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1 Einleitung 1

1 Einleitung

In der Zahnmedizin stellen die unter dem Begriff , Komposite® zusammengefassten
Verbundwerkstoffe auf Kunststoffbasis seit den 1960er Jahren ein alternatives direktes
Fillungsmaterial zu den klassischen Amalgamen dar. Ein Vorteil der Komposite gegeniiber
den silberfarbenen Amalgamen liegt in der zahnihnlichen Firbung, wodurch dsthetische
direkte Restaurationen bei der Versorgung von Zahnhartsubstanzdefekten moglich sind.
Komposite sind hierbei in vielen unterschiedlichen Farbnuancen erhiltlich, um den
individuellen natiirlichen Zahnfarben Rechnung zu tragen. Bei adiquater Farbauswahl

konnen derartige Fullungen visuell nur schwer vom Rest des Zahns unterschieden werden.

Der Hauptversagensgrund fiir dentale Fillungen sind biologische Komplikationen, z. B. die
durch Biofilm bedingte Neubildung von Karies an bestehenden Restaurationsgrenzen, die
sogenannte Sekundarkaries. Trotz dsthetisch sehr guter Integration in den Zahn entsteht im
Randbereich von Kompositfillungen deutlich hidufiger Sekundirkaries als bei
Amalgamfillungen. Da Karies eine biofilmassoziierte Erkrankung der Zahnhartsubstanz ist,
sind die Abweichungen in der Haufigkeit von Sekundirkaries unter anderem in der
unterschiedlichen Biofilmakkumulation auf den verschiedenen Materialien begriindet. Diese
wiederum wird durch verschiedene Faktoren wie beispielsweise die Oberflichen-
morphologie und die chemische Zusammensetzung beeinflusst. Die verschiedenen
Farbvarianten innerhalb der Komposite bedingen leicht abweichende Rezepturen und damit

Divergenzen in den Materialeigenschaften.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die Auswirkungen der unterschiedlichen
Farbmischungen und damit der abweichenden Materialrezepturen von Kompositmaterialien
auf die Potentiale zur Biofilmakkumulation zu untersuchen. Hierbei sollen Unterschiede in
der initialen mikrobiellen Adhision sowie materialspezifische Oberflichencharakteristika

verschiedenfarbiger Komposite ermittelt und miteinander korreliert werden.



2 Literaturiibersicht 2

2 Literaturubersicht

2.1 Orale Biofilme

2.1.1 Bedeutung und Entstehung von oralen Biofilmen

2.1.1.1 Orale Biofilme und Pathologien

In der Mundhohle finden sich Bakterien in planktonischer Form, also ungebunden im
Speichel, und organisiert in komplexen Biofilmen. Allgemein sind Biofilme auf festen
Oberflichen adhirente, dreidimensionale Gemeinschaften verschiedenartiger Bakterien,
welche in eine selbstgebildete extrazellulire Matrix aus polymeren Substanzen eingebettet
sind (Hall-Stoodley et al. 2004; Lawrence et al. 1991; O Toole et al. 2000). Bakterien innerhalb
eines solchen Biofilms unterscheiden sich phanotypisch von den planktonischen Zellen in
Wachstumsrate und Gentranskription (Donlan und Costerton 2002). Zwischen den
einzelnen Bakterienzellen kommt es tGiber diverse Botenstoffe zu intra- und interspezifischer
Kommunikation (Holden et al. 1999; Huang et al. 2011; Zhang et al. 2009). Eine weitere
mogliche Interaktion stellt der Austausch genetischer Information durch die extrazellulire
polymere Substanz (EPS) dar (Madsen et al. 2012). Ein entsprechend ausgereifter Biofilm
kann dann auch spezifisch auf dullere Reize reagieren (Liljemark et al. 1997) und verindert
beispielsweise bei einem sinkenden pH-Wert seine mikrobielle Zusammensetzung zu
Gunsten sdurebildender Bakterienarten, wie beispielsweise St#reptococcus mutans (S. mutans)
(Bowden und Hamilton 1987; Bradshaw et al. 1989; McDermid et al. 1986). Die Metaboliten
dieser ,,aciden Biofilme* bewitken u. a. die Demineralisation der Zahnhartsubstanz, was
wiederum klinisch als Karies imponiert (Hellwig et al. 2013). Fortwihrende (bakterielle)
Sdurebildung ist die Hauptursache fur die Entstehung von etablierten Karieslisionen
(Burgess 1988). Werden Biofilme aufgrund insuffizienter Mundhygiene schlecht oder gar
nicht entfernt, konnen diese auch weitere Pathologien wie Gingivitis auslosen (Nedzi-Gora
et al. 2017). Durch weitere Ausbreitung des Biofilms in subgingivale Bereiche mit
einhergehender Verinderung der bakteriellen Zusammensetzung von aerob bzw. gram-
positiv zu anaerob bzw. gramnegativ kann es zur Manifestation von parodontalen
Destruktionen des Zahnhalteapparates kommen (Slots 1977a; Slots 1977b; Steinmetz und
Kocher 2012; Wolf et al. 2004). Entsprechend der Gingivitis kann es bei dentalen
Implantaten zur periimplantiren, reversiblen Entziindung der Weichgewebe kommen
(peritmplantire Mukositis). Sind zusitzlich auch die periimplantiren Hartgewebe betroffen,

spricht man von einer Periimplantitis, welche von Verlust der Osseointegration und
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Zahnfleischtaschenbildung begleitet wird und irreversibel ist (Khammissa et al. 2012a;
Khammissa et al. 2012b; Pontoriero et al. 1994; Wilson 2013). Komplexe pathologische
Biofilme sind in der Mundhoéhle insgesamt als Ursache der haufigsten zahnmedizinischen

Erkrankungen (Karies, Parodontitis und Periimplantitis) zu sehen.

2.1.1.2 Entstehung oraler Biofilme

Die Biofilme entstehen nicht direkt auf der Zahnoberfliche oder einer dentalen Restauration,
sondern indirekt Giber die Adhision an ein erworbenes Zahnoberhdutchen, das sogenannte
acquired pellicle (Lendenmann et al. 2000). Das Pellikel ist eine azellulire homogene Schicht
aus Proteinen und Glykoproteinen des Speichels (Juriaanse et al. 1981; Lendenmann et al.
2000; Siqueira et al. 2012; Sonju und Rélla 1973). Die in wenigen Minuten entstehende
Schicht (de Jong et al. 1984; Hannig 1999; Hannig et al. 2004; Skjorland et al. 1995; Vacca
Smith und Bowen 2000) hat eine Dicke von 0,1 — 1 um (Garcia-Godoy und Hicks 2008) und
wird unabhingig von der Prisenz von Bakterien gebildet (Meckel 1965). Durch weitere
Akkumulation von Speichelproteinen kann der Pellikel innerhalb von 48 Stunden eine Stirke
von bis zu 3 um erreichen (Marsh und Nyvad 2009; Hannig 1999). Das Pellikel schiitzt
einerseits den Zahnschmelz vor Demineralisation, Attrition und Erosion (Amaechi et al.
1999; Lendenmann et al. 2000; Zahradnik et al. 1976), andererseits ermoglicht es Bakterien
Uber spezifische Rezeptoren stabiler als an freie Oberflichen zu adhirieren (Carlén et al.
1996b; Cheaib et al. 2015; Wessel et al. 2014). In der Mundhohle wirken Scherkrifte auf die
adhirenten Bakterien und Biofilme ein, z. B. durch Kauen, Mundhygiene, Schlucken,
Zungenbewegungen und hydrodynamische Faktoren des Speichels und des Sulkusfluids
(Katsikogianni und Missitlis 2004; Paramonova et al. 2009). Deshalb ist eine irreversible
Adhision der Bakterien auf den Oberflichen fir die Reifung des Biofilms essentiell
(Bradshaw et al. 2001; Eginton et al. 1998; Teughels et al. 2006). Die oben genannten der
Biofilmbildung entgegenwirkenden Krifte sind in Fissuren oder in Bereichen mit gréB3eren
Rauheiten der Oberfliche verringert, weshalb solche Oberflichengegebenheiten
Pridilektionsstellen fir die Biofilmgenese darstellen (Katsikogianni und Missitlis 2004;

Morgan und Wilson 2001; Quirynen und Bollen 1995; Teughels et al. 20006).
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Die Entstehung von oralen Biofilmen lisst sich in fiinf Phasen unterteilen (Bos et al. 1999;

Marsh und Bradshaw 1995; Scheie 1994; van Loosdrecht et al. 1990) (siche Abbildung 1):

1. Transport der Mikroorganismen zur Substratoberfliche
Initiale reversible Adhasion
Sekundare irreversible Adhdsion

Maturation und Kolonisation

AR S

Qunorum sensing und Dispersion

Abbildung 1:  Finf Phasen der Biofilmentstehung (Monroe 2007)

2.1.1.2.1 Transport der Mikroorganismen zur Substratoberfliche

Der Transport der Mikroorganismen zur Substratoberfliche erfolgt vorwiegend passiv durch
Speichelfluss, Sedimentation und Brown’sche Eigenbewegung, da nur wenige der oralen
Bakterienspezies in der Lage sind sich aktiv mittels Flagellen zu bewegen (An und Friedman

1998; Bos et al. 1999; Marsh und Bradshaw 1995; Teughels et al. 2000).
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2.1.1.2.2 Initiale reversible Adhasion

Die initiale Adhision der Bakterien erfolgt schwach und reversibel direkt an den bis dahin
bakterienfreien Pellikel tiber Wechselwirkungen unterschiedlicher Reichweite. Dabei werden
zwel Theorien beschrieben, zum einen die thermodynamische Theorie zum anderen die
DLVO-Theorie, benannt nach Derjaguin, Landau, Verwey und Overbeek (Boks et al. 2008;
Teughels et al. 2006). Die thermodynamische Theorie beruht dabei auf der Verdringung von
Wasser zwischen Bakterium und Oberfliche unter Energiefreisetzung, entsprechend dem
natiitlichen Streben nach Energieminimierung wird so eine Bindung ermoglicht (van
Loosdrecht et al. 1989; Teughels et al. 2006). Die DLVO-Theorie beruht auf zwei
entgegengesetzt wirkenden Kriften, den abstoflenden elektrostatischen Kriften und den
anzichenden van-der-Waals-Kriften. Bakterien und dentale Oberflichen erhalten im
wissrigen Milieu durch lonisation funktioneller Gruppen bzw. durch Abgabe von Ionen
negative Ladung, sodass sich beide elektrostatisch abstoBen. Die van-der-Waals-Krifte
beruhen auf Dipolmomenten, welche auf atomarer Ebene durch Eigenbewegung der
Elektronen entstehen und so einen anziehenden Effekt zwischen Bakterien und Oberfliche
bewirken (Marsh et al. 2009). In einer gewissen Distanz kommt es zu einem Gleichgewicht
der beiden Krifte und somit zu einer Adhirenz der Bakterien in geringem Abstand zur
Oberfliche (Gibbons und van Houte 1973). Die initiale Adhision ist durch spezifische
Pionierkeime gekennzeichnet, zu denen wu. a. Streptococcus mitis, Streptococcus oralis und
Streptococcus sanguinis (8. sanguinis) zahlen (Diaz et al. 2006; Douglas 1983; Hannig und Joiner
2000). In Abhiangigkeit von den jeweiligen Pionierkeimen der priméiren Adhasion wird die
Zusammensetzung des spiteren Biofilms beeinflusst (Ammann et al. 2013; Busscher et al.

1995; Hauser-Gerspach et al. 2007).

2.1.1.2.3 Sekundare irreversible Adhision

In der Phase der sekundiren Adhision werden die schwachen reversiblen Bindungen durch
spezifische Bindungen gefestigt (Flemming et al. 2007). Hierbei entstehen spezifische
Verbindungen (Schlissel-Schlisselloch-Prinzip) zwischen Zellwandproteinen der Bakterien
(Adhisine) und entsprechenden Proteinen der Pellikel (Rezeptoren), und damit zur
Substratoberfliche (Limoli et al. 2015; Mergenhagen et al. 1987; Romani et al. 2008;
Whittaker et al. 1996). Neben der stabileren, irreversiblen Adhision der Bakterien ist die
Bildung der extrazelluliren polymeren Substanz (EPS) durch die Pionierkeime, v. a. der
Gattung Streptococcus, ein weiteres entscheidendes Merkmal dieser Phase der Biofilm-

formation. Durch die aus Wasser, Polysacchariden, Proteinen und Lipiden bestehende EPS
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wird Spitbesiedlern die Bindung zusitzlich erleichtert (Broukal und Zajicek 1974; Koo et al.
2009; Rosan und Lamont 2000; Vickerman et al. 1991; Vickerman und Jones 1995).

2.1.1.2.4 Maturation und Kolonisation

Sekundire irreversible Adhision der Bakterien und Bildung der EPS bilden die Grundlage
fir die Reifung (Maturation), also das Wachstum der Bakterien, und der spateren
Kolonisation (Rickard et al. 2003). Zunichst findet im Zeitraum von 4 — 24 Stunden nach
der Pellikelbildung ein Zellwachstum und Vermehrung durch Zellteilung der Pionierkeime
sowie die Bildung von Mikrokolonien statt, die bis zur Bedeckung der Zahnoberfliche mit
einem, in der Dicke heterogenen, Bakterienrasen voranschreitet (Listgarten 1994; Nyvad
1993). Dieses Wachstum ist durch Verbindungen der Bakterien mittels Adhisinen und
Rezeptoren in den Zellwianden gekennzeichnet, wobei sich in den Zellwinden auch weitere
Adhidsine und Rezeptoren fiir speziestiibergreifende Koadhision und Koaggregation
befinden (Palmer et al. 2003). Spitbesiedler kénnen nun auch adherieren und die Bildung
von Multispezieskolonien initiieren (Rickard et al. 2003). Eine wichtige Rolle hat in dieser
Phase das Fusobacterium nucleatum, da es als ,,Briickenbildner* zwischen Pionierkeimen und
Spitbesiedlern fungiert (Bradshaw et al. 1998; Karched et al. 2015). Mit zunehmendem
Wachstum wird die Sauerstoffsittigung im Biofilm verringert und so die Vermehrung von
fakultativen und spater obligat anaeroben Bakterien ermdglicht (Schiffner 1997). Durch
weiteres Wachstum des Biofilms entwickelt dieser komplexe Architekturen aus sdulenartigen,
miteinander konkurrierenden Kolonien, extrazellulirer Matrix aus EPS, Kanilen usw.

(Costerton et al. 1999; Haisch und Niessner 2007; Listgarten 1994).

2.1.1.2.5  Quorum sensing und Dispersion

Im gereiften Biofilm kommt es schlieBlich durch physikalische und chemische Prozesse wie
Abschilferung oder Erosion zur Ablosung von Bakterienansammlungen, aber auch von
einzelnen Bakterien (Stoodley et al. 2001). Eine weitere Dispersion von Biofilmanteilen wird
Uber gquorum sensing gesteuert, dabei handelt es sich um einen Regulationsprozess der
Bakterienpopulation, der in Abhingigkeit von der Bakteriendichte verschiedene Prozesse
auslost, u.a. das Abl6sen von Tochterkolonien durch gezielte Auflésung von EPS (Karatan
und Watnick 2009; Leung et al. 2015; Park et al. 2017). Das Wachstum des Biofilms steuert
den verschiedenen Dispersionsvorgingen entgegen, sodass sich ein Gleichgewicht einstellt
(Marsh und Bradshaw 1995; Costerton et al. 1999). Die abgespalteten Bakterien-
konglomerate adhdrieren an anderen Lokalisationen erneut und steigern somit die

Ausbreitung des Biofilms zusitzlich.
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2.1.2  Streptococcus sanguinis

Die Gattung der Streptokokken umfasst grampositive fakultativ anaerobe Kokken (Hahn et
al. 2005) (siehe Abbildung 2). Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) gehort zur Mitisgruppe der
Viridans-Streptokokken (Chun et al. 2015) und zahlt zu den sogenannten Pionierkeimen der
Mundhéhle (Diaz et al. 2006; Hannig und Joiner 2006; Hellwig et al. 2013). Diese Bakterien
besiedeln somit direkt nach Bildung des Pellikels die Zahnoberfliche und kolonisieren dort
(Hojo et al. 2009). Durch Bildung einer IgA1-Protease ist es dieser Spezies moglich, der
humoralen Immunabwehr zu widerstehen und so die Bildung des Biofilms zu initiieren
(Labib et al. 1978; Marsh et al. 2009; Mistry und Stockley 20006). Mittels eines Arginin-
Deiminase-Systems ist S. sanguinis in der Lage, Arginin zu hydrolysieren und Ammoniak zu
bilden (Huang et al. 2015). Einerseits liefert diese Reaktion dem Bakterium Energie, sodass
auch bei schlechter Nihrstoffzufuhr Wachstum gesichert ist, andererseits hebt sie den pH-
Wert innerhalb des Biofilms an und schuitzt so die Bakterien vor Saureschadigung (Casiano-
Colon und Marquis 1988; Nisengard und Newman 1994; Sheng et al. 2010). Unter aeroben
Bedingungen ist S. sanmguinis in der Lage, Pyruvatoxidase zu exprimieren und damit
Wasserstoffperoxid (H2O») zu bilden und zu sezernieren (Sumioka et al. 2017; Uehara et al.
2006; Zheng et al. 2011). Das produzierte extrazellulire H,O, fihrt zu einer nicht
autolytischen Freisetzung von Desoxyribonukleinsiure (DNA) aus . sanguinis, wodurch der
Austausch von genetischen Informationen begiinstigt, die Zell-Zell-Adhasion gesteigert und
damit die Biofilmbildung geférdert wird (Kreth et al. 2009). Des Weiteren wirkt
extrazellulires H,O, antagonistisch auf die Etablierung von S. mutans (Huang et al. 2016;
Kreth et al. 2005) und kann bei einer Bakteridmie neutrophile Zellen zerstéren, wodurch das
Uberleben der Keime im Blut gesichert wird und so eine infektiose Endokarditis entstehen
kann (Sumioka et al. 2017). Es wird beschrieben, dass . sanguinis der am haufigsten
gefundene Keim der Viridans-Streptokokken bei einer infektiésen Endokarditis ist (Ge et al.
2008). Aus dem antagonistischen Verhalten gegeniber S. mutans ergibt sich ein
antiproportionales Verhiltnis beziiglich des Wachstums der beiden Spezies (Caufield et al.
2000). Ein weiteres Produkt von S. sanguinis sind mittels einer Glykosyltransferase gebildete
wasserlosliche und -unlésliche Glucane, die einen Bestandteil der EPS darstellen und so die
Bindung weiterer Keime, insbesondere S. mutans ermoglichen (Vacca Smith et al. 2000).
Somit nimmt S. sanguinis als Primirbesiedler eine Schlisselrolle in der Entstehung und

Proliferation von oralen Biofilmen ein (Hojo et al. 2009; Lehmann 1991).
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2.1.3 Streptococcus mutans

Streptococcus mutans (8. mutans) (siche Abbildung 2) stellt den Leitkeim der dentalen Karies da
(Ajdi¢ et al. 2002; Yoshida et al. 2005). Er ist im Gegensatz zu S. sanguinis ein pathogener
Spitbesiedler, d.h. der Keim nutzt meist bereits etablierte Strukturen des Biofilms zur
Adhision. Bei Kindern die an einer early childhood caries (ECC) leiden, einer Karieserkrankung
der Milchzihne im frihen Kindesalter, welche meist durch falsche Erndhrung bedingt ist
und daher auch als Nursing-Bottle-Syndrom bezeichnet wird (Kawashita et al. 2011), ist S.
mutans in deutlich erhéhter Keimzahl zu finden als bei kariesfreien Kindern (Mitrakul et al.
2016; Paes Leme et al. 2000), ein Indiz auf eine Korrelation zwischen dem Keim und Karies.
Die initiale Adhasion von §. mutans an Biofilme oder Oberflichen erfolgt indirekt tber
Glucane, welche durch Glykosyltransferasen gebildet werden und Bestandteile der EPS
darstellen (Loesche 1986). Die Glykosyltransferasen kénnen u. a. von den Pionierkeimen
stammen (Vacca Smith et al. 2000), werden aber auch von . mutans selbst gebildet und
sezerniert (Loesche 1986; Paes Leme et al. 2006). Sezernierte Glykosyltransferasen binden
an das Pellikel und zeigen dort enzymatische Aktivitit in Form von Bildung wassetloslicher
und -unl6slicher Glucane sobald Saccharose verfiigbar ist (Hannig et al. 2008; Koo et al.
2009; Schilling und Bowen 1988), wodurch sich S. mutans selbst eine Bindungsmoglichkeit
an die Oberfliche schafft (Cross et al. 2007; Schilling und Bowen 1992). Die produzierten
Glucane tragen zum Wachstum der EPS bei und stellen eine intra- und interspezifische
Bindungsmdéglichkeit der Keime im Biofilm dar (Paes Leme et al. 2006). Saccharose wird
nicht nur fir die Bildung von Glucanen durch die Glykosyltransferasen genutzt, sondern
auch durch S. mutans selbst metabolisiert, wobei Milchsdure gebildet wird und so der pH-
Wert im Biofilm sinkt (Cross et al. 2009). Das Absinken des pH-Werts bewirkt eine
Umstrukturierung der Bakterienzusammensetzung zu Gunsten der sidureresistenten
Bakterien. Streptococcus mutans nutzt dazu eine F-ATPase, die Protonen aus der Zelle pumpt
(Matsui und Cvitkovitch 2010; Quivey et al. 2000; Sheng und Marquis 2006). Durch
intrazellulire Speicherung von Saccharose ist es S. mutans moglich nihrstoffarme Phasen zu
tberstehen und dabei weiterhin Milchsdure zu produzieren (Kreth et al. 2008). Die
Saureproduktion hat neben dem pH-Wert-Abfall im Biofilm auch weitere Folgen, wie die
Demineralisation der Zahnhartsubstanz und die darauf folgende Entstehung von Karies
(Burgess 1988; Marsh und Nyvad 2009). Streptococcus mutans wird in der Biofilmbildung,
Saureproduktion, Sdureresistenz, genetischer Transformation und Bacteriocinproduktion
durch guornm sensing Gber ein competence stimulating peptide reguliert. Durch Beeinflussung dieses
Systems werden neue Therapiewege von . mutans — Infektionen auf Wachstumsstillstand

oder sogar Apoptose der Keime erforscht (Senadheera und Cvitkovitch 2008).
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3 >
¢ 6 um 1 S. sanguinis, Filtek Z250, x1700 — 10 pm —i

S. mutans, Glas, x3800

Abbildung 2:  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von . mutans auf Glas (links,
3800fache VergroBerung) und S. sanguinis auf einem Fillungskomposit
(rechts, 1700fache VergréBerung) nach 240 bzw. 120 Min. Inkubation
(Quelle: R. Biirgers)

2.2 Kompositmaterialien

2.2.1 Werkstoffkunde

Dentale Komposite sind seit tber 50 Jahren verfiigbar und stellen als direktes
Fillungsmaterial eine zahnfarbene und damit hochisthetische Alternative zum Amalgam dar
(Craig et al. 2006). Amalgamfillungen schienen jedoch den Kompositfullungen bzgl. der
Lebensdauer bisher immer noch iiberlegen zu sein, was wiederum von Morphologie und
Insertionstechnik der Fillungen abhingig ist (Antony et al. 2008; Bernardo et al. 2007;
Opdam et al. 2010). Der Hauptgrund fiir das Versagen beider Fillungsarten ist die
Entstehung von Sekundirkaries am Ubergang von Fiillung zu Zahnhartsubstanz (Dahl und
Eriksen 1978; Mjor 1997). Durch Verbesserungen der Kompositrezepturen, Adhisivsysteme
und Insertionstechniken wurde die Erfolgsrate von Kompositfillungen jedoch stetig
verbessert (Borgia et al. 2017; Kopperud et al. 2012). Am hdufigsten finden in der
Zahnmedizin sogenannte Hybrid-Komposite Anwendung, deren Hauptbestandteile eine

organische Matrix und anorganische Fillstoffe bilden (Hervas-Garcia et al. 2000).

Die organische Matrix ist ein Stoffgemisch, dessen Grundlage verschiedene Monomere wie

Bis-GMA (Bisphenol-A-Glycidyl-Methacrylat) oder UDMA (Urethandimethacrylat) bilden
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(Ilie et al. 2016b; Peutzfeldt 1997). Die niedermolekularen Comonomere EGDMA (Ethylen-
Glycol-Dimethacrylat), DEGDMA (Diethylen-Glycol-Dimethacrylat) und TEGDMA
(Triethylen-Glycol-Dimethacrylat) werden zur Vernetzung eingesetzt, wobei das
letztgenannte Comonomer die Viskositit herabsetzt, damit die FlieBfdhigkeit steigert, aber
auch die Polymerisationsschrumpfung erhéht (Craig et al. 2006; Fortin und Vargas 2000;
Gongalves et al. 2008; Hellwig et al. 2013). Um eine Polymerisationsreaktion durch freie
Radikale auszul6sen, werden Initiatorsysteme zugesetzt. Dies sind bei Fotopolymerisaten
meistens Diketone (Kampferchinon) in Verbindung mit einem tertidren Amin (4-N,N-
Dimethylaminobenzoesiureethylester, DMAPE) als Koinitiator, welche bei Beleuchtung mit
Licht einer bestimmten Wellenlinge miteinander reagieren und Radikale bilden (Ilie et al.
2016a). Bei Autopolymerisaten reagieren Benzoylperoxide als Initiatoren durch Vermischung
mit aromatischen tertidren Aminen (N,N-Dihydroxyethyl-P-Toluidin) unter Bildung von
Radikalen (Hellwig et al. 2013; Hervas-Garcfa et al. 20006). Inhibitoren wie
Butylhydroxytoluol (BHT) dienen als Stabilisatoren, indem sie mit vorzeitig entstehenden
freien Radikalen reagieren und so die Lagerungsfahigkeit der Komposite erh6hen. Weitere
Bestandteile der organischen Matrix sind UV-Absorber, Fotostabilisatoren, Weichmacher
und Pigmente (Hellwig et al. 2013; Spahl et al. 1998), letztere werden in Kap. 2.2.2 niher

dargestellt.

Die anorganischen Fillkérper, auch als disperse oder Dispersionsphase bezeichnet, dienen
der Verbesserung der Materialeigenschaften durch Erhoéhung von Druck-, Zug- und
Verschlei3festigkeit, sowie des Elastizititsmoduls und durch Herabsetzen der
Polymerisationsschrumpfung (Hellwig et al. 2013). Als Materialien fur Fillk6rper kénnen
Quarze, Gliser und Keramiken zum Einsatz kommen. Durch réntgenopake Zusitze, z. B.
Ytterbiumfluorid, ist eine rontgenologische Darstellung von Kompositfillungen in
entsprechend versorgten Zihnen moglich (Ilie et al. 2005). Eine gingige Einteilung der
Komposite erfolgt nach der Partikelgrof3e der Fullstoffe, Makrofiller-Komposite besitzen
eine Partikelgréfle von 0,1 — 10 um, Mikrofiller-Komposite hingegen beinhalten meistens
Partikel mit einer Gréf3e von 0,01 — 0,07 um (Hellwig et al. 2013; Ilie et al. 2005). Sogenannte
Hybridkomposite enthalten Makro- (85 — 90 %) und Mikrofiller (10 — 15 %), wodurch die
positiven Eigenschaften beider Komposite kombiniert werden und der Fillstoffgehalt auf
ca. 85 % gesteigert werden konnte. Sie werden in Feinpartikelhybridkomposite (PartikelgrofB3e
bis 5 um), Feinstpartikelhybridkomposite (PartikelgroBe bis 3 um) und Submikrometer-
komposite (Partikelgréfle unter 1 pm) unterteilt (Hellwig et al. 2013). Durch noch feinere
Fullkorper ab 5 nm GroBle konnten die werkstoffkundlichen Eigenschaften, wie z.B. die

Polierbarkeit, verbessert und der Fullkérpergehalt weiter gesteigert werden, solche
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Komposite werden als Nanofillerkomposite bezeichnet (Hellwig et al. 2013; Schmalz und
Arenholt-Bindslev  2005). Um eine chemische Verbindung der Fullkérper mit der
organischen Matrix zu erzeugen, werden die Fillkorper silanisiert. Hierzu wird meistens 3-
Methacryloxypropyltrimethoxisilan ~ verwendet, welches  bifunktionell —tber eine
Methoxysilan-Gruppe an den Fillkorper und eine Methacrylat-Gruppe an die Matrix bindet
(Hellwig et al. 2013; Matinlinna et al. 2004; Shah und Stansbury 2007).

2.2.2 Farben

Zihne erscheinen durch Unterschiede in der Adsorption, Transmission, Reflexion und
Remission des Lichts farblich verschieden (Hoffmann 2010). Dentin ist in der Farbgebung
der Hauptfaktor, jedoch beeinflusst der relativ farblose Zahnschmelz die Wirkung der
Dentinfarbe in Abhingigkeit von seiner Dicke und Transluzenz (Battersby und Battersby
2015; Oguro et al. 2016). Ein weit verbreitetes System zur Einteilung der Zahnfarben ist die
VITA-Classical-Farbskala (Chu et al. 2010). Weiterentwicklungen stellen das VITA-
Toothguide-3D-Master und das VITA-Linearguide-3D-Master dar, die ein groBeres
Farbangebot haben und besser reproduzierbare Farbbestimmungen ermdglichen (Paravina
2009) (siche Abbildung 3). Die Zahnfarbe kann auch durch den Einsatz von
Spectrophotometern digital bestimmt werden, wobei eine Kombination aus visueller und

digitaler Farbbestimmung die besten Ergebnisse erzielt (Chu et al. 2010).

N f} - ,a
CTTTTITITIITIITEN gl At ol ' ip
VITA classical

~- ] - .

Abbildung 3:  Skalen zur Bestimmung der Zahnfarbe: VITA classical (links) und VITA
Toothguide 3D Master (rechts) (Quelle: vita-zahnfabrik.com)
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Die Farbgebung wird durch Zugabe von Farbmitteln bei der Herstellung der Komposite
erreicht, hierbei wird zwischen Farbstoffen und Farbpigmenten differenziert (Bertau et al.
2013; Herbst und Hunger 2009). Farbstoffe liegen in geloster Form im Komposit vor,
wihrend organische oder anorganische Farbpigmente als Feststoffpartikel einer Korngrofie
von 0,01 — 1 um in der Kompositmatrix dispergiert werden (Bertau et al. 2013; Kappert und
Eichner 2005). Farbstoffe sind nicht migrationsecht, d. h. sie kénnen sich mit zunehmender
Alterung des Komposits an der Oberfliche ablagern und so ,ausblithen® bzw. in die
Umgebung freigesetzt werden (Miiller 2002). Farbpigmente sind fest in die Matrix der
Komposite eingebunden und dadurch farbstabiler als Farbstoffe (Kappert und Eichner 2005;
Miller 2002). Bedenkt man das Einsatzgebiet von dentalen Kompositmaterialien, wird
deutlich, dass diese biokompatibel, unléslich und bestindig gegentiber physikalischen
Einflussen sein miissen und so die Bandbreite in Frage kommender Farbmittel eingeschrinkt
ist (Kappert und Eichner 2005). Die Hersteller setzen zumeist anorganische Pigmente ein,
da diese den o. g. Anforderungen am chesten entsprechen, durch Mischung der
verschiedenen Pigmente und Variation der Mengen werden die verschiedenen Zahnfarben
erzielt (Kappert und Eichner 2005). Dabei konnen bestimmte Farben durch verschiedene
Pigmente hervorgerufen werden, so kann beispielsweise die Farbe Weil3 durch Titandioxid,
Zinksulfid oder Bleiweil3 erzeugt werden (Bertau et al. 2013). Es werden nicht alle Pigmente
fir die Herstellung von Medizinprodukten verwendet, Pigmente auf Cadmium-, Chrom-
oder Blei-Basis finden hierbei keine Anwendung mehr (Kappert und Eichner 2005). Unter
den Pigmenten sind Oxide die bestindigsten, Sulfide zeigen eine schlechte
Sdurebestindigkeit, wihrend Chromate im basischen Milieu nicht bestindig sind
(Domininghaus 2007). In dentalen Kompositen werden hauptsichlich Metalloxidpigmente
wie Eisenoxide oder Titandioxidverbindungen verwendet (Kappert und Eichner 2005;
Schmidseder 2008). Titandioxid (TiO,) wirkt als Pigment opazifizierend und authellend
(Bertau et al. 2013; Schmidseder 2008), das Oxid an sich kann durch photokatalytische
Stimulation bakterizid und detoxifizierend wirken (Gogniat et al. 2006; Maness et al. 1999;
Sunada et al. 1998). Photokatalytische Modifikation von TiO, durch UV-Licht fihrt bei
speziell beschichteten Oberflichen zu einer Verinderung der Benetzbarkeit von hydrophob
zu hydrophil (Sulong und Rus 2013; Zhang et al. 2006). Auch Eisenoxide zeigen in Form
von Nanopartikeln bakterizide Effekte auf Biofilme (Javanbakht et al. 2010).
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2.2.3 Biofilmbildung, Karies und Komposite

Direkte Versorgungen karioser Zahnhartsubstanzdefekte unterliegen der Pellikel- und
Biofilmanlagerung ebenso wie die natiitliche Zahnoberfliche (Lendenmann et al. 2000).
Defekte und Passungenauigkeiten im Randbereich von direkten Restaurationen stellen
Pridilektionsstellen fir die Entstehung von Karies dar (Katsikogianni und Missirlis 2004;
Morgan und Wilson 2001; Quirynen und Bollen 1995 Teughels et al. 2006). Dabei ist zu
erwihnen, dass die Mundhygiene die Biofilmbildung deutlich stirker beeinflusst als die zuvor
genannten Faktoren (Lima et al. 2009). Die Rauheit und die Zusammensetzung der
Restaurationsmaterialien sind weitere die Biofilmformation beeinflussende Faktoren. Auf
Amalgam und Gold beispielsweise bilden sich stirkere und vollstindig bedeckende Biofilme
mit geringer Viabilitit der enthaltenen Bakterien, wihrend bei Kompositen gegenliufige
Tendenzen gezeigt werden konnten (Auschill et al. 2002; Busscher et al. 2010). In-vitro-
Untersuchungen belegten inhibitorische Effekte von Amalgam auf adhirente Biofilme,
wihrend bei Kompositen diese Wirkung nur anfinglich und in geringerem Ausmal}
nachgewiesen wurde und nach fortschreitender Dauer der Untersuchung sich sogar
biofilmférdernde Effekte zeigten (Beyth et al. 2007). Die initiale Bakterienanlagerung ist auf
Kompositmaterialien gegentiber dem Schmelz begunstigt (Konishi et al. 2003). Adhirente
Biofilme veriandern direkt und tber ihre Stoffwechselprodukte die Oberflichenstruktur von
Kompositen, beispielsweise werden Fullerstoffe herausgelost (De Moraes et al. 2008;
Ferracane et al. 1998; Ionescu et al. 2012). Als Folge kann z. B. eine Zunahme der Rauheit
(siehe 2.3.2) festgestellt werden (Beyth et al. 2008; Hansel et al. 1998).

Biofilme und Mikroleakage an dentalen Restaurationen kénnen die Entstehung von
Sekundirkaries induzieren (Pinna et al. 2017), jedoch sind auch hierbei patientenbezogene
Faktoren ausschlaggebend (van de Sande 2016). Direkte Restaurationen zeigen
materialabhingige Inzidenz von Sekundirkaries, bei Amalgam und Glasionomerzementen
ist diese geringer als bei Kompositfilllungen (Bernardo et al. 2007; Kuper et al. 2012;
Moraschini et al. 2015). Deshalb wird versucht, durch Zusitze in Kompositen und
Adhisiven die Biofilmformation bzw. die Etablierung von Sekundirkaries zu reduzieren
(Geraldeli et al. 2017; Li et al. 2009; Zhang et al. 2015). So konnten beispielsweise bakterizide
und zum Teil die Biofilmakkumulation inhibierende Effekte fiir Zusitze von
Polyethylenimin- und Zinkoxid-Nanopartikeln sowie Silber-Mikropartikeln gezeigt werden
(Aydin Seving und Hanley 2010; Beyth et al. 2010; Biirgers et al. 2009b). Fluoridfreisetzende
Kompositmaterialien kénnen die Kariogenitit von Biofilmen herabsetzen, indem sie durch
Fluoridabgabe in der initialen Phase der Biofilmbildung dessen Zusammensetzung zu

Gunsten nicht kariogener Keime dndern (Pandit et al. 2011).
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2.3 Oberflichencharakterisierung und Biofilmbildung

2.3.1 Oberflichenenergie und Hydrophobizitit

Die freie Oberflichenenergie (surface free energy, SFE) beschreibt die bendétigte Energie pro
Fliche, welche aufgewendet werden muss, um die chemischen Bindungen einer festen
Oberfliche aufzubrechen, sie wird in der SI-Einheit J/m2 oder Nm/m”angegeben (Mollet
und Grubenmann 2009). Bei Flissigkeiten wird dquivalent der Begriff Oberflichenspannung
verwendet. Die Bestimmung der SFE erfolgt meist indirekt tiber eine Kontaktwinkelmessung
(Meichsner et al. 2016; Peifer und Profos 2008). Hierbeti lisst sich aus den Kontaktwinkeln
zwischen den Tropfen spezifischer Flissigkeiten (mit bekannten Oberflichenspannungen)
und der Testoberfliche die SFE mit Hilfe der Youngschen Gleichung errechnen (Busscher
et al. 1984a) (siche Abbildung 4).

ng = Gls + Glg i COS@ g

Gas

i A
sg

(0)

Festkorper

Is

Oig = Oberflichenspannung der Flissigkeit
Ois = Grenzflichenspannung zwischen Flissigkeit und Festkorper

Osg = Freie Oberflichenenergie des Festkorpers
0 = Kontaktwinkel

Abbildung 4:  Schematische Darstellung des Kontaktwinkels (Kriiss 2017)
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Unter Beachtung der Theorie nach Owens, Wendt, Rabel und Kaelble (OWRK) und unter
Verwendung einer polaren und einer dispersiven Fliissigkeit bei der Kontaktwinkelmessung
lassen sich neben der Berechnung der freien Oberflichenenergie Vorhersagen tber das
Benetzungsverhalten von verschiedenen Flissigkeiten auf der Oberfliche treffen (Kaelble
1970; Owens und Wendt 1969; Rabel 1971). Die Oberflichenenergie verhilt sich
antiproportional zur Hydrophobizitit, d. h. mit steigender Oberflichenenergie wird das
Substrat hydrophiler (van Loosdrecht et al. 1987), wodurch eine Anlagerung von Wasser
begiinstigt, somit die Bildung des acguired pellicle erschwert (Lindh 2002) und dadurch
wiederum die bakterielle Adhision an der Oberfliche verringert wird (Cheaib et al. 2015).
Absoloms thermodynamische Uberlegungen und seine 1983 erstellte Formel zur freien
Energie der bakteriellen Adhidsion AG, qp = 0gp — 05 — 0Oy zeigen die Zusammenhinge
zwischen den Oberflichenspannungen des Substrats, der Bakterien wund des
Suspensionsmediums (Absolom et al. 1983). Ist die freie Energie der bakteriellen
Adhision 4G, gp, < 0 so wird eine bakterielle Adhdsion beglinstigt (Quirynen und Bollen
1995). Befindet sich ein Bakterium in einem Medium mit einer in Relation hoéheren
Oberflichenspannung wird eine Adhidsion eher auf hydrophoben Oberflichen stattfinden.
Ist das Verhiltnis der Oberflichenspannungen von Bakterium und Medium jedoch
umgekehrt so wird die Adhdsion auf hydrophilen Oberflichen beglinstigt (Hannig und
Hannig 2009; Hauser-Gerspach et al. 2007; Teughels et al. 2006). Daraus lisst sich weiter
ableiten, dass die Hydrophobizititen von Bakterium und Oberfliche Einfluss auf die
spezifische bakterielle Adhdsion haben. Zeigen also beide dhnlich hydrophobe bzw.
hydrophile Eigenschaften, dann wird eine Adhision beguinstigt. Weichen die SFE von
Oberfliche und Bakterium ab (z.B. hydrophiles Bakterium und hydrophobe Oberfliche),
dann sind Adhisionsvorginge erschwert (An und Friedman 1998; Grivet et al. 2000).
Biirgers ez al. zeigten bei fungalen Biofilmen einen gréleren Einfluss der SFE auf die
Adhision im Verhiltnis zur Rauheit (Burgers et al. 2010a), wiederum gegenliufige
Ergebnisse lieferten Untersuchungen der Gruppe zur initialen bakteriellen Adhdsion auf

dentalen Implantaten mit verschiedenen Oberflichen (Biirgers et al. 2010c).
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2.3.2 Raubheit

Die bakterielle Adhasion auf intraoralen Oberflichen beginnt vor allem in Bereichen, welche
vor Scherkriften, zB. bedingt durch Mundhygienemal3nahmen oder physiologische
Selbstreinigung durch den Speichel, geschiitzt sind (Hannig 1999; Quirynen und Bollen
1995). Dies konnen makroskopische Oberflichenausprigungen wie Fissuren, Perikymatien
oder Zahnhartsubstanzdefekte sein oder auch Passungenauigkeiten an den Rindern dentaler
Restaurationen (Hannig 1999; Nyvad und Fejerskov 1987). Oberflichen weisen zusitzlich
feine Vertiefungen bzw. Riefen und Erhebungen bzw. Grate (Mikrorauheiten) auf, welche
die Rauheiten erzeugen (Sarikaya und Giler 2010; Trautwein et al. 2014). Die DIN 4760
(Deutsches Institut fiir Normung e.V.) beschreibt Gestaltabweichungen von Werkstoff-
oberflichen und teilt diese in sechs Ordnungen, wobei die erste Ordnung die
Formabweichung, die zweite Ordnung die Welligkeit und die Ordnungen 3 — 6 die Rauheit
definieren (Schuth und Buerakov 2017). Der Ubergang zwischen Welligkeit und Rauheit wird
tber die Grenzwellenlinge A festgelegt (Klein 2013). Im Bereich der dentalen Werkstoffe
wird hiufig der arithmetische Mittenrauwert R, mit der Einheit pm angegeben (Gadelmawla
et al. 2002; Quirynen und Bollen 1995). Der arithmetische Mittenrauwert R, stellt die
durchschnittliche Abweichung der Unebenheiten von einer konstruierten Mittellinie, welche
die Unebenheiten in zwei flichenmillig gleiche Bereiche unterteilt, dar und ist ein
zweidimensionaler Parameter, da er entlang einer Messstrecke ermittelt wird (An und

Friedman 1998; Schuth und Buerakov 2017) (siehe Abbildung 5).

1
1
Ro= ) 1%l ox
a

Abbildung 5:  Schematische Darstellung des Mittenrauwertes (R,), arithmetisches Mittel aller

Abweichungen (y;) von einer konstruierten Mittellinie (x) innerhalb einer

Messstrecke (1) (BGTB 2017)
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Die Messung der Rauheit einer Oberfliche kann durch verschiedene Methoden erfolgen,
wobei die 2D-Profilometrie in der Literatur als adiquate Methode hinreichend beschrieben
wird (Kocher et al. 2002). Bei diesem Verfahren wird die Oberfliche mit einer kegelférmigen
Diamanttastspitze abgetastet, die so erhaltenen mechanischen Signale werden mittels eines
Wandlers in elektrische Signale umgewandelt und diese dann von einem Computer
ausgewertet (Sander 1991; Tschernin 2003). Durch neuere Verfahren, wie z. B. die
computergestiitzte Konfokalmikroskopie oder Laser-Scanning-Mikroskopie, kann die
Oberfliche optisch erfasst und die Rauheit aus den Daten berechnet werden (siche auch

2.3.3) (Abu-Bakr et al. 2001; Park et al. 2015).

Die Rauheit von Werkstoffen beeinflusst die bakterielle Adhision und damit die
Biofilmbildung, wobei in der Literatur ein Schwellenwert fur Titan von R, = 0,2 pm
beschrieben wird, nur oberhalb dessen eine Biofilmbildung begtnstigt wird (Bollen et al.
1997; Teughels et al. 2006). Eine Reduktion der Rauheit durch Politur der Oberfliche auf
R.-Werte unter 0,2 pm fthrt entsprechend zu keiner weiteren Verringerung der bakteriellen
Adhision (Bollen et al. 1997). Beziglich anderer Materialien, wie Komposit oder
Provisorienkunststoffe, ist die Datenlage derzeit nicht eindeutig, einige Studien fanden keine
Korrelation zwischen der Rauheit und der Adhision von . mutans (Buergers et al. 2007;
Lassila et al. 2009; Meier et al. 2008), andere zeigten wiederum eine quantitativ erhohte
Anlagerung von Bakterien an raueren Oberflichen (Al-Marzok und Al-Azzawi 2009; Aykent
et al. 2010; Kantorski et al. 2008). FEine deutlichere Korrelation zwischen
Plaqueakkumulation und Rauheit gegeniiber der chemischen Zusammensetzung beschreiben

Tang ¢t al. (Tang et al. 2011).

Biirgers ez al. zeigten in vitro und in vivo, dass Biofilme auf sandgestrahlten, sduregeitzten und
dadurch raueren Titanoberflichen stirker akkumulieren als auf unbehandelten
Titanoberflichen, die freie Oberflichenenergie hatte dabei kaum Einfluss auf die
Bakterienanlagerung (Buirgers et al. 2010c). Eine weitere In-vivo-Studie konnte anhand von
Einheilabutments, deren Oberfliche in vier Partitionen unterteilt und diese jeweils
verschiedenen Oberflichenbehandlungen unterzogen wurden, ebenfalls eine vermehrte
Biofilmakkumulation auf raueren Arealen darstellen (Elter et al. 2008). Weitere Studien
untersuchten den Einfluss von Rauheit und freier Oberflichenenergie auf die bakterielle
Adhision, die Ergebnisse zeigten einen groBeren Einfluss der Rauheit auf die bakterielle

Adhision (Birgers et al. 2010b; Yuan et al. 2010).
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2.3.3 Oberflichenmorphologie

Wihrend die Rauheit die Auspriagung der Grate und Riefen einer Oberfliche widerspiegelt,
stellt  die Oberflichenmorphologie die Gesamtstruktur/-form der entsprechenden
Oberfliche dar und kann daher im Gegensatz zur Rauheit nicht im Tastschnittverfahren
entlang einer Strecke gemessen werden. Ein der 2D-Profilometrie dhnliches Verfahren zur
Darstellung der Oberflichenstruktur ist die Rasterkraftmikroskopie (AFM, atomic force
microscopy), bei der die Oberfliche mit einer sehr feinen Spitze (17p) abgerastert und so ein
3D-Bild der Oberfliche erzeugt wird, wobei die Kraft zwischen Oberfliche und Tip
gemessen wird und so eine Auflésung bis zu 0,1 nm erreicht werden kann (Eaton und West
2010). Die Rasterelektronenmikroskopie (REM/SEM scanning electron microscopy) stellt eine
weitere Moglichkeit zur Erfassung der Oberflichenmorphologie dar, dazu wird in einem
Hochvakuum mit einem Strahl stark beschleunigter Elektronen die Oberfliche schrittweise
,beschossen und aus der Detektion der Wechselwirkungen zwischen Oberfliche und
Elektronen ein Bild erzeugt (Ardenne 2013; Goldstein et al. 2012). Mit Hilfe der
computergestiitzten Konfokalmikroskopie ist ein weiteres Verfahren der 3D-Bildgebung
und Analyse von Oberflichen entwickelt worden, hierbei wird das Substrat
lichtmikroskopisch abgerastert und ein digitales Bild erzeugt (Leach 2011). Die
Weiterentwicklung dieser Technik durch Erginzung um eine rotierende Scheibe mit
mehreren Lochblenden und durch Kombination mit der Weitfeldmikroskopie konnten
mehrere Punkte der Oberfliche gleichzeitig detektiert und somit die Bilderstellung deutlich
beschleunigt werden (Leach 2011). Durch die computergestiitzte Analyse der mittels
Weitfeld-Konfokalmikroskop erstellten 3D-Bilder von Oberflichen kénnen Rauheits-
parameter direkt abgeleitet und so eine zusitzliche Messung der Rauheit durch

2D-Profilometrie umgangen werden (Lange et al. 1993) (sieche Abbildung 6).

Oberflichenmorphologische Gegebenheiten wie makroskopische Rillen oder Vertiefungen
stellen Pradilektionsstellen fiir die Ansammlung von planktonischen Mikroorganismen und

somit fiir die initiale Biofilmbildung dar (Lorenzetti et al. 2015; Perera-Costa et al. 2014).



2 Literaturiibersicht 19

Abbildung 6:  3-D-Ansicht einer sandgestrahlten (110 um, 2 bar) Kompositoberfliche
(110 x 110 um) mit entsprechendem Profilschnitt [um]

2.4 Methoden zur Quantifizierung von In-vitro-Biofilmen

Der quantitative Nachweis von oberflichenadhirenten Biofilmen kann tber direkte
bildgebende Verfahren z. B. mittels Elektronenmikroskopie oder Fluoreszenzmikroskopie
(James et al. 2017) oder auch indirekt durch den Nachweis von bakeriellen

Stoffwechselprodukten erfolgen (Wink 2011).

2.41 ATP-Biolumineszenz-Assay

Adenosintriphosphat (ATP) ist ein intrazellulirer Energietriger, welcher bei der Zellatmung
gebildet wird (Doenecke et al. 2005; Koolman und Réhm 2003). Enzymatischer Abbau
dieses Energietrigers zu Adenosindiphosphat (ADP) und  Phosphat (P) oder zu
Adenosinmonophosphat (AMP) und Pyrophosphat (PPa) setzt Energie frei (Doenecke et al.
2005; Koolman und Réhm 2003). Luciferasen, eine Gruppe bestimmter Enzyme, nutzen
diese Energie, um Luciferin und Sauerstoff (O) in Oxyluciferin und Kohlenstoffdioxid

(CO») unter Freisetzung von Licht umzuwandeln (Krimer und Prange 2016) (siche Abbildung
7).

Luciferase

ATP + Luciferin + 0, ——— AMP + PP, + Oxyluciferin + CO, + Licht

Abbildung 7:  Darstellung der chemischen Reaktion des ATP-Biolumineszenz-Assays
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Diese Reaktion macht sich das ATP-Biolumineszenz-Assay zunutze, indem das intrazellulire
ATP durch Zugabe von Luciferase und Luciferin umgewandelt wird und die Intensitit des
dabei freigesetzten Lichts, welche mit der Menge des vorhandenen ATPs korreliert, mit
einem Plattenreader gemessen wird (Roda 2011). Um das ATP der Reaktion bereitstellen zu
konnen mussen die zu untersuchenden Zellen/Bakterien zuvor lysiert werden, wodurch eine

stufenweise Untersuchung der Zellen/Baktetien nach verschiedenen Zeitabstinden nicht

moglich ist (Roda 2011; Stanley 1989).

2.4.2 Resazurin-Assay

Der Redox-Indikator Resazurin, auch Alamar biue genannt, kann durch stoffwechselaktive
Zellen/Bakterien umgesetzt werden, wobei das urspriinglich blaue, nicht-fluoreszierende
Resazurin in pinkfarbenes, fluoreszierendes Resorufin umgewandelt wird (Ahmed et al. 1994;
O’Brien et al. 2000). Resazurin ist zellpermeabel und kann in physiologischer Pufferlésung
suspendiert werden, wodurch eine Beobachtung der Proliferation von Zell-/Baktetien-
kulturen ermdglicht wird ohne diese fur einzelne Messungen lysieren zu missen (Nakayama
et al. 1997; Riss et al. 2016). Durch Anregung mit Licht einer Wellenlidnge von 560 nm kann
nach einer Inkubationszeit von ein bis vier Stunden die Fluoreszenz des Resorufins initiiert
werden, die Intensitit des dabei emittierten Lichts mit einer Wellenlinge von 590 nm kann
dann wiederum fluorometrisch gemessen werden (Biirgers et al. 2009b; Riss et al. 2016). Da
sich die Menge des von den Zellen/Bakterien produzierten Resorufin proportional zu der
Intensitat der Fluoreszenz verhilt, kann diese in Korrelation mit der Zell-/Bakterienzahl
gesetzt werden (Nakayama et al. 1997, O’Brien et al. 2000). Abgestorbene oder
stoffwechselinaktive Zellen koénnen keine Reduktion von Resazurin zu Resorufin
katalysieren, so dass diese nicht von einem Resazurin-Assay erfasst werden (Nakayama et al.

1997; Voytik-Harbin et al. 1998).

2.4.3 Tetrazolium-Assay

Diese Assays basieren auf der Reduktion von Tetrazolium-Salzen zu Formazan und einer
damit einhergehenden Farbanderung, welche spektrometrisch gemessen werden kann (Riss
et al. 2016). Entsprechend der Varietit an Tetrazolium-Salzen gibt es auch unterschiedliche
Assays, wobei diese in zwei Hauptgruppen differenziert werden kénnen, welche sich in der
Zellpermeabilitit der Tetrazolium-Salze unterscheiden (Marshall et al. 1995). Zellpermeables
Tetrazolium wird direkt innerhalb der Zelle zu ungeléstem Formazan reduziert, welches sich
dann in der Zelle ablagert. Um eine Messung des Formazans zu ermdglichen, muss dieses

durch Zugabe weiterer Reagenzien gelést werden, welche zytotoxisch wirken kénnen und
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dadurch diese Assays nur eine finale Messung der viablen Zellen zulassen (Hansen et al. 1989;
Riss et al. 2016). Neuere Assays verwenden Tetrazolium-Salze, die nicht zellpermeabel sind
und somit aber auch nicht in den Reaktionsbereich der intrazelluliren Reduktionsmittel, wie
z. B. Nicotinamidadenindinucleotid (NADH), gelangen (Ishiyama et al. 1993; Scudiero et al.
1988). Diese Problematik wird durch Zuhilfenahme von Elektronenakzeptoren,
beispielsweise Phenazinmethosulfat (PMS) oder Phenazinethosulfat (PES), geldst, da diese
in die Zellen eindringen und dort selbst reduziert werden kénnen und anschlieBend
aullerhalb der Zellen bei der Reduktion des Tetrazoliums zu Formazan als Elektronen-

donator dienen kénnen (Berridge et al. 2005; Riss et al. 2016; Scudiero et al. 1988).

Generell spiegeln die Tetrazolium-Assays den Metabolismus von Zellkulturen wieder, da die
fir die Reduktion des Tetrazoliums benétigten Elektronendonatoren Zwischenprodukte des
Zellstoffwechsels sind und somit die Intensitit des Farbumschlags mit der Quantitit
stoffwechselaktiver Zellen korreliert, inaktive oder tote Zellen werden dabei nicht erfasst
(Mosmann 1983; Riss et al. 2016). Die Messung der Farbintensitit erfolgt mit einem
Plattenreader und wird computergestiitzt ausgewertet, wobei die Ergebnisse in Abhingigkeit

zu Inkubationszeit, eingesetzter Reagenzienmenge, usw. variieren (Riss et al. 2016).
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3 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen minimaler Unterschiede in der
Kompositzusammensetzung, d. h. verschiedener Farbmischungen, auf die initiale bakterielle
Besiedlung zu untersuchen. Dazu wurden In-vitro-Versuche mit Probekérpern gleicher
Oberflichenkonditionierung von insgesamt 33 Kompositmaterialien von drei verschiedenen

Herstellern und den Bakterienspezies S. mutans und S. sanguinis durchgeftihrt.

Es sollte evaluiert werden, ob die unterschiedliche Farbgebung der Komposite, d. h. die
minimalen Unterschiede in der Mischung der Materialien, zu quantitativen Unterschieden in
der Anlagerung von Bakterien fithren kann. Des Weiteren wurden die Oberflichen der
Probekorper auf Rauheit, Morphologie und freie Oberflichenenergie untersucht, um ggf.

vorhandene Einflisse zu ermitteln und beurteilen zu konnen.
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4 Material und Methoden

41 Uberblick iiber den Versuchsaufbau
1. Herstellung der Probekorper aus Kompositen von drei Herstellern und insgesamt
33 verschiedenen Testmaterialien

2. Bearbeitung der Probekorperoberflichen (Politur)

»

Messung des Mittenrauwertes (R,) und der Oberflichenmophologie mittels
Weitfeld-Konfokalmikroskopie

Kontaktwinkelmessung zur Berechnung der freien Oberflichenenergie (SFE)
Inkubation der Probekorper mit kiinstlichem Speichel

Inkubation der Probekorper mit S. sanguinis oder S. mutans

ATP-Biolumineszenzmessung zur Quantifizierung der adhirenten Bakterien

®© N s ;s

Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse

4.2 Probekoérper

Fir die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden jeweils 53 Probekorper der 33
verschiedenen Kompositmaterialien hergestellt, insgesamt also 1749 Probekorper (siche

Tabelle 1).

Tabelle 1: Verwendete Materialien

Ceram.X Dentsply, Konstanz, A1, A2, A3, A35, A4, BW

universal DE

Venus Heraeus Kulzer, Hanau, | Al, A2, A3, A3,5, A4, B2, B3, C2, D3, BL,

Diamond DE OXDC

Grandio VOCO, Cuxhaven, DE | A1, A2, A3, A3,5, A4, B1, B2, B3, C2, C3,
D2, D3, OA2, OA3.5, Incisal, BL

(LOT-Nummern: siche Tabelle 7 im Anhang)
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Die Farben der Testmaterialien entsprechen bei den beiden Grundmaterialien Heraeus
Venus Diamond und VOCO Grandio der Vita Classical Farbskala (siehe Abbildung 3), mit
Ausnahme der Zusatzfarben VOCO Grandio OA2, OA3,5, Incisal und BL sowie Heraeus
Venus Diamond BL und OXDC. Dabei steht die Abkiirzung BL bei beiden Herstellern fur
Bleach Light, die Kiirzel OA2 und OA3,5 stehen fiir Opaque A2 bzw. A3,5. OXDC dient als
Abkurzung tir Opagne Extra Dark Chromatic. Die Farben Dentsply Ceram.X Universal A1 —
A4 dienen jeweils zum Ersatz mehrerer Farben der Vita Classical Farbskala, beispielsweise
dient Dentsply Ceram.X Universal A3 dem Ersatz von verloren gegangener
Zahnhartsubstanz der Farben A3, C2, D3 und D4. Dentsply Ceram.X Universal BW steht
als Kurzel fur Bleach White. Abbildung 8 zeigt Probekorper der 33 farblich verschiedenen

Testmaterialien.

8 A1l A2 A3 A3,5 A4 B1 B2 B3 c2 C3
o
=
D2 D3 OA2 OA3,5 Incisal BI
2]
o
2]
'_
Z
L
@) Al A2 A3 A3,5 A4 BW
(2}
=)
L
<
o
L
L A1l A2 A3 A3,5 A4 B2 B3 c2 D3 BL OXDC

Abbildung 8:  Probekérper der 33 Testmaterialien

4.2.1 Polymerisation der Probekorper

Die Verarbeitung der Komposite erfolgte streng nach Angaben der Hersteller VOCO
GmbH (Cuxhaven, Deutschland), Dentsply (Konstanz, Deutschland) und Heraeus Kulzer
(Hanau, Deutschland). Das lichthirtende Kompositmaterial wurde mit einem Zementspatel
(1058, Carl Martin GmbH, Solingen, Deutschland) in Formen aus Dubliersilikon (Z-Dupe
900-3620, Henry Schein Dental GmbH, Langen, Deutschland) mit einem Durchmesser von
6 mm und 1,7 mm Héhe (je Testmaterial 5 weitere a 10 x 1,2 mm, siche 4.2.2) eingebracht
und mit einer Polymerisationslampe (Bluephase Style, Ivoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein) mit 1200 mW/cm® und einem Spektrum von 385 — 515 nm Wellenlinge fiir

jeweils 1 Minute ausgehirtet (siche Abbildung 9). Nach dem Aushirten wurden die
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Probekorper aus der Form entnommen, noch einmal von allen Seiten fir 30 Sekunden
polymerisiert und dann trocken in Zentrifugenréhrchen (Sarstedt AG, Nimbrecht,

Deutschland) gelagert.

Abbildung 9:  Polymerisation der Probekérper, Dubliersilikonform mit eingebrachtem

Komposit und dem Lichtleiter der Polymerisationslampe

4.2.2 Bearbeitung der Probekorperoberflichen (Politur)

Zur Erzeugung einer konstanten Oberflichenqualitit wurden die Probekdrperoberflichen
maschinell mit einer Schleif- und Poliermaschine (DIGPREP 301, Metkon, Bursa, Ttrkei)
(siche Abbildung 10) geglittet. Dazu wurden je zwolf Probekorper auf entsprechenden
Haltern mit doppelseitig klebendem Montageband (Powerbond, tesa, Norderstedt,
Deutschland) befestigt und nach einem vierstufigen Verfahren unter Wasserkithlung und
gegenldufiger Drehrichtung von Schleitkopf und -scheibe bearbeitet. Eine konstante
Drehzahl von Schleifkopf (100 min") und Schleifscheibe (150 min") wurde bei allen
Arbeitsschritten  beibehalten. Der erste Bearbeitungsschritt erfolgte mit einer
Diamantscheibe (Metkon, Bursa, Tiirkei) bei einem Anpressdruck von 20 N/cm® und
180 Sekunden Schleifdauer. Nassschleifpapier der Kornung 400 und 1200 (Hermes
Schleifmittel GmbH, Hamburg, Deutschland) wurde fir die folgenden zwei
Bearbeitungsschritte unter gleichen Parametern verwendet. Final wurden die Probekérper
mit Nassschleifpapier der Kornung 4000 (Hermes Schleifmittel GmbH, Hamburg,
Deutschland) mit 10 N/cm® Anpressdruck 300 Sekunden hochglanzpoliert. Nach der

Bearbeitung wurden die Probekorper mit Reinstwasser (Reinstwasseranlage arium pro,
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Sartorius, Gottingen, Deutschland) gewaschen, an der Luft getrocknet und schlieB3lich bis

zur weiteren Verwendung in Zentrifugenrohrchen gelagert.

Es wurden zwei GroB3en von Probekorpern hergestellt, da fir die Messung der SFE, der
Rauheit und der Oberflichenmorphologie technisch bedingt Probekérper groBeren
Durchmessers benétigt werden, welche wiederum fiir die Verwendung in 48-Well-Platten
bei der eigentlichen Versuchsdurchfihrung ungeeignet sind. Die fertigen kleinen
Probekorper haben einen Durchmesser von 6 mm und eine Héhe von 1,5 mm, die grof3en

Probekorper sind 10 mm im Durchmesser und 1 mm hoch.

Abbildung 10:  Schleif- und Poliermaschine DIGIPREP 251 (Metkon)

4.3 Mittenrauwert (R.) und Oberflichenmorphologie

Die Oberflichenanalyse der Probekérper —erfolgte unter Zuhilfenahme eines
computergesteuerten  Weitfeld-Konfokalmikroskops — (Smartproof 5, Carl Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) (siche Abbildung 11). Fir die Erstellung der Bilder bzw. die
Steuerung des Mikroskops wurde das Programm Zeiss Efficient Navigation (ZEN, Carl
Zeiss, Oberkochen, Deutschland) eingesetzt, die Auswertung erfolgte dann mit dem
Programm Confomap (Catl Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Von jeweils 5 Probekdrpern
der 33 Testmaterialien wurde, beginnend mit einem Objektiv mit 2,5-facher VergréBerung,
ein Teilbereich der Oberfliche von 4 x 4 mm fokussiert. Durch schrittweise Anderung der

Objektive und jeweils weiterer Fokussierung bis zu einem Objektiv mit 20-facher
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VergroBlerung wurde der dargestellte Teilbereich auf 225 x 225 um bei deutlich gesteigerter
Detailaufnahme verkleinert. Da die Oberflichen der Probekorper produktionsbedingt nicht
komplett eben waren, wurde mit der Software ein sogenannter Z-Stapel festgelegt, ein
vertikaler Bereich von etwas unterhalb des tiefsten Punktes bis leicht oberhalb des héchsten
Punktes des dargestellten Teilbereichs der Oberfliche. Bei der digitalen Erfassung des
Oberflichenareals wurden dann automatisiert schichtweise Einzelaufnahmen von den
Ebenen des Z-Stapels hergestellt. Bedingt durch die Neigung der Oberfliche wurde pro
Aufnahme immer nur ein Teil der Ebene fokussiert dargestellt. Durch softwaregestiitzte
Berechnung wurde aus den Einzelaufnahmen dann vollautomatisch eine detailscharfe
Gesamtdarstellung der Oberflichenmorphologie erstellt. Die Anzahl der verschiedenen
Bildebenen ist dabei abhingig von der Neigung der Oberfliche und der geforderten
Bildqualitit. Durch kombinierte Weitfeld-Konfokalautnahmen wurden so dreidimensionale
Datensitze von Teilbereichen der Oberflichen erstellt, aus denen durch computergestiitzte

Berechnung der Mittenrauwert R, ermittelt wurde.

Abbildung 11:  Weitfeld-Konfokalmikroskop Smartproof 5 (Zeiss) mit Probekdrpern

4.4 Freie Oberflichenenergie (SFE)

Durch Kontaktwinkelmessung mittels drop shape analyzer (DSA25, Kruss, Hamburg,
Deutschland) (siche Abbildung 12) und computergestitzter Berechnung wurde die freie
Oberflichenenergie (SFE) ermittelt. Dazu wurden nacheinander je fiinf Probekorper der
einzelnen Versuchsgruppen mit 2-Propanol (Catl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
gereinigt und dann mit zwei verschiedenen Flissigkeiten, vollentsalztem Wasser und

Diiodmethan, automatisch benetzt. Die Messung und Auswertung der Kontaktwinkel, sowie
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die Berechnung der SFE erfolgte mit der Software ADVANCE (Kriss, Hamburg,
Deutschland). Fur die Messung wurde mit der Software ein standardisiertes Procedere
programmiert, bei dem zwei Sekunden nach Zugabe der Fliissigkeiten vom Computer zehn
Messwerte in einem Intervall von je einer Sekunde registriert, die Werte dann gemittelt und

aus den Mittelwerten schlief3lich die SFE berechnet wurde.

Abbildung 12:  Kontaktwinkelmessgerit DSA 25 (Kriss)

4.5 Vorbereitung der Versuchsmedien und -lésungen

4.5.1 Nihrmedium

Fir die Anzucht der Bakterienkulturen von S. mutans bzw. S. sanguinis wuarde als Nahrmedium
in den Versuchen der vorliegenden Arbeit den Empfehlungen der DSMZ (Leibniz-Institut
DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, Deutschland) folgend das #ripticase soy yeast extract medinm (DSMZ-Medium Nr.
92) verwendet. Fiir die Herstellung des Mediums wurden 30 g #rypticase soy broth (Tryptic Soy
Broth, BD, Le Pont de Claix, Frankreich) und 3 g yeast extract (Select Yeast Extract, Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) durch schrittweise Zugabe von einem Liter Reinstwasser
(Reinstwasseranlage arium pro, Sartorius, Gottingen, Deutschland) gelést. Durch Zugabe

von 25 %-iger Salzsiure (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) oder 20 %o-iger
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Natronlauge (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) wurde der pH-Wert auf 7,0 —
7,2 eingestellt. Das so hergestellte #ripticase soy yeast extract medinm (DSMZ-Medium Nr. 92)
wurde in Laborflaschen (Llabsolute, Th.Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland)
abgefillt, sterilisiert (Autoklav: Systec VX-95, SystecGmbH, Linden, Deutschland) und
schlieBlich bei 5 °C dunkel gelagert.

4.5.2 PBS — Phosphate-buftered saline

Zur Herstellung der Phosphatgepufferten Salzlosung (PBS, phosphate-buffered saline) wurden
8 g Natriumchlorid (NaCl) (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), 0,2 g Kaliumchlorid
(KCl) (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), 1,425 g Dinatriumhydrogenphosphat
(Na;HPO,) (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und 0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat
(KH:POy) (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) in einem Liter Reinstwasser
(Reinstwasseranlage arium pro, Sartorius, Goéttingen, Deutschland) gelost. Auch diese
Losung wurde dann in Laborflaschen abgefiillt und sterilisiert, jedoch erfolgte die Lagerung

bei Raumtemperatur.

4.5.3 Kiinstlicher Speichel

Der kinstliche Speichel wurde aus einem Liter PBS (siche 4.5.2), 850 mg Mucin (Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), 10 mg Lysozym (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA), 1 g alpha-Amylase (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) und 40 mg Albumin
(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) hergestellt. Die vier pulverférmigen Komponenten
wurden dazu langsam mit einem Magnetrithrer im PBS gel6st. Die Losung wurde
anschlieBend mit Sterilfiltern (0,22 um, GP Millipore Express, Millipore, Burlington,
Massachusetts, USA) unterstitzt durch eine Vakuumpumpe (P] 9080-023.3, Neuberger,
Freiburg, Deutschland) sterilfiltriert. Danach wurde der kinstliche Speichel unter sterilen

Bedingungen in 50-ml-Zentrifugenréhrchen abgefillt und bei -18° C gelagert.

4.5.4 Vialight plus kit

Das Vialight plus kit (Lonza Inc., Walkersville, Maryland, USA) beinhaltet drei
Komponenten. Cell-lysis-reagent dient der Lyse auszuwertender Zellen oder Keime und ist
bereits gebrauchsfertig in den Sets enthalten. ATP monitoring reagent plus (AMR+) erzeugt im
Versuch die Lumineszenzreaktion (siche Abbildung 7), es lag dem Assay-Kit gefriergetrocknet
bei und wurde mit einem ebenfalls beiliegenden Tris-Acetat-Puffer vor der Versuchs-

durchfihrung den Herstellerangaben entsprechend unter sterilen Bedingungen gelst und
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bis zur Verwendung im Versuch in Zentrifugenréhchen a 10 ml bei -18 °C (maximal zwei

Monate laut Hersteller) gelagert.

4.6 Versuchsvorbereitung

Alle Arbeitsschritte der Versuchsvorbereitung und -durchfihrung wurden unter einer
Sicherheitswerkbank (HERASAFE KS 12, Heraeus, Hanau) durchgefiihrt.

4.6.1 Wochenkulturen der Bakterien

In der vorliegenden Arbeit dienten Bakterien in Kryokulturen der DSMZ als Grundlage fiir
Wochenkulturen von Streptococcus  sanguinis (DSMZ-Nr. 20068) und  Streptococcus mutans
(DSMZ-Nr. 20523). Die Lagerung der Kryokulturen findet bei -80 °C statt, zur Anzucht der
Wochenkulturen wurden einzelne Kryokulturen aufgetaut, von denen dann 10 pl in 10 ml
Nihrmedium resuspendiert wurden. Durch Inkubation von 16 Stunden in einem
Tischotbitalschiittler (MaxQ 4000, Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) bei 37 °C und
100 min™ wurden bestmégliche Bedingungen geschaffen um eine Vermehrung der Bakterien
zu beglinstigen. Diese zeigt sich durch zunehmende Tribung des Nahrmediums. Mittels
Messung der optischen Dichte (OD) (siche 4.7.2) wurde dieses verifiziert. Bis zur weiteren

Verwendung wurden die Wochenkulturen dann bei 5 °C gelagert.

4.6.2 Versuchskulturen

Einen Tag vor Beginn der Versuche wurde aus den bestehenden Wochenkulturen von
S. sanguinis bzw. S. mutans (je nach Versuch) eine neue Kultur angesetzt. Dazu wurden die
Bakterienkulturen entsprechend einer Verdinnung von 1:1000 in einem Erlenmeyerkolben
(Schott AG, Mainz, Deutschland) in Nihrmedium resuspendiert und anschlieBend fiir
16 Stunden bei 37 °C und 100 min™ inkubiert.

4.6.3 Vorbereitung der 48-Well-Platten

Ebenfalls einen Tag vor der Versuchsdurchfihrung wurden zwei 48-Well-Platten (Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) mit Probekorpern beschickt. Die Probekdrper wurden zuvor in
70 %-igem Ethanol (Chemsolute, Th.Geyer, GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland)
in Becherglisern (Labsolute, Th.Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland) finf
Minuten desinfiziert, dabei wurden die Gldser mehrfach geschwenkt. Das Ethanol wurde

danach abgeschiittet und die Probekérper in fiinf Zyklen mit sterilem Reinstwasser gereinigt.
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Nach Trocknung der Probekérper wurde Dubliersilikon (Z-Dupe 900-3622, Henry Schein
Dental GmbH, Langen, Deutschland) in einem Verhaltnis 1:1 (Basis : Katalysator) in einer
Petrischale manuell angerthrt und mittels einer 10-ul-Impfschlinge  (Sarstedt AG,
Numbrecht, Deutschland) in 48-Well-Zellkulturplatten eingebracht, wobei auf eine
vollstindige Benetzung der Well-Béden geachtet wurde. Vor Aushirtung des Silikons

erfolgte das Einbringen der Probekorper in die 48-Well-Platten mit einer Pinzette. Dabei

entsprach die Anordnung der Probekérper dem in Abbildung 13 dargestellten Schema.

PKA PKA PK A PK A PK A PK A PKA PKA
PK B PKB PK B PK B PK B PK B PKB PKB
PKC PKC PKC PKC PKC PKC PKC PKC
PKD PK D PKD PKD PKD PKD PKD PKD
PKE PKE PKE PKE PKE PKE PKE PKE

Abbildung 13:  Schematische Darstellung der Probekdrperanordnung in den 48-Well-Platten,
PK = Probekérper; A, B, C, D, E = Materialgruppen; G = Glas; C = Kontrolle

Pro Material und Durchgang wurden acht Probekorper in die 48-Well-Platte eingebracht,
wobei je ein Probekorper als Nullprobe, also ohne Inkubation mit Bakterien im Versuch
mitlief (siche 4.7.3). Jedes Material wurde in drei Durchgingen pro Bakterienart getestet,
wobei in jedem Durchgang neue Probekérper und frische Bakterienkulturen verwendet
wurden. Pro Bakterienart und/oder 48-Well-Platte wurde eine Reihe Glasprobekorper

eingeklebt, bei denen ebenfalls ein Probekorper als Nullprobe diente.

Nach dem vollstindigen Aushirten des Dubliersilikons (Z-Dupe 900-3622, Henry Schein
Dental GmbH, Langen, Deutschland) wurden die Wells bis zur vollstindigen Bedeckung mit
sterilem Reinstwasser beschickt und abgedeckt bei 5 °C bis zum Versuchsbeginn am

nichsten Tag gelagert.

Zusitzlich wurde eine dem jeweiligen Versuch entsprechend benétigte Menge sterilen

kiinstlichen Speichels tiber Nacht bei 5 °C langsam aufgetaut.
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4.7 Versuchsdurchfithrung

4.7.1 Inkubation mit kiinstlichem Speichel

Zu Beginn des Versuchstages wurde das sterile Reinstwasser aus den Wells der beiden am
Vortag vorbereiteten 48-Well-Platten mit einem Flissigkeit-Absaugsystem (BVC
professional, Vacuubrand, Wertheim, Deutschland) abgesaugt. Nachfolgend wurden die
Wells mit je 1 ml kiinstlichem Speichel beschickt und eine einstiindige Inkubation (MaxQ

4000, fisher scientific, Schwerte, Deutschland) bei 37 °C und 55 min™' gestartet.

4.7.2 Priparation der Bakterienkultur

Nach Ablauf der 16-stiindigen Inkubation wurde die Bakterienkultur in zwel
50-ml-Zentrifugenrohrchen aufgeteilt, 400 pl der Kultur wurden in eine Halb-Mikro-Kiivette
(Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland) und weitere 1,2 ml in ein 15-ml-Zentrifugen-
r6hrchen (Sarstedt AG, Niumbrecht, Deutschland) tberfithrt. Anhand der 400 pl in der
Halb-Mikro-Kiivette wurde die Extinktion der Bakterienkultur durch Messung der optischen
Dichte (A 600 nm) mit einem Photometer (BioPhotometer, eppendorf AG, Hamburg
Deutschland) bestimmt. Dazu wurde das Photometer zunichst mit sterilem Nahrmedium
tariert, wodurch der folgende Messwert der Bakterienkultur rein bakteriell bedingt war. Die
weiteren 1,2 ml Bakterienkultur dienten zur Kontrolle der Kulturen durch Messung des pH-
Werts mittels pH-Meter (inollab pH7110, Xylem Analytics Germany Sales GmbH & Co.
KG, WTW, Weilheim in OB, Deutschland).

Die Bakterienkultur in den Zentrifugenréhrchen wurde bei 3200 min™ fiir fiinf Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert (Megafuge 8R, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA). Das Bakterien-Pellet am Boden des Rohrchens wurde weiterverwendet und der
Uberstand wurde verworfen. AnschlieBend wurden die Bakterien in PBS durch mehrfaches
Aufziehen und Ausstolen mit einer 10-ml-Pipette (Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland)
und einem Pipettierhelfer (accu-jet pro, Brand GmbH & CO KG, Wertheim, Deutschland)
resuspendiert bis visuell keine Bakterienagglomerate mehr erkennbar waren. Es folgte eine
erneute Zentrifugation bei gleichen Parametern mit anschlieBendem Verwerfen des
Uberstandes. Die Schritte des Resuspendierens, Zentrifugierens und Verwerfens des
Uberstandes wurden nochmals wiederholt, um die Bakterien von moglichen letzten Resten
des Nahrmediums zu trennen. Nach erneutem Resuspendieren der Bakterien in PBS wurde
die gesamte Bakterienkultur in ein Becherglas auf einem Magnetrihrer (Big Squid, IKA-
Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland) uberfihrt, wodurch eine homogene,
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gleichbleibende Verteilung der Bakterien im PBS gewihrleistet wurde. Von dieser
Bakteriensuspension wurden 400 ul in eine Halb-Mikro-Kiivette tiberfithrt, um eine erneute
Messung der OD (A 600 nm) mit dem nun zuvor auf PBS tariertem Photometer
durchzufthren. Durch schrittweise Zugabe von PBS und wiederholten Messungen der OD

wurde die Bakterienkultur auf eine OD von 0,3 eingestellt.

4.7.3 Inkubation mit Bakterien

Nach einstiindiger Inkubation wurde der kinstliche Speichel aus den Wells der zwei 48-Well-
Platten entfernt. AnschlieBend wurden in jedes Well der Spalten 1 — 7 1 ml der
Bakterienkultur zugegeben, die Wells der Spalte 8 (siche Abbildung 14) wurden mit sterilem
PBS beschickt und dienten als Nullprobe (b/ank) ohne bakterielle Inkubation. Die beiden 48-
Well-Platten wurden anschlieBend in den Tischorbitalschiittler tberfihrt und eine

Inkubation bei 37 °C und 55 min™ fiir zwei Stunden gestartet.

Abbildung 14:  48-Well-Platte mit eingebrachten Probekérpern

4.7.4 ATP-Biolumineszenz-Assay

Eine Stunde vor Ablauf der Inkubationszeit wurden 10 ml ATP monitoring reagent plus aus der

Lagerung bei -18 °C genommen und langsam bei Raumtemperatur aufgetaut.

Nach zweistiindiger Inkubation wurden die Kulturiiberstinde, bzw. das PBS bei den
Nullproben, am Rand der Wells abgesaugt, je Well 1 ml steriles PBS zugegeben und erneut
abgesaugt. Dieser Vorgang wurde ein zweites Mal wiederholt. Dadurch wurden nicht

adharente Bakterien aus den Wells entfernt.
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AnschlieBend wurden in jedes Well 150 ul Cell-lysis-reagent (Vialight Plus Assay Kit, Lonza
Inc., Walkersville, Maryland, USA) pipettiert. Es folgte eine Inkubation zur Zelllysierung von
zehn Minuten bei Raumtemperatur. Von dem Bakterienlysat wurden dann jeweils 100 pl dem
Pipettierschema entsprechend (siehe Abbildung 15) in eine opake 96-Well-Platte (Greiner
Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) tiberfiihrt, um so bei der spiteren Messung der
Lumineszenz Messfehler durch Lichtstreuung zu vermeiden. Das ATP monitoring reagent plus
wurde mittels einer 12-fach-Pipette (ErgoOne Multi-Channel Pipette, Starlab GmbH,
Hamburg, Deutschland) zeitgleich in alle Wells einer jeden Reihe gegeben und weitere fiinf

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

AbschlieBend erfolgte die automatische Messung der Lumineszenz im Plattenreader
(Fluostar Omega, BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Deutschland) mit der
entsprechenden Software (Omega, BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Deutschland).
Dazu wurde im Programm die Anordnung der 96-Well-Platte mit den entsprechenden
Materialproben hinterlegt. Danach wurde das Testverfahren fur Lumineszenz (gain: 3600)
ausgewihlt, die Messung erfolgte vollautomatisch. Die Auswertung der Messung wurde mit
dem Programm MARS Data Analysis Software (BMG LABTECH GmbH, Ortenberg,

Deutschland) durchgefihrt, die Messergebnisse wurden in rlu (relative light unit) angegeben.
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48-Well-Platte |
1 2 3 4 5 6 7 8
A C G+B G+B G+B G+B G+B G+B Go.B
B PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PKo.B
C PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PKo.B
D PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PKo.B
E PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PKo.B
F PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PK+B PKo.B
48-Well-Platte Il
1 2 3 4 5 6 7 8

96-Well-Platte
1 2 3 4 5 6 7 8 9 11
A I A8 | B8 1C8 I D8 I E8 | F8
B | A7 I B7 I1C7 I D7 I E7 I F7
C | A6 | B6 1 C6 I D6 | E6 | F6
D I A5 I B5 I C5 I D5 I E5 I F5
E | A4 | B4 I C4 | D4 | E4 | F4
F A3 B3 I1C3 D3 I E3 I F3
G 1 A2 1 B2 I1C2 1 D2 I E2 I F2
H Al 1B1 IC1 I D1 I E1 I F1
Abbildung 15:  Schema zur Darstellung der Uberfiihrung des Zelllysats in die 96-Well-Platte

48-Well-Platten: PK = Probekérper; G = Glas; B = Bakterien; C = Kontrolle

96-Well-Platte: Rémische Zahl + Hintergrundfarbe = Angabe der 48-Well-Platte

Zahl und Buchstabe = Angabe des Wells der 48-Well-Platte
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4.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse erfolgte mit der Statistik-Software
R, Version 3.4.0 (The R Foundation for Statistical Computing (www.r-projekt.org), Wien,
Osterreich), dabei wurde das Signifikanzniveau bei allen durchgefiihrten statistischen Tests

auf o = 5% festgelegt.

Von den gemessenen Werten der ATP-Biolumineszenz-Assays wurde der gemessene Wert
der Nullprobe (blank) des entsprechenden Materials (sieche 4.7.3) subtrahiert, wodurch der
Wert auf die rein bakteriell bedingte Lumineszenz reduziert wurde. Aus den so korrigierten
sechs Werten der Proben von den Glasprobekérpern wurde ein Mittelwert gebildet. Dieser
diente dem Gleichsetzen der 48-Well-Platten, um so die Vergleichbarkeit aller Versuche
untereinander zu optimieren. Dazu wurden alle der zuvor bereits durch Nullproben
korrigierten Werte der Probekorper der Versuchsmaterialien durch den Mittelwert der
Glasprobekorper der jeweiligen 48-Well-Platte dividiert. Diese Endwerte wurden schlieflich

der statistischen Analyse zugefiihrt.

Die Endwerte der ATP-Biolumineszenz-Assays wurden einer BoxCox-Transformation zur
Varianzstabilisierung unterzogen, das Verhaltnis der Messwerte zueinander wurde dadurch
nicht beeinflusst. Die nun mégliche Varianzanalyse (ANOVA, analysis of variance) wurde im
Anschluss durchgefithrt. Hierbei wurden Material, Bakterium und Farbe als unabhingige
Variablen angenommen und es zeigten sich signifikante Unterschiede. Die notwendigen
Post-hoc-Analysen erfolgten durch den Vergleich der Kleinste-Quadrate-Mittelwerte,
wodurch ermittelt wurde zwischen welchen Materialien sich die signifikanten Unterschiede

zeigten.

Mit den arithmetischen Mittenrauwerten sowie den Ergebnissen der Kontaktwinkelmessung
wurden ebenfalls ANOVA durchgefithrt. Darauf erfolgten paarweise Vergleiche aller 33

Gruppen mit dem Tukey-post-hoc-Test zur Lokalisation der signifikanten Unterschiede.

Als  Zusammenhangsmal3 fir Rauheit bzw. freie Oberflichenenergie und die
Lumineszenzwerte wurde der Rangkorrelationskoeffizient Kendall’s tau sowie der
dazugehorige p-Wert ermittelt. Da multiple Tests vorgenommen wurden, wurden die

p-Werte mit der Bonferroni-Holm-Methode adjustiert.
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5  Ergebnisse

5.1 Erliduterung zu den Darstellungen

Die ermittelten Werte der vorliegenden Arbeit sind teilweise in whisker-box-plots dargestellt
(siehe Abbildung 16). Ein Rechteck, die sogenannte box, beinhaltet dabei die mittleren 50 %
der Werte und wird durch das untere Quartil (Q1) und das obere Quartil (Q3) begrenzt.
Werte ober- und unterhalb der box werden durch whisker, Linien die den Bereich der box
verlingern, angezeigt, diese sind hier jedoch auf die anderthalbfache Linge der Box begrenzt.
Liegen weitere Werte noch auBerhalb dieses Bereichs werden sie als Punkt angezeigt und
stellen ,,Ausreiler” dar. Sind solche ,,Ausreiller* nicht vorhanden, zeigen die Enden der
whisker die Maximal- bzw. Minimalwerte an. Der Medianwert wird jeweils als Strich

dargestellt, der die Box unterteilt.

,2Ausreiler* > B
Whisker ->
Quartil Q3
Median — Box
Quartil Q1

Abbildung 16:  Aufbau der whisker-box-plots
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5.2 Rauheit

Die ermittelten arithmetischen Mittenrauwerte R, der 33 Testmaterialien sind in Abbildung

17 dargestellt.
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Abbildung 17: Mittenrauwerte (R,) [um] der 33 getesteten Kompositmaterialien (Maximum,
Q3, Median, Q1, Minimum)
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Es zeigten sich bei allen Testmaterialien mediane Mittenrauwerte von R, < 0,2 pm, einzig
das Material VOCO Grandio A2 lag mit einem Medianwert von 0,47 um dariiber.

Die Varianzanalyse (ANOVA) der Mittenrauwerte ergab mit p < 0,001 signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Materialien. Eine Post-hoc-Analyse mit 528
paarweisen Vergleichen zeigte in 60 Fillen signifikante Unterschiede, wobei in all diesen
Vergleichen mit signifikanten Unterschieden eines von den drei Materialien VOCO Grandio

A1, A2 oder B2 involviert wat.

Anhand des Materials Dentsply Ceram.X in der Farbe A3 sind in Abbildung 18 beispielhaft
zwei Messbereiche von Probekorperoberflichen mit einer Kantenlinge von 105 um mit den
entsprechenden Profilschnitten dargestellt. Dabei zeigt die linke Darstellung eine glatte
Oberfliche, welche nach dem Standardprotokoll (siche 4.2.2) bearbeitet wurde. Die rechte
Darstellung ist von einer sandgestrahlten Oberfliche (ALOs, 110 um, 2 bar) und dient als
Vergleich.
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Abbildung 18:  Aufnahme einer Standardprobekdrperoberfliche (links) und einer sandgestrahlten
Probekérperoberfliche (Al203, 110 um, 2 bar, rechts) mittels Weitfeld-

Konfokalmikroskop, entsprechende Profilschnitte mit verschiedenen Skalierungen

(+1 — -1 um, oben und +25 — -25 pm, unten), Rauheitsparameter der Profilschnitte
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5.3 Morphologie

Die Abbildung 19, Abbildung 20 und Abbildung 21 zeigen beispielhaft Teilbereiche der
Oberflichenanalysen der Probekérper von den drei verschiedenen Materialien (Herstellern)
in zwei Farbkodierungen (Al und A4). Nach dem standardisierten Polierprotokoll waren
keine Vertiefungen, Kratzer, Rillen oder andere Oberflichenmodifikationen zu erkennen,
die gesamten Oberflichen waren durchgehend, gleichmiBlig und zwischen den

verschiedenen Testmaterialien vergleichbar glatt.

Dentsply Al

Abbildung 19:  3D-Darstellungen von Teilbereichen (105 x 105 pm) der Probekérperoberflichen
mit graphischen Darstellungen des Rauheitsprofils von Dentsply Ceram.X Universal
A1 (links) und Dentsply Ceram.X Universal A4 (rechts)
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Heraeus A1 . Heracus A4

mm

Abbildung 20:  3D-Darstellungen von Teilbereichen (105 x 105 pm) der Probekorperoberflichen
mit graphischen Darstellungen des Rauheitsprofils von Heraeus Venus Diamond

A1 (links) und Heraeus Venus Diamond A4 (rechts)

VOCO Al VOCO A4

&

Abbildung 21:  3D-Darstellungen von Teilbereichen (105 x 105 pm) der Probekérperoberflichen

mit graphischen Darstellungen des Rauheitsprofils von VOCO Grandio Al (links)
und VOCO Grandio A4 (rechts)
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5.4 Freie Oberflichenenergie (SFE)

Die gemessenen Werte der freien Oberflichenenergie sind in Abbildung 22 dargestellt.

Material

70
0

=)
=4 B

[w/Nw] 745 aBrauapEEaqQ 201y

404

Abbildung 22:  Freie Oberflichenenergie [mN/m] der 33 Testmaterialien (Maximum,
Q3, Median, Q1, Minimum)

43
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Die Medianwerte der SFE von 31 der 33 Testmatetialien lagen zwischen 56,79 mN/m
(VOCO Grandio A3,5) und 64,81 mN/m (Heraeus Venus Diamond B2), niedrigere Werte
zeigten VOCO Grandio A1 mit 52,03 mN/m und VOCO Grandio A2 mit 45,83 mN/m.

Die Varianzanalyse (ANOVA) der Werte der freien Oberflichenenergie ergab mit p < 0,001
signifikante Unterschiede zwischen den Materialien. Eine Post-hoc-Analyse mit 528
paarweisen Vergleichen ergab in 60 Fillen signifikante Unterschiede, wobei in allen
Vergleichen mit signifikanten Unterschieden eines der zwei Materialien VOCO Grandio Al

oder A2 involviert wat.

5.5 Bakterielle Adhision

Die Messung der Lumineszenz (d. h. der Quantitit der adharenten Keime) bei den ATP-
Biolumineszenz-Assays ergab die in den Abbildungen 23 und 24 dargestellten Werte (siche
auch Tabelle 8 im Anhang).

Bei Versuchen mit S. mutans lagen die Werte zwischen dem Minimum von 0,1 rlu bei VOCO
Grandio A4 und dem Maximum von 4,36 tlu bei Heraeus Venus Diamond A3.5. Die
Medianwerte der 33 Testmaterialien reichten dabei von 0,5 rlu bei VOCO Grandio BL bis
1,12 tlu bet VOCO Grandio OA2. Bei Versuchen mit S. sanguinis ergab sich ein Minimum
von 0 rlu bei Dentsply Ceram.X Universal A4 und ein Maximum von 4,9 bei Heraeus Venus
Diamond A2. Der Minimalwert O rlu ergab sich in zwei von 21 Proben des o. g. Materials
aus einem hoéheren Lumineszenzwert der Nullprobe gegentiber den Werten bei den zwei
Probekorpern, sodass durch die Nullprobenkorrektur in diesen beiden Fallen ein negativer

Wert entstand. Die Medianwerte der Versuche mit S. sanguinis lagen zwischen 0,41 rlu bei

VOCO Grandio A4 und 2,09 rlu bei Heraeus Venus Diamond A2.

Die Varianzanalyse (ANOVA) der BoxCox-transformierten Endwerte ergab eine
Heterogenitit der Varianzen in Bezug auf das Grundmaterial (Hersteller) mit p = 0,0099 und
beziiglich der Farbe und Bakterienart je mit p < 0,001, d. h. bereits innerhalb jeder dieser
drei Variablen gab es signifikante Unterschiede der Bakterienanlagerung zwischen den
Testmaterialien. Es zeigten sich Interaktionseffekte zwischen Grundmaterial (entsprechend
den Herstellern) und Farbe, sowie zwischen Farbe und Bakterienart je mit p < 0,001. Bei der
Kombination zwischen Grundmaterial (Hersteller) und Bakterium lag dieser Effekt an der
Grenze zur Signifikanz p = 0,0508. Des Weiteren konnte ein dreifacher Interaktionseffekt

von Grundmaterial (Hersteller), Farbe und Bakterium belegt werden, p < 0,001.
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Abbildung 23:  Endwerte der Lumineszenzmessung der 33 Testmaterialien [rlu]
(Maximum, Q3, Median, Q1, Minimum)
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Abbildung 24:  Endwerte der Lumineszenzmessung der 33 Testmaterialien [tlu] nach

Bakterienspezies gruppiert (Maximum, Q3, Median, Q1, Minimum)
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Die Abbildungen 25, 26 und 27 zeigen jeweils die Endwerte der Versuche mit . #utans und
S. sanguinis in  whisker-box-plots der verschiedenen Grundmaterialien (Hersteller). Die
Diagramme sind dabei in Anlehnung an die Originalfarben der entsprechenden

Kompositmaterialien dargestellt, um die Farbunterschiede der Testmaterialien visuell

darzustellen.

S. mutans - Dentsply Ceram.X Universal

[$3)

Endwert Probekérper [rlu]
(3]

| - :
N i

Al A3 A35 A4 BW

Farbe

S. sanguinis - Dentsply Ceram.X Universal

Endwert Probekorper [rlu)

‘ |
|

B —
T

Al A2 A3 A35 Ad BW

Farbe

Abbildung 25:  Endwerte der Versuche mit Dentsply Ceram.X Universal und S. mutans (oben) bzw.
8. sanguinis (unten) [tlu], Maximum, Q3, Median, Q1, Minimum)

Bei dem Grundmaterial Dentsply Ceram.X Universal ergaben sich signifikant erhohte
Anlagerungswerte von . mutans auf den Farben A4 und BW im Vergleich zu den
Testmaterialien anderer Farbgebung des gleichen Herstellers. In Versuchen mit S. sanguinis
stellte sich ein umgekehrtes Verhiltnis dar, hier lagen die Medianwerte der beiden o. g.
Testmaterialien signifikant unterhalb der Werte der Materialien A1 und A3 des Herstellers
(siche auch Tabelle 2).
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S. mutans - Heraeus Venus Diamond
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Abbildung 26:  Endwerte der Versuche mit Heraeus Venus Diamond und S. wutans (oben) bzw.
8. sanguinis (unten) [tlu], Maximum, Q3, Median, Q1, Minimum)

Nach Inkubation des Grundmaterials Heraeus Venus Diamond mit S. mutans zeigten sich die
héchsten medianen Anlagerungswerte auf den Farben Al und B2, nach Inkubation mit
S. sanguinis waren die hoéchsten Medianwerte bei den Farben A2 und B3 zu finden.
Signifikante Unterschiede der Bakterienanlagerung zwischen den Testmaterialien zeigten
sich nur bei Versuchen mit S. sanguinis (siehe auch Tabelle 3). Das besonders intensiv gefarbte
Material OXDC — bzw. die Bakterienanlagerung darauf — zeigte keine deutlich héheren oder

niedrigeren Werte gegeniiber den anderen Materialien des Herstellers.
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Abbildung 27: Endwerte der Versuche mit VOCO Grandio und S. zutans (oben) bzw.
S. sanguinis (unten) [tlu], Maximum, Q3, Median, Q1, Minimum)

Die tendenziell grofite Menge adhirenter Keime von S. mutans auf dem Material VOCO
Grandio war auf der Farbe OA2 zu finden, die tendenziell niedrigste Keimzahl fand sich auf
der Farbe BL, jedoch waren keine signifikanten Unterschiede vorhanden. Versuche mit
S. sanguinis ergaben fir die Farben BL, D2, D3 und OA2 die quantitativ hochste, fir die

Farben A4 und C3 die geringste Bakterienanlagerung bei diesem Hersteller, wobei sich
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signifikante Unterschiede zwischen den Testmaterialien beztiglich der initialen bakteriellen

Adhision zeigten (sieche auch Tabelle 4).

Generell war keine eindeutige Tendenz der beiden Bakterienspezies zur vermehrten
Anlagerung an einer bestimmten Farbe oder Farbgruppe zu erkennen, ein Zusammenhang
der Adhision von Keimen mit einer Verinderung der Intensitit der Farbgebung konnte

ebenfalls nicht beobachtet werden.

Da die Varianzanalyse (ANOVA) — wie oben bereits beschrieben — signifikante Unterschiede
zwischen den Grundmaterialien (Hersteller) als auch zwischen den Bakterienspezies zeigte,
wurden die paarweisen Vergleiche der Farben in den Post-hoc-Analysen nur innerhalb der
jeweiligen Grundmaterialien und Bakterienspezies durchgefithrt. Die Tabellen 2, 3 und 4
zeigen, nach Herstellern aufgeteilt, die insgesamt 55 aller 380 paarweisen Vergleiche der
Bakterienanlagerung auf Kompositmaterialien unterschiedlicher Farbgebung —mit

signifikanten Unterschieden.

Tabelle 2:  Signifikante Unterschiede der Anlagerung von S. mutans und S. sanguinis auf Dentsply
Ceram.X Universal mit entsprechenden p-Werten, die Hintergrundfarbe zeigt das

Material mit signifikant mehr Bakterienanlagerung

Dentsply Ceram.X Universal

‘ S. s;miuim's ‘ S. mutans i

Al 0,002 < 0,001 < 0,001 0,0107
< 0,001 0,0056

A3 0,0172 0,0032 0,0023 0,0377
A3,5 < 0,001 < 0,001

Bei Dentsply Ceram.X Universal zeigten sich signifikante Unterschiede der initialen
Anlagerung beider Bakterienspezies. Streprococeus sanguinis akkumulierte signifikant stirker auf
den Farben Al und A3 gegentber A4 und BW. Streptococcus mutans hingegen lagerte sich im
Vergleich zu allen anderen Testmaterialien des Herstellers signifikant vermehrt auf den

Farben A4 und BW an.
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Tabelle 3:

Signifikante Unterschiede der Anlagerung von . sanguinis auf Heraeus Venus Diamond

mit entsprechenden p-Werten, die Hintergrundfarbe zeigt das Material mit signifikant

mehr Bakterienanlagerung

Heraeus Venus Diamond

S. sanguinis

A4 < 0,001 0,0178

c2 0,0153

D3 < 0,001 0,0301 0,0064

BL < 0,001 0,0289 0,0061
OXDC < 0,001 0,0157 0,003

Bei Heraeus Venus Diamond zeigten sich signifikante Unterschiede der initialen Anlagerung
nur bei Versuchen mit . sanguinis. Eine signifikant erhéhte Bakterienakkumulation zeigte
sich auf dem Material der Farbe A2 gegeniiber den Farben A4, C2, D3, BL und OXDC. Bei
den Farben A3 und B3 waren die Werte im Vergleich zu den Farben D3, BL. und OXDC
signifikant hoher, B3 zeigte zusitzlich gegentiber der Farbe A4 signifikant hohere

Anlagerungswerte.

Tabelle 4:  Signifikante Unterschiede der Anlagerung von S. sanguinis auf VOCO Grandio mit
entsprechenden p-Werten, die Hintergrundfarbe zeigt das Material mit signifikant mehr
Bakterienanlagerung

VOCO Grandio
S. sanguinis \

Al 0,0279 | <0,001

A2 0,012

A3 0,0047
A3,5 0,0225 0,0416

A4 <0,001| <0,000] <0,001 < 0,001 0,0026
B1 < 0,001 0,0233 0,0074 0,02

B2 0,0376 0,025

B3 < 0,001 0,004 | 0,0011 0,0034

C2 <0,001| <0,0001] <0,001 < 0,001 0,0391
C3 <0,001| <0,000] <0,001 0,0026| < 0,001 ] <0,001
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Bei VOCO Grandio zeigten sich signifikante Unterschiede der initialen Anlagerung nur bei
Versuchen mit . sanguinis. Dabei zeigten die Farben A1, A2, A3,5 und B2 signifikant hohere
Anlagerungswerte gegentiber C3, fur A1 traf dies auch gegeniiber A4 zu. Die Werte der Farbe
D2 waren signifikant hoher im Vergleich zu den Werten der Farben A3, A3,5, A4 B1, B2,
B3, C2 und C3. Die Farben D3, BL und OA2 zeigten signifikant mehr Bakterienanlagerung
als die Testmaterialien der Farben A4, B1, B3, C2 und C3. Des Weiteren ergaben sich
signifikant hohere Anlagerungswerte der Farbe OA3,5 gegeniiber A4, C2, und C3. Die
oberflichliche Akkumulation von S. sanguinis auf VOCO Grandio Incisal war signifikant

erhoht gegeniiber dem Material der Farbgebung C3.

Der Vergleich der Farben B3 und D3 zeigte als einziger Vergleich Signifikanz bei zwei
Grundmaterialien (Hersteller), VOCO Grandio und Heraeus Venus Diamond, unter
Verwendung von S. sanguinis. Dabei war jedoch eine gegenliufige Tendenz beziiglich der
Bakterienanlagerung zu beobachten, d. h. bei Heraeus Venus Diamond der Farbe B3 war die
oberflichliche Akkumulation von . sanguinis gegentiber dem Testmaterial der Farbe D3
signifikant erhoht, wihrend bei VOCO Grandio die Farbe D3 signifikant hohere
Anlagerungswerte gegeniiber B3 aufwies. Der Vergleich der Anlagerungswerte der Farben
A2 und A4 zeigte ebenfalls signifikante Unterschiede bei zwei Grundmaterialien
(Herstellern), Dentsply Ceram.X Universal und Heraeus Venus Diamond, jedoch unter
Verwendung verschiedener Bakterienspezies. Auch hier war die Tendenz der

Bakterienanlagerung bei den beiden Grundmaterialien gegensatzlich.

Tabelle 5 zeigt die paarweisen Vergleiche der Grundmaterialien (Hersteller), dabei wurden
die Grundmaterialien jeweils innerhalb einer Farbkodierung und eines Versuchsbakteriums

miteinander verglichen.

Bei 9 von insgesamt 20 Vergleichen der Materialien VOCO Grandio und Heraeus Venus
Diamond zeigten sich signifikante Unterschiede, jedoch waren diese allesamt bei Versuchen
mit S. sanguinis (10 Vergleiche) zu finden. Streptococcus sanguinis zeigte in 80 % der Vergleiche
mehr Adhision auf Heraeus Venus Diamond als auf VOCO Grandio, bei S. mutans war dies

nur in 40 % der Vergleiche gegeben.

Die Vergleiche von VOCO Grandio mit Dentsply Ceram.X Universal sind bei zwei von
insgesamt zehn Vergleichen signifikant, beide bei Versuchen unter Verwendung von

S. mutans (5 Vergleiche). Vier der funf Vergleiche dieser Materialien zeigten stirkere
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Adhirenz von S. mutans auf VOCO Grandio, jedoch war einer der beiden signifikanten
Vergleiche mit hoherer Keimzahl auf Dentsply Ceram.X Universal verbunden. Die Versuche
mit S. sanguinis zeigten im Median eine hohere Anzahl adhirenter Keime auf Dentsply

Ceram.X Universal gegenitber VOCO Grandio.

Heraeus Venus Diamond und Dentsply Ceram.X Universal zeigen bei vier von zehn
Vergleichen Signifikanz, wobei die signifikanten Unterschiede gleichermallen bei beiden
Bakterienarten zu finden sind. Ein weiterer Vergleich dieser Kombination von Materialien
liegt mit p = 0.0535 an der Grenze zur Signifikanz. Die Vergleiche dieser Materialien zeigen
im Medianwert zu 90 % eine hohere Keimzahl auf dem Material Heracus Venus Diamond.
Der einzige Vergleich mit hoherer Keimzahl auf dem Material Dentsply Ceram.X Universal

war einer der signifikanten Vergleiche unter Verwendung von . mwutans.

Tabelle 5:  Vergleiche der Grundmaterialien (Hersteller) mit entsprechenden p-Werten
(signifikante p-Werte sind dem Material mit den héheren Anlagerungswerten farblich

entsprechend hinterlegt)

S. mutans S. sanguinis

Al Dentsply 0,014 0,2421 0,4684 0,3892
VOCO 0,6621 0,0132

A2 Dentsply 0,1378 0,0775 < 0,001 0,9174
VOCO 0,9946 < 0,001

A3 Dentsply 0,9493 0,0375 0,0698 0,0835
VOCO 0,1413 < 0,001

A3,5 Dentsply 0,136 0,1928 < 0,001 0,9601
VOCO 0,9983 0,001

Ad Dentsply 0,0018 0,041 0,0535 0,5075
VOCO 0,771 < 0,001
B2 [VOCO 0,6904 < 0,001
B3 |VOCO 0,0818 < 0,001
BL |VOCO 0,2791 0,0285
C2 |[VOCO 0,0603 < 0,001
D3 |VOCO 0,9796 0,0605




5 Ergebnisse 54

Abbildung 28 stellt exemplarisch anhand der hdufig verwendeten Zahnfarbe A3 die
Unterschiede in der bakteriellen Adhision bei verschiedenen Grundmaterialien (Hersteller)
mit gleicher Farbkodierung dar. Hierbei zeigte VOCO Grandio unter Verwendung von
S. mutans mehr Bakterienanlagerung als die anderen Testmaterialien, wihrend sich bei den
Versuchen mit S. sanguinis ein umgekehrtes Verhiltnis ergab. Die bakterielle Adhision war
auf Heraeus Venus Diamond mit beiden Bakterienspezies stirker als auf Dentsply Ceram.X

Universal.
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Abbildung 28:  Unterschiede der bakteriellen Adhision bei verschiedenen Grundmaterialien
(Hersteller) mit gleicher Farbkodierung, S. mutans (oben), S. sanguinis (unten),

Endwerte der Lumineszenzmessung [rlu] (Maximum, Q3, Median, Q1, Minimum)
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Die paarweisen Vergleiche der Adhirenz der Versuchsbakterien fur die 33
Versuchsmaterialien ergab in 22 von 33 Fillen signifikante Unterschiede in der Anlagerung
der beiden Bakterienspezies, wobei zwei weitere Vergleiche mit p = 0,0559 bzw. p = 0,0551
an der Grenze zur Signifikanz lagen. Die meisten nicht signifikanten Unterschiede in der
Anlagerung der beiden Bakterienspezies (10 von 11) ergaben sich bei dem Grundmaterial
VOCO Grandio (Farben: A1, A2, A3, A3,5, A4, B1, B2, OA2, OA3,5 und Incisal), ein
weiterer Vergleich ohne signifikanten Unterschied zeigte sich bei Heraeus Venus Diamond
D3, bei allen anderen Testmaterialien wiesen die beiden Bakterienspezies signifikante
Unterschiede in der initialen Adhdsion auf. Bei 24 der 33 Testmaterialien konnte eine stirkere
Anlagerung von S. sanguinis im Vergleich zu S. mutans festgestellt werden, neun Materialien
begiinstigten die Adhidsion von . mutans, von denen sechs signifikante Unterschiede

gegentiber der Anlagerung von §. sanguinis aufwiesen.

Abbildung 29 stellt exemplarisch anhand des Materials Heraeus Venus Diamond in der Farbe
A3 die Unterschiede in der Adhision der beiden verwendeten Bakterienspezies dar. Bei
diesem Material war der Unterschied im Anlagerungsverhalten der beiden Bakterienarten
besonders gut zu erkennen. Eine Ubersicht iiber alle Testmaterialien mit nebeneinander
dargestellten Lumineszenzwerten der beiden Bakterienarten zeigt Abbildung 23. Daraus ldsst
sich erkennen, dass nicht bei allen Testmaterialien die Anlagerung von . sanguinis im
Vergleich zu S. mutans ethoht war, sondern teilweise ein umgekehrtes Verhiltnis gegeben

war.
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Abbildung 29:  Unterschiedliche bakterielle Adhésion auf Heraeus Venus Diamond A3,
Endwerte als whisker-box-plots [tlu] Maximum, Q3, Median, Q1, Minimum)
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Drei der 55 paarweisen Vergleiche zur bakteriellen Adhision mit signifikanten Unterschieden
(VOCO Grandio A1/A4, A1/C3 und A2/C3) unterschieden sich auch signifikant beztiglich

der Rauheit und der freien Oberflichenenergie.

In Tabelle 6 sind die ermittelten Werte fiir den Rangkorrelationskoeffizient Kendall’s Tau
mit den dazu gehorigen p-Werten, sowie deren, nach der Bonferroni-Holm-Methode

korrigierten Varianten dargestellt.

Bei dem Material Dentsply Ceram.X Universal konnte statistisch kein Zusammenhang
zwischen der Rauheit oder der freien Oberflichenenergie und der initialen Anlagerung der
beiden Bakterienarten belegt werden. Die freie Oberflichenenergie zeigte bei dem Material
Heraeus Venus Diamond statistisch signifikanten Einfluss auf die Adhision von . mutans
(p = 0,0012), jedoch nicht auf die Anlagerung von . sanguinis (p = 0,5958). Die Rauheit hatte
bei diesem Material keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Adhision der Keime.
Beim Material VOCO Grandio ergab sich statistisch ein signifikanter Einfluss der Rauheit
auf die Menge der adhirenten Keime (p = 0,002) bei Inkubation mit S. sanguinis, bei
Versuchen mit S. mutans war dieser Effekt nicht nachzuweisen (p = 0,2535). Ein
Zusammenhang zwischen der freien Oberflichenenergie und der Adhirenz der beiden
Bakterienspezies auf diesem Material konnte in dieser Arbeit statistisch nicht eindeutig belegt

werden.

Tabelle 6:  Rangkorrelationskoeffizient Kendall’s Tau mit den dazugehdrigen p-Werten

Material Bakterium Variablen Kendall's |p-Wert p B.-H.
tau
Dentsply Ceram.X Universal |S. mutans SFE — Endwert PK -0.14 0.0343 | 0.0966
Dentsply Ceram.X Universal |S. mutans ~ |Rauheit R, — Endwert PK -0.15 0.0193 | 0.0772
Dentsply Ceram.X Universal |S. sanguinis |SFE — Endwert PK 0.14 0.0322 | 0.0966
Dentsply Ceram.X Universal |S. sanguinis |Rauheit R, — Endwert PK 0.06 0.3541 | 0.3541
Heraeus Venus Diamond S. mutans SFE — Endwert PK 0.17 < 0.001| 0.0012
Heraeus Venus Diamond S. mutans Rauheit R, — Endwert PK -0.05 0.2939 | 0.5878
Heraeus Venus Diamond S. sanguinis  |SFE — Endwert PK -0.02 0.5958 | 0.5958
Heraeus Venus Diamond S. sanguinis  |Rauheit R, — Endwert PK 0.09 0.0468 | 0.1404
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Material Bakterium|Variablen Kendall's |p-Wert p B.-H.
tau

VOCO Grandio S. mntans  |SFE — Endwert PK -0.01 0.8938 | 0.8938

VOCO Grandio S. mutans Rauheit R, — Endwert PK 0.06 0.0845 | 0.2535

VOCO Grandio S. sanguinis  |SFE — Endwert PK -0.03 0.3731 | 0.7462

VOCO Grandio S. sanguinis  |Rauheit R, — Endwert PK 0.13 < 0.001| 0.002

5.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Insgesamt zeigten sich zwar einzelne signifikante Unterschiede im Vergleich spezifischer
Testmaterialien, ein eindeutiger Trend zur vermehrten Anlagerung an eine Testfarbe bzw.
ein Testmaterial konnte nicht nachgewiesen werden. Ein eindeutiger Einfluss von Rauheit
oder freier Oberflichenenergie konnte bei den polierten Probekorpern ebenfalls nicht belegt

werden.

In den paarweisen Vergleichen der 33 Testmaterialien hinsichtlich ihrer Oberflichenrauheit
zeigten sich in 60 von 528 Vergleichen signifikante Unterschiede. In jedem dieser 60
Vergleiche war mindestens eines der drei Materialien VOCO Grandio Al, A2 oder B2
beteiligt. Die medianen Mittenrauwerte R, lagen bei 32 der 33 Materialien unter 0,2 pm. Die
Oberflichenstrukturen aller mit dem Weitfeld-Konfokalmikroskop —untersuchten
Probekorper  zeigten keine groben Rauheiten, Riefen, Rillen oder andere

Oberflichenmodifikationen, welche eine bakterielle Adhision beglinstigen kénnten.

Die Bestimmung der freien Oberflichenenergie mittels Kontaktwinkelmessung ergab
ebenfalls in 60 von 528 paarweisen Vergleichen der Materialien signifikante Unterschiede,

wobei hier immer eines der beiden Materialien VOCO Grandio Al bzw. A2 beteiligt war.

Die Varianzanalyse (ANOVA) der mikrobiologischen Versuche ergab eine signifikante
Heterogenitit. Die paarweisen Vergleiche der 33 Materialien (Farben) innerhalb der
Grundmaterialien (Hersteller) und einer Bakterienart ergaben bei 55 von 380 Vergleichen
signifikante Unterschiede in der bakteriellen Adhision. Paarweise Vergleiche der
Grundmaterialien (Hersteller) mit gleicher Farbkodierung zeigten in 9 von 20 Fillen
signifikante Unterschiede zwischen VOCO Grandio und Heraeus Venus Diamond, dabei
waren alle signifikanten Resultate nach Inkubation mit §. sanguinis. Der Vergleich von

Dentsply Ceram.X Universal mit VOCO Grandio ergab 2 signifikante Unterschiede bei 10
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Vergleichen, beide unter Verwendung von . mutans. Zwischen Dentsply Ceram.X und
Heraeus Venus Diamond waren 4 von 10 Vergleichen signifikant, hier jedoch auf beide
Bakterienarten gleichermallen verteilt. Eine generelle Tendenz der Bakterienspezies zur
Anlagerung an einem bestimmten Testmaterial konnte nicht beobachtet werden, jedoch
schien in der vorliegenden Arbeit eine erthohte Affinitit von S. sanguinis zu Heraeus Venus

Diamond im Vergleich zu den anderen beiden Materialien zu bestehen.

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Versuche mit S. mutans verglichen mit denen unter
Verwendung von S. sanguinis ergab bei 22 der 33 untersuchten Materialien signifikante
Unterschiede. Bei 24 Testmaterialien zeigten sich gro3ere Mengen adhirenter Keime von S.

sanguinisim Vergleich zu S. mutans, bei den 9 anderen war die Anlagerungstendenz umgekehrt.

Die Bestimmung des Rangkorrelationskoeffizienten Kendall’s tau zeigte signifikante
Zusammenhinge zwischen der freien Oberflichenenergie und der bakteriellen Adhision von
S. mutans auf Heracus Venus Diamond sowie zwischen der Rauheit und der bakteriellen
Adhision von §. sanguinis auf VOCO Grandio. Alle weiteren Kombinationen zeigten keine

Signifikanz.
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Methodik

6.1.1 Studiendesign

Zielsetzung der vorliegenden Studie war die Darstellung von gegebenenfalls vorhandenen
Unterschieden in der initialen bakteriellen Besiedlung verschiedener Kompositmaterialien.
Die Testmaterialien unterschieden sich in ihrer Rezeptur hinsichtlich der Beimengungen zur
Farbgebung. Die Hypothese, dass diese minimalen Unterschiede in der chemischen
Zusammensetzung Einfluss auf die initiale Bakterienadhision haben, sollte tberpriift
werden. Da bereits die Einfliisse von Rauheit, Morphologie und freier Oberflichenenergie
des Substrats durch verschiedene Studien eindeutig beschrieben wurden (An und Friedman
1998; Biirgers et al. 2010c; Nyvad und Fejerskov 1987), stellten Messungen der genannten
Parameter einen Teil der vorliegenden Arbeit dar, um dadurch bedingte Anderungen der
bakteriellen Adhision nachvollziehen und beurteilen zu kénnen. Die Versuche erfolgten
vitro, um so alle potentiellen Einflussfaktoren méglichst prizise definieren zu kénnen und
eine Reproduzierbarkeit der Studienergebnisse zu gewahrleisten. Allerdings werden so reale
oralbiologische Gegebenheiten nur bedingt widergespiegelt (Park et al. 2012; Wimpenny
1997). Patientenindividuell unterschiedliche Faktoren, wie beispielsweise Speichel-
zusammensetzung oder Nihrstoffzufuhr, welche die Biofilmbildung mal3geblich
beeinflussen, werden durch definierte In-vitro-Bedingungen weitgehenst eleminiert und
erhéhen somit die Aussagekraft von potentiellen Unterschieden in der Biofilmanlagerung
(Coenye und Nelis 2010). So gewonnene In-vitro-Resultate kénnen auf reale Bedingungen
tbertragen werden und durch ggf. folgende In-vivo-Untersuchungen verifiziert werden

(Burgers et al. 2010c¢).

Um mogliche Auswirkungen von Farbzusitzen bei dentalen Kompositen auf die initiale
bakterielle Adhdsion zu bestimmen, wurden fur diese Studie von drei Herstellern insgesamt
33 verschiedenfarbige handelsiibliche Komposit-Materialien verwendet. So konnten die
Einflusse der Grundmischungen (der drei Hersteller) per se und die Auswirkungen der Farben

im Detail evaluiert werden.

Die Versuchsabliufe und verwendeten Techniken wurden nach bereits in anderen Studien
etablierten Verfahren ausgewahlt, um Resultate vorhersagbarer Qualitit zu generieren

(Burgers et al. 2010c; Hahnel et al. 2010).
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6.1.2 Probekérper

Die fir diese Studie verwendeten Probekorper wurden aus den handelstblichen
Fillungskunststoffen Dentsply Ceram.X Universal, Heraeus Venus Diamond und VOCO
Grandio hergestellt, wodurch ein direkter Vergleich verschiedener Basismaterialien
miteinander moglich war und zusitzlich vorhandene Abweichungen in der bakteriellen
Adhidsion auf den farblich verschiedenen Kompositen evaluiert werden sollten. Eine
korrekte Verarbeitung bei der Polymerisation der Komposite entsprechend den
Herstellerangaben  reduziert den Einfluss nicht reagierter Kompositbestandteile
(Restmonomere) auf die Versuchsdurchfithrung signifikant (Schedle et al. 1998; Schmalz
1998).

Die Verwendung und Herstellung verschieden groBer Probekorper war den verschiedenen
Untersuchungen geschuldet. Fir die Kontaktwinkelmessung wurden Probekérper mit
10 mm Durchmesser benétigt, um das Auftropfen der zwei Testflissigkeiten aus den parallel
angeordneten Diisen des Messgerites zu ermdglichen. Probekérper dieses Durchmessers
wiren jedoch fiir die Verwendung bei den mikrobiologischen Versuchen in 48-Well-Platten
Uberdimensioniert gewesen, sodass hierfiir Probekérper mit 6 mm Durchmesser eingesetzt
wurden. Auf einen Bezug zu der GroBle der Oberfliche intraoraler Fullungen wurde auf
Grund der hohen Variabilitit in der Ausdehnung dieser bewusst verzichtet, da in dieser
Studie die Auswirkungen der Farbgebung dentaler Komposite auf die initiale bakterielle
Adhision untersucht werden sollten und deshalb eine fiir die Versuche geeignete konstante

GroBe der Probekorperoberfliche gewihlt wurde.

Ein weiterer Unterschied zwischen intraoralen Fullungen und den Probekérpern liegt in der
Qualitit der Oberfliche. Direkte dentale Restaurationen werden intraoral ausgehirtet,
ausgearbeitet und poliert, die dabei erzielten Ergebnisse sind von dem verwendeten
Poliersystem, der Morphologie und Lage der Fullung, dem verwendetem Material sowie vom
Behandler abhingig (Bashetty und Joshi 2010; Chour et al. 2016; Daud et al. 2018; Ereifej et
al. 2013; Ozgi'maltay et al. 2003; Yap et al. 1998).

Die Verwendung einer voll-automatischen Schleif- und Poliermaschine mit konstanten
Bearbeitungszeiten und konstantem Anpressdruck sollte gleichmiflige Probekorper-
oberflichen gewihtleisten. Bei einer manuellen Bearbeitung wire eine gewisse Varianz in der
Oberflichengiite nicht auszuschlieBen gewesen (Jung et al. 2005; Jung et al. 2007). Durch die
unterschiedlichen GréBen der Probekorper war ein Unterschied im Anpressdruck zu
berticksichtigen, welcher durch die Menge der auf die Probekorperhalter aufgebrachten

Probekorper nahezu kompensiert wurde. Pro Halter wurden zwolf Probekorper kleinen
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Durchmessers aufgebracht, woraus eine Fliche von ca. 3,39 cm?® resultierte, entsprechend
ergab die Verwendung von fiinf groen Probekoérpern pro Halter eine Oberfliche von ca.

3,92 cm?

6.1.3 Weitfeld-Konfokalmikroskopie

Um die Rauheit und die Morphologie von Substraten zu messen, stehen verschiedene
Methoden zur Verfiigung. Zum einen kann die Oberfliche abgetastet werden, wie z.B. bei
der 2D-Profilometrie, zum anderen ist eine berithrungslose optische Erfassung der
Oberfliche durch verschiedene Verfahren moglich (Duparté et al. 2002). Die klassische 2D-
Profilometrie (Perthometrie) tastet das Profil einer Oberfliche entlang einer definierten
Strecke ab, also nicht die gesamte Oberfliche an sich. Der daraus errechenbare arithmetische
Mittenrauwert R, wird in der Literatur als weitverbreiteter Parameter fur die Darstellung der
Rauheit angegeben (Kocher et al. 2002). Jedoch ist eine solche zweidimensionale Darstellung
und Beurteilung der Morphologie einer Oberfliche nur eingeschrinkt geeignet, um den
Einfluss von physikalischen Oberflichenparametern auf die Biofilmbildung zu tberpriifen.
Bildgebende dreidimensionale Verfahren bieten im Kontext biologischer Reaktionen
deutliche Vorteile (Leach 2011). Das in dieser Studie verwendete computergesteuerte
Weitfeld-Konfokalmikroskop erzeugt dreidimensionale Bilder der betrachteten Oberfliche.
Dabei entsteht das Bild durch Aufnahmen mehrerer Bildebenen, in denen jeweils nur die
fokussierten Bereiche erfasst werden. Der so generierte Datensatz erméglicht die
dreidimensionale Darstellung der Oberfliche und lisst eine Berechnung aller 2D- und 3D-
Oberflichenparameter zu (Borlinghaus 2015; Haus 2014; Lange et al. 1993). Die
Literaturrecherche zeigte vergleichbare Messgenauigkeit von Perthometrie und optischer
3D-Profilometrie, wobei den optischen Verfahren einfachere Anwendung und geringerer
Zeitaufwand zugesprochen wird und alle Oberflichenparameter zeitgleich erfasst werden

(Gyurkovics et al. 2017; Heintze et al. 20006; Silikas et al. 2005).

Die Beurteilung der Morphologie erfolgte visuell anhand der dreidimensionalen
Darstellungen der Probekdrperoberflichen sowie der Probekorper selbst und diente dem
Ausschluss von Gestaltabweichungen, welche Pridilektionsstellen fir die Biofilmentstehung

darstellen konnten (Perera-Costa et al. 2014).

Zusammenfassend betrachtet scheint die Weitfeld-Konfokalmikroskopie fir das verwendete
Studiendesign gut geeignet, da die Rauheit und die Oberflichenmorphologie zeit- und

anwenderfreundlich in einer Messung erfasst werden, ohne dabei qualitativ anderen
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Messmethoden, wie der Perthometrie, unterlegen zu sein. Fur die Evaluation signifikanter
Unterschiede bezuglich der Rauheit wire alternativ zu dem linearen Mittenrauwert R, die
Verwendung eines entsprechenden dreidimensionalen Parameters, die mittlere arithmetische

Hohe S,, denkbar gewesen (Austin et al. 2010).

6.1.4 Kontaktwinkelmessung

Zur Ermittlung der freien Oberflichenenergie stellt die Kontaktwinkelmessung eine haufig
angewandte Methode dar (Busscher et al. 1984a). Dabei wird aus den Kontaktwinkeln von
unterschiedlichen oberflichig applizierten Flissigkeiten die freie Oberflichenenergie des
Substrats ermittelt, jedoch wird diese Methodik in der Literatur kritisch diskutiert (Good
1992). Heteromorphe Zustinde des gleichen Materials oder die Position der applizierten
Messfliissigkeiten auf der Oberfliche werden als mogliche beeinflussende Faktoren
beschrieben, die zu signifikanten Divergenzen in den Messergebnissen fithren kénnen
(Chibowski und Perea-Carpio 2002). Verunreinigungen der Oberfliche (schon feinste
Staubkorner reichen hierbei aus) stellen eine weitere mogliche Fehlerquelle bei den
Messungen dar (Yuan und Lee 2013). Eine Hysterese der Kontaktwinkel durch die Kinetik
der Benetzung kann ebenfalls zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren (Bender 2005;
Korhonen et al. 2013; Lam et al. 2002). Rauheit der Oberfliche oder chemische
Heterogenitit des Substrats konnen die Hysterese beeinflussen (Kwok und Neumann 1999).
Durch eine Standardisierung der Probekérperherstellung konnten in dieser Studie Einflisse
von Rauheit und Inhomogenitit des Substrats auf die Kontaktwinkelmessung minimiert
werden. Einige Messmethoden verwenden Standbilder liegender Tropfen, welche nach einer
bestimmten Zeit nach Applikation der Flissigkeiten aufgenommen wurden, wodurch die
Hysterese als mogliche Fehlerquelle minimiert werden kann (Kwok und Neumann 1999;
Yuan und Lee 2013). Bei der in dieser Studie verwendeten Methode werden mehrere
Kontaktwinkelmessungen innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls anhand eines
Kameralivebildes computergestiitzt erstellt. Dies ermdglichst die Erfassung der Hysterese
wihrend des Zeitintervalls und die Berechnung eines Mittelwertes der Kontaktwinkel sowie
der SFE (Girault et al. 1984; Lin et al. 1996). Wann die Kontaktwinkelmessung erfolgen
sollte, ob direkt nach Applikation des Tropfens oder erst nach hysteretischer Verinderung,
ist in der Literatur umstritten (Kwok und Neumann 1999; Marmur 1996; Yuan und Lee
2013). In die Berechnung der SFE flieBen viele Parameter aus rein theoretischen
Berechnungen ein, jedoch scheint die Methodik naherungsweise tatsichlich die korrekte SFE

widerzuspiegeln (Andrade et al. 1985; Good 1992; Yuan und Lee 2013). Im Vergleich zu
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anderen  Untersuchungsmethoden  stellt die hier verwendete Methode der
Kontaktwinkelmessung eine anwenderfreundliche, etablierte und kostengiinstige Variante

dar (Andrade et al. 1985; Uyama et al. 1991; Yuan und Lee 2013).

6.1.5 Mikrobiologische Versuche

In der vorliegenden Studie wurden die Probekorper zunichst eine Stunde mit steril filtriertem
Kunstspeichel inkubiert, um so ein acquired pellicle als Basis fir die Biofilmentstehung zu
erzeugen (Catlen et al. 1996a; Cheaib et al. 2015). Dabei erfolgte die Inkubation in einem
Tischorbitalschiittler, wodurch intraorale Scherkrifte und Korpertemperatur simuliert
wurden (Hahnel et al. 2008b). Die Imitation intraoraler Verhiltnisse diente bei den
Versuchen einer Niherung an In-vivo-Verhiltnisse bei optimalem Ausschluss
unvorhersagbarer Faktoren zur Gewihrleistung vergleichbarer Ergebnisse, welche

Riickschliisse auf In-vivo-Situationen zulassen (Birgers et al. 2010c).

Der Pionierkeim Streptococcus sanguinis besitzt die Fihigkeit, direkt an das acquired pellicle zu
binden und die Biofilmbildung zu initiieren (Hellwig et al. 2013; Hojo et al. 2009; Marsh et
al. 2009). Diese Eigenschaften zeichnen den Keim als geeignetes Testbakterium fir die in
dieser Arbeit gewihlte Versuchsanordnung der initialen bakteriellen Adhision aus. Jedoch
ist 8. sanguinis nur schwach kariogen (Lehmann 1991), weshalb S#reprococcus mutans als weiteres
Bakterium in die Untersuchungen mit einbezogen wurde. S. mutans stellt den Leitkeim der
dentalen Karies dar (Ajdi¢ et al. 2002; Yoshida et al. 2005). Deswegen lassen die
entsprechenden Ergebnisse spezifische Interpretationen hinsichtlich der Auswirkungen
verschiedenfarbiger Kompositmaterialien auf die Entstehung von bzw. der Prophylaxe vor
Sekundirkaries zu. Des Weiteren ermdglicht der Einsatz von zwei Bakterienspezies in zwei
Versuchsreihen bessere Aussagen zu moglichen Auswirkungen bei komplexen In-vivo-
Bedingungen (Wassmann et al. 2017). Interbakterielle Wechselwirkungen, wie sie iz vivo zu
finden sind und einen entscheidenden Bestandteil der Biofilmbildung darstellen (Stoodley et
al. 2002), konnen auf Grund der Verwendung von Monokulturen hier jedoch nicht
wiedergegeben werden. Studien mit dhnlichem Versuchsaufbau zeigen, dass die Verwendung
von Monokulturen dennoch aussagekriftige Ergebnisse liefert (Biirgers et al. 2009a). Eine
direkte Ubertragung der vorliegenden Ergebnisse auf die klinische Situation darf allerdings

nicht vorgenommen werden.

Zur Quantifizierung der adhirenten Bakterien wurden ATP-Biolumineszenz-Assays
verwendet, welche auf der Umwandlung von Luciferin in Oxiluciferin und der Messung von

dabei entstehendem Licht beruhen. Die fiir diese Reaktion benétigte Energie liefert der
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Abbau von intrazellulirem ATP aus den adhirenten Bakterien. Die Menge intrazelluldren
ATPs korreliert hierbei mit der Bakterienanzahl, da sie als konstant gilt (Crouch et al. 1993).
Fir jeden Versuch wurden neue Bakterienkulturen angesetzt, um so Bakterien in mdéglichst
gleicher Wachstumsphase und Zellaktivitit zu verwenden. Da jedoch Unterschiede
diesbeztglich nicht komplett ausgeschlossen werden konnten, wurde eine Gleichschaltung
der Versuche durch Verwendung von Glasprobekorpern, deren Eigenschaften als konstant
angesehen werden kénnen, durchgefiihrt. Avitale, stoffwechselinaktive Bakterien werden auf
Grund fehlenden ATPs von dem verwendeten ATP-Biolumineszenz-Assay nicht erfasst,
wodurch dieses Assay die tatsdchliche Zellvitalitit sehr genau abbilden kann (Petty et al. 1995;
Riss et al. 2016). Dies kann als praktischer Vorteil gegentiber bildgebenden Verfahren, wie
beispielsweise der Fluoreszenzmikroskopie, angesehen werden, welche wiederum avitale
Zellen auch erfassen kann und damit zusitzliche Informationen lieferte (Buergers et al. 2008;
Crouch et al. 1993; Dexter et al. 2003). Alternativen zu dem ATP-Biolumineszenz-Assay
wiren das Resazurin- oder das Tetrazolium-Assay gewesen, bei denen das Reagenz an sich
durch den zelluliren Stoffwechsel umgewandelt und das resultierende Produkt
fluoreszenzanalytisch erfasst wird (Berridge et al. 2005; Burgers et al. 2009b; O’Brien et al.
2000). Fur die Umwandlung der Reagenzien wird eine zusitzliche Inkubationszeit benétigt,
ermoglicht jedoch auch die Beobachtung der Proliferation von Zellkulturen (Czekanska
2011). Beim ATP-Biolumineszenz-Assay werden die adhirenten Bakterien nach Ende der
Inkubationszeit mit der Bakteriensuspension lysiert, wodurch weitere Zellproliferation
wihrend einer zusitzlichen Inkubationszeit ausgeschlossen werden kann. Des Weiteren
zeichnet sich das ATP-Biolumineszenz-Assay im Vergleich zu den beiden anderen Methoden
durch eine hohere Sensitivitit, bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und einfachere

sowie zeiteffizientere Handhabung aus, ist jedoch kostenintensiver (Riss et al. 2016).

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Rauheit und Morphologie

Die Medianwerte der Rauheitsuntersuchungen zeigten allgemein einen R, von < 0,2 um mit
Ausnahme des Materials VOCO Grandio A2, dessen R,-Medianwert bei 0,47 um lag.
Untersuchungen an Titanoberflichen zeigten, dass unterhalb eines Mittenrauwertes von
0,2 um die Rauheit der Oberfliche keinen weiteren Einfluss auf die Adhision von

Mikroorganismen hat (Bollen et al. 1997; Teughels et al. 2006). Dies kann jedoch nicht direkt
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auf die Kompositmaterialien Gbertragen werden, hier zeigt die Literaturrecherche keine
eindeutigen Grenzwerte (Al-Marzok und Al-Azzawi 2009; Aykent et al. 2010; Buergers et al.
2007; Lassila et al. 2009). Biirgers e a/. konnten zeigen, dass R.,-Werte von 0,04 — 0,11 pm
keinen Einfluss auf die Bakterienanlagerung auf Kompositoberflichen haben (Buergers et al.
2007; Buergers et al. 2009). Bei 29 der 33 Testmaterilien dieser Studie lagen die medianen
Mittenrauwerte unter 0,11 pum, also im Bereich der von Birgers ¢ a/. gemessenen Werte.
Somit scheint auch in dieser Studie ein Einfluss der Rauheit auf die Bakterienanlagerung
weitestgehend ausgeschlossen. Ein Zusammenhang zwischen der Oberflichenrauheit und
der bakteriellen Adhision wird in der Literatur jedoch auch fiir Komposite beschrieben (Ono
et al. 2007; Sainan et al. 2016). Anhand von Titanoberflichen konnten Biirgers ¢ 2/ den
Einfluss der Oberflichenrauheit auf die Biofilmbildung 7z vive darstellen, dabei wies eine
signifikant rauere sduregeitzte Titanoberfliche (R, = 0,95 um) im Vergleich zu einer rein
maschinell bearbeiteten Titanoberfliche (R, = 0,15 um) deutlich erhcéhte Biofilm-
akkumulation auf (Birgers et al. 2010c). In dieser Studie zeigt sich nur beim Grundmaterial
VOCO Grandio in Verbindung mit S. sanguinis eine signifikante Korrelation zwischen der
Oberflichenrauheit und der bakteriellen Adhision, unter Verwendung von S. mutans war
dieser Zusammenhang nicht gegeben. Das zeigt, dass die verwendete Poliermethode — bis
auf Grandio — geeignet war, die Rauheit als Einflussfaktor zu eliminieren. Bei den paarweisen
Vergleichen der 33 Materialien zeigten 60 der 528 Vergleiche signifikante Unterschiede,
wobei jeweils eins der drei Materialien VOCO Grandio Al, A2 oder B2 Bestandteil der 60
signifikanten Vergleiche war. Das Komposit der Farbgebung B2 war jedoch nur an vier
signifikanten Vergleichen beteiligt. Daraus ergibt sich, dass ca. 90 % der Vergleiche keine
signifikanten Unterschiede aufzeigen, ein Einfluss der Rauheit ldsst sich somit zwar nicht
ausschliefen, jedoch finden sich nur drei der 60 signifikanten Vergleichspaare unter den
signifikanten Vergleichen zur bakteriellen Adhision wieder. RickschlieBend koénnen also
signifikante Unterschiede zumindest innerhalb der Grundmaterialien Dentsply Ceram.X
Universal und Heraeus Venus Diamond ausgeschlossen werden, da alle signifikanten
Vergleiche sich auf die o. g. Materialien beziehen. Fir das Grundmaterial VOCO Grandio
musste eine vorsichtige Interpretation der FErgebnisse unter Beriicksichtigung der

entsprechenden Rauheitswerte erfolgen.

Neben Oberflichenrauheit und freier Oberflichenenergie werden auch makroskopische
Gegebenheiten, wie Kratzer, kleine Mulden o. 4., als Pridilektionsstellen fir Biofilm-
akkumulation beschrieben (Whitehead und Verran 2006). Die visuelle Uberpriifung der

Probekorperoberflichen mittels Mikroskop konnte zeigen, dass solche Fehlstellen in dieser
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Studie durch die standardisierte Oberflichenbearbeitung der Probekérper erfolgreich

vermieden werden konnten.

6.2.2 Freie Oberflichenenergie

Die Varianzanalyse der freien Oberflichenenergie ergab signifikante Unterschiede zwischen
den 33 Materialien, wobei auch hier lediglich 60 von 528 paarweisen Vergleichen in der
Post-hoc-Analyse Signifikanz zeigten, bei denen jeweils eines der beiden Materialien VOCO
Grandio Al oder A2 involviert war, sodass auch hier riickschlieBend signifikante
Unterschiede innerhalb der Grundmaterialien Dentsply Ceram.X Universal und Heraeus
Venus Diamond ausgeschlossen werden koénnen. Da die gleichen Materialien an den
signifikanten Unterschieden beztiglich der Rauheit sowie der freien Oberflichenenergie
beteiligt waren, lisst dies auf einen Zusammenhang der beiden Parameter schlieflen, wie es
von Busscher et al. beschrieben wurde (Busscher et al. 1984b). Die Medianwerte dieser
Materialien lagen mit 52,03 mN/m (VOCO Grandio Al) und 45,83 mN/m (VOCO
Grandio A2) unter denen der anderen 31 Materialien, deren Medianwerte sich zwischen
56,79 mN/m (VOCO Grandio A3,5) und 64,81 mN/m (Heracus Venus Diamond B2)
anordneten. Die Messwerte der Probekorper dieser beiden Materialien zeigten eine Streuung,
sodass deren Maxima im Bereich der Messwerte der anderen Materialien lagen. Die
Divergenz dieser beiden Materialien zu den anderen ist zwar signifikant, jedoch koénnen die
Unterschiede bei den Kompositmaterialien in dieser Studie vergleichend zu denen anderer
Werkstoffgruppen eher als gering eingestuft werden (Kriss 2017). Die Bestimmung der
freien Oberflichenenergie erfolgte vor Durchfihrung der mikrobiologischen Versuche,
wodurch Auswirkungen des acguired pellicle (in der vorliegenden Arbeit aus Kunstspeichel
erzeugt), in Form von Reduktion der SFE und damit einer Zunahme der Hydrophobizitit

(Sipahi et al. 2001), nicht erfasst wurden.

Drei von 60 signifikanten Vergleichen und somit nur 0,57% der gesamten paarweisen
Vergleiche beziiglich der freien Oberflichenenergie finden sich unter den signifikanten
Vergleichen der bakteriellen Adhidsion wieder, alle unter Verwendung von S. sanguinis. Eine
signifikante Korrelation zwischen SFE und bakterieller Adhision konnte statistisch fir das
Grundmaterial Heraeus Venus Diamond belegt werden, jedoch in Verbindung mit S. mutans.
Ein Einfluss der freien Oberflichenenergie auf die oberflichliche Bakterienakkumulation
per se kann also nicht ausgeschlossen werden, scheint in dieser Studie jedoch nicht relevant

Zu sein.
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6.2.3 Bakterielle Adhision

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten teilweise signifikante Unterschiede der
bakteriellen Adhision in Abhingigkeit sowohl von der verwendeten Bakterienspezies, dem
Grundmaterial (Hersteller) an sich als auch von der Farbgebung der Testmaterialien. Jedoch
gab es keine eindeutige Tendenz der vermehrten Bakterienakkumulation bei einem
bestimmten Hersteller oder durch eine der beiden verwendeten Bakterienspezies. Eine

Korrelation zwischen Kompositfarbe und Bakterienanlagerung lag ebenfalls nicht vor.

Die Biofilmbildung wird in der Literatur hinlinglich beschrieben, dabei wird Pionierkeimen
wie S. sanguinis eine stirkere Affinitit zur direkten Bindung an das acguired pellicle gegentiber
Spitbesiedlern zugesprochen (Hellwig et al. 2013; Hojo et al. 2009; Marsh et al. 2009). Fur
die Verwendung von Monokulturen in In-vitro-Versuchen konnte jedoch auch gezeigt
werden, dass das Vorhandensein eines acquired pellicle bzw. bereits adhirenter Keime keine
zwingende Voraussetzung fiir eine Adhision von Spitbesiedlern wie S. mutans darstellt
(Busscher et al. 1992; Hahnel et al. 2008a). Diese Erkenntnisse zeigten sich auch in der
vorliegenden Arbeit durch die Divergenzen im Adhisionsverhalten der beiden verwendeten

Bakterienspezies.

Einen Einfluss der Materialzusammensetzung auf die initiale bakterielle Adhision stellten
Biirgers e al. anhand von verschiedenen Materialien zur Herstellung von Provisorien dar
(Buergers et al. 2007). Andere Studien untersuchten diese Zusammenhinge an
Fillungskompositen, wobeti sich auch hier signifikante Unterschiede zeigten (Brambilla et al.
2005; Steinberg und Eyal 2002). Durch In-vitro-Untersuchungen konnten Hahnel ef 2/ den
Einfluss verschiedener Monomerzusammensetzungen von Kompositen auf die bakterielle
Adhision von . mutans belegen (Hahnel et al. 2008c). In der vorliegenden Untersuchung
zeigten sich ebenfalls Unterschiede der drei Grundmaterialien (Hersteller) beziiglich der
Bakterienanlagerung. Da die genaue Zusammensetzung der Komposite nicht bekannt ist,
konnen die fur die Divergenzen in der bakteriellen Adhision verantwortlichen Faktoren

jedoch leider nicht bestimmt werden.

Anhand von In-vitro-Untersuchungen wurde die Wirkung von antimikrobiellen Zusitzen in
Kompositmaterialen untersucht, beispielsweise zeigten Silber- und Zinkoxidzusitze in Form
von Nanopartikeln bakterizide und die Bakterienanlagerung hemmende Wirkung (Biirgers et
al. 2009b; Han et al. 2015; Kasraei et al. 2014). In der Literatur wird im Zusammenhang mit
dentalen Kompositmaterialien hiufig die antibakterielle Wirkung von TiO,-Nanopartikeln
als Zusatz in Kompositmaterialien berichtet, wobei jedoch auch fiir andere Metalloxide, wie

Eisenoxide, antimikrobielle Effekte belegt wurden (Cheng et al. 2015; Ghiciuc et al. 2017;
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Nardi et al. 2015; Zane et al. 2016). Eisenoxide und Titandioxidverbindungen werden oft als
farbgebende Pigmente in dentalen Kompositen eingesetzt (Kappert und Eichner 2005;
Schmidseder 2008). Aus den Kenntnissen der antimikrobiellen Wirkung von
Metalloxidzusitzen in dentalen Kompositmaterialien ldsst sich auf eine antimikrobielle
Wirkung farbgebender Pigmente riickschlieBen. Da TiO, als Pigment opazifierend und
authellend wirkt (Bertau et al. 2013; Schmidseder 2008) liegt die Vermutung nahe, dass auf
entsprechend hellen und opaken Kompositen eine vergleichsweise geringe Menge adhirenter
Bakterien nachweisbar sein miisste. Dies konnte durch die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit jedoch nicht bestitigt werden. Auch bei Kompositen mit besonders intensiver
Farbgebung und damit einem vermeintlich hohen Pigmentanteil, wie z. B. Heraeus Venus
Diamond OXDC, konnte keine im Verhiltnis zu den anderen Testmaterialien deutlich
geringere Menge adhirenter Keime nachgewiesen werden. Wie die Zusammensetzungen der
Grundmaterialien (Hersteller) per se sind auch die genauen Rezepturen zur Erzeugung der
verschiedenen Farbgebungen der Testmaterialien nicht bekannt, sodass die ursichlichen
Faktoren fur die Unterschiede in der Bakterienanlagerung nicht bestimmt werden kénnen.
Die Literaturrecherche konnte keine Quellen tber die Auswirkungen der Farbgebung von

dentalen Kompositmaterialien auf die initiale bakterielle Adhdsion aufzeigen.

6.3 Schlussfolgerung

Die eingesetzte Methode war geeignet, den Einfluss von Rauheit und Oberflichenenergie
auf die initiale Anlagerung von Bakterien zu uberprifen. Es konnten zwar teilweise
signifikante Unterschiede in Rauheit und Oberflichenenergie gezeigt werden, trotzdem
konnte keine eindeutige Korrelation zwischen einem der beiden Parameter und der
Biofilmbildung dargestellt werden. In den mikrobiologischen Versuchen konnten
signifikante Unterschiede in der Anlagerung der Testkeime zwischen einzelnen
Testmaterialien beobachtet werden, die aber keinen allgemeinen Trend aufzeigten. Eine
Korrelation zwischen Bakterienadhidsion von . samguinis und S. mutans und der
Kompositfarbe oder ein durchgehender Unterschied in der Anlagerung zwischen
verschiedenen Herstellern konnte ebenfalls nicht gezeigt werden. Im In-vitro-Versuch
scheinen die Unterschiede in der Zusammensetzung verschiedenfarbiger Komposite keinen

eindeutigen Einfluss auf die Quantitit der adhirenten Keime zu haben.
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7 Zusammenfassung

Dentale Kompositmaterialien finden ihr Haupteinsatzgebiet in der Restauration von
Zahnhartsubstanzdefekten, dabei gilt es, moglichst dsthetische Ergebnisse zu erzielen. Um
dies zu ermdglichen, werden von den Herstellern Komposite in verschiedenen Farben mit
unterschiedlicher Transluzenz bzw. Opazitit angeboten. Sekundirkaries, also eine bakteriell
bedingte Demineralisation und Zerstérung der Zahnhartsubstanz im Randbereich solcher
Restaurationen, stellt einen der Hauptversagensgriinde von direkten Fillungen dar. Im
Rahmen der vorliegenden Studie sollte untersucht werden ob minimale Mischungs-
unterschiede bei Kompositmaterialien (aufgrund verschiedener Farbgebung) Einfluss auf die
initiale Anlagerung von . mutans und S. sanguinis haben. Dazu wurden insgesamt 33

unterschiedlich eingefirbte Materialien von drei verschiedenen Herstellern untersucht.

Von den Materialien wurden zunichst Probekorper hergestellt, deren Oberflichen nach
einem standardisierten Verfahren poliert wurden. Die dreidimensionale Oberflichenstruktur
und die Rauheit (R,) der Testmaterialien wurden mittels Weitfeld-Konfokalmikroskopie
ermittelt und die freie Oberflichenenergie durch automatisierte Kontaktwinkelmessung
bestimmt. Die mikrobiologischen Versuche zur Adhision wurden zum einen mit dem
Pionierkeim Streptococcus sanguinis und zum anderen mit dem Leitkeim der dentalen Karies
Streptococcus mutans durchgefithrt. Die Menge der adhirenten Keime wurde indirekt iiber ein
ATP-Biolumineszenz-Assay gemessen. Die gesamten Messergebnisse wurden anschlieSend

statistisch ausgewertet.

Die Varianzanalyse zeigte signifikante Unterschiede der Rauheiten und der freien
Oberflichenenergien, wobei die daran beteiligten Materialien nur bei 3 von 55 signifikant
unterschiedlichen Vergleichen der bakteriellen Adhision wiederzufinden sind, bei denen sich
ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Grundmaterialien (Hersteller)
zeigten. Paarweise Vergleiche der bakteriellen Adhiésion, die innerhalb der Hersteller und der
verwendeten Bakterienspezies durchgefiihrt wurden, zeigten in 14,5 % der Vergleiche
signifikante Unterschiede, wobei lediglich eine dieser Vergleichspaarungen entsprechend der
farblichen Kodierung bei zwei Herstellern zu finden war. Alle weiteren signifikanten
Vergleiche fanden sich bei den verschiedenen Herstellern bei unterschiedlichen Farben,
sodass keine Aussage darliber getroffen werden kann, bei welcher Farbkodierung eine
erhohte bzw. erniedrigte Bakterienanlagerung zu erwarten ist. Im Rahmen der vorliegenden
Studie konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen minimalen Mischungs-
unterschieden bei Kompositmaterialien (aufgrund verschiedener Farbgebung) auf die initiale

Anlagerung von S. mutans und S. sanguinis gezeigt werden. Die wenigen statistisch



7 Zusammenfassung 70

signifikanten Unterschiede zeigen keine eindeutige Tendenz, eine klinische Empfehlung,
etwa zur Priferenz bestimmter Kompositfarben an Kariespradilektionsstellen, ldsst sich

nicht ableiten.
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Tabelle 7: LOT-Nummern der verwendeten Materialien

Hersteller | Produkt Farbe LOT

VOCO Grandio Al 1725498
VOCO Grandio A2 1722175
VOCO Grandio A3 1727265
VOCO Grandio A3,5 1727130
VOCO Grandio A4 1725410
VOCO Grandio Bl 1727266
VOCO Grandio B2 1720608
VOCO Grandio B3 1619686
VOCO Grandio C2 1639659
VOCO Grandio Cc3 1608631
VOCO Grandio D2 1647357
VOCO Grandio D3 1701260
VOCO Grandio OA2 1723528
VOCO Grandio OA3 1709643
VOCO Grandio Incisal 1712283
VOCO Grandio BL 1701254
Dentsply Ceram.X Universal |Al 1703001235
Dentsply Ceram.X Universal |A2 1707000334
Dentsply Ceram.X Universal |A3 1707000296
Dentsply Ceram.X Universal |A3,5 1707000496
Dentsply Ceram.X Universal |A4 1702000155
Dentsply Ceram.X Universal |BW 1703000767
Heraeus Venus Diamond Al 010049A
Heraeus Venus Diamond A2 010066A
Heraeus Venus Diamond A3 K010072
Heraeus Venus Diamond A3,5 010046A
Heraeus Venus Diamond Ad 010045A
Heraeus Venus Diamond B2 010037A
Heraeus Venus Diamond B3 010030A
Heraeus Venus Diamond C2 010040A
Heraeus Venus Diamond D3 010030A
Heraeus Venus Diamond BL 010040A
Heraeus Venus Diamond OXDC 010028A




8 Anhang

72

Tabelle 8: Endwerte der Versuche mit Dentsply Ceram.X Universal und S. mutans bzw. S. sanguinis

Material Farbe |Bakterium [Min. [1st Qu. Median [3rd Qu. [Max.
Dentsply Ceram.X Universal |[Al S. mutans ~ 10.26 035  |0.51 0.68 1.03
Dentsply Ceram.X Universal |Al S. sanguinis 1033 10.85  |1.33 1.82 4.36
Dentsply Ceram.X Universal |A2 S. mutans ~10.18 1035 |0.56 0.66 1.17
Dentsply Ceram.X Universal |A2 S. sanguinis 10.39 10.64  |0.98 1.24 3.08
Dentsply Ceram.X Universal |[A3 S. mutans  10.21 1032 ]0.56 0.81 1.24
Dentsply Ceram.X Universal |A3 S. sanguinis  10.26 1071 |1.19 1.67 3.4
Dentsply Ceram.X Universal |[A3,5 |S. mutans  0.13 ]0.28  |0.47 0.56 1.52
Dentsply Ceram.X Universal |A3,5 |S. sanguinis |0.18 0.51  ]0.94 1.15 1.91
Dentsply Ceram.X Universal |A4 S. mutans 1049 1097 |1.1 1.26 3.01
Dentsply Ceram.X Universal |A4 S. sangninis |0 0.48 10.86 1.55 1.77
Dentsply Ceram.X Universal BW  |S. mutans 0.5 ]0.87  |0.98 1.06 2.08
Dentsply Ceram.X Universal BW  |S. sanguinis  |0.04 0.5 0.59 0.91 1.58
Heraeus Venus Diamond Al S. mutans  10.31 |0.66  |1.02 1.13 1.92
Heraeus Venus Diamond Al 8. sanguinis  |0.64 |1.17  |1.49 2.15 291
Heraeus Venus Diamond A2 S. mutans 1024 10.46  |0.79 1.14 1.51
Heraeus Venus Diamond A2 S. sanguinis  10.78 |1.51  |2.09 2.99 4.9
Heraeus Venus Diamond A3 S. mutans ~ 10.19 1047 0.6 0.83 1.52
Heraeus Venus Diamond A3 8. sanguinis 077 11.09  |1.54 2.23 4.82
Heraeus Venus Diamond A35 |8, mutans 0.13 |0.42 |0.64 0.91 4.36
Heraeus Venus Diamond A35 |8, sanguinis  |0.71 |1.15 1.68 2.07 3.51
Heraeus Venus Diamond A4 S. mutans /0.3 10.43  |0.61 0.68 1.66
Heraeus Venus Diamond A4 S. sanguinis  10.41 10.64  |0.91 1.59 2.54
Heraeus Venus Diamond B2 S. mutans ~ 10.34 1058  [1.01 1.27 1.48
Heraeus Venus Diamond B2 S. sanguinis 10.63 |1.18  |1.43 1.85 3.9
Heraeus Venus Diamond B3 S. mutans 1023 10.49  |0.67 1.12 1.68
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Material Farbe |Bakterium [Min. [1st Qu. Median [3rd Qu. [Max.
Heraeus Venus Diamond B3 S. sanguinis  10.28 |1.25  |1.89 2.48 3.72
Heraeus Venus Diamond BL S. mutans  10.27 0.4 0.72 0.82 1.45
Heraeus Venus Diamond BL S. sanguinis 10.27 10.68  |0.88 1.36 3.87
Heraeus Venus Diamond C2 S. mutans ~10.17 1035 |0.53 0.98 3.4
Heraeus Venus Diamond C2 S. sanguinis  10.27 10.84  |1.29 1.96 2.68
Heraeus Venus Diamond D3 S. mutans  10.26 |0.58  ]0.82 1.21 2.87
Heraeus Venus Diamond D3 S. sanguinis  10.16 |0.75  ]0.94 1.09 291
Heraeus Venus Diamond OXDC|S. mutans  |0.27 10.45  0.64 0.77 1.91
Heraeus Venus Diamond OXDC|S. sanguinis  10.56 10.77  0.91 1.22 1.38
VOCO Grandio Al S. mutans 1029 1053 |0.81 0.9 1.52
VOCO Grandio Al S. sanguinis  10.49 |0.62  |1.02 1.21 2.38
VOCO Grandio A2 S. mutans 018 10.62  |0.82 1.05 1.86
VOCO Grandio A2 8. sanguinzs |0.14 10.71  10.92 1.11 2.21
VOCO Grandio A3 S. mutans 044 0.6 0.75 1.33 1.59
VOCO Grandio A3 S. sanguinis  10.31 |0.44  ]0.66 1.26 2.52
VOCO Grandio A3)5 |8, mutans 0.15 0.4 0.78 0.98 1.28
VOCO Grandio A35 S, sanguinis  10.27 10.59  ]0.84 1.28 2.08
VOCO Grandio A4 S. mutans 0.1 10.37  0.85 1.14 1.94
VOCO Grandio A4 8. sanguinis 10.08 10.27  0.41 0.81 3.23
VOCO Grandio B1 S. mutans 041 10.73  10.92 1.08 243
VOCO Grandio B1 S. sanguinis  10.21 |0.36  |0.84 1.05 1.97
VOCO Grandio B2 S. mutans 1044 1072 |0.99 1.2 24
VOCO Grandio B2 S. sanguinis 1026 1053 |0.69 1.48 2.78
VOCO Grandio B3 S. mutans 1041 1073 0.98 1.1 1.88
VOCO Grandio B3 8. sanguinis 1026 10.36  0.53 0.89 1.84
VOCO Grandio BL S. mutans 1021031 0.5 0.71 1.2
VOCO Grandio BL S. sanguinis 0.3 |1.08  |1.44 1.67 3.23
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Material Farbe |Bakterium [Min. [1st Qu. Median [3rd Qu. [Max.
VOCO Grandio C2 S. mutans  10.39 10.57  10.96 1.23 1.68
VOCO Grandio C2 S. sanguinis 10.09 1032 |0.53 0.75 243
VOCO Grandio C3 S. mutans  10.13 0.6 0.75 1.13 1.32
VOCO Grandio C3 S. sanguinis 10.07 1022  |0.44 0.6 1.43
VOCO Grandio D2 S. mutans  10.31 10.62  |0.81 1.38 2.6
VOCO Grandio D2 S. sanguinis  10.73 |1.01  |1.35 2.33 3.6
VOCO Grandio D3 S. mutans ~ 10.39 10.59  10.69 1.39 2.53
VOCO Grandio D3 S. sanguinis 1046 10.88  |1.3 1.81 2.89
VOCO Grandio Incisal |S. mutans  |0.45 1059  |0.7 1.02 1.65
VOCO Grandio Incisal |S. sanguinis 10.21 0.62  |0.94 1.58 2.55
VOCO Grandio OA2 |8 mutans 032 0.6 1.12 1.39 3.18
VOCO Grandio OA2 |S. sanguinzs  |0.37 10.94  |1.21 1.8 2.89
VOCO Grandio OA3,5 |S. mutans  |0.24 10.58  0.77 0.87 3.49
VOCO Grandio OA3,5 |S. sanguinzs 032 10.79  10.92 1.69 3.04
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