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1 Einleitung 

Die Mundhygienefähigkeit von Patienten in kieferorthopädischer Behandlung ist oft einge-

schränkt, da insbesondere die festsitzenden kieferorthopädischen Apparaturen Retentionsni-

schen für Speisereste und Bakterien bilden und es infolgedessen zur Ausbildung eines stär-

keren oralen Biofilms auf den Zahn- und Bracketoberflächen kommt. Die kieferorthopädi-

schen Ligaturenringe aus hochelastischem Material dienen neben den Drahtligaturen der Be-

festigung des Bogens im Bracketschlitz. Auch diese Ligaturenringe stellen zusätzliche Ni-

schen für Bakterien dar. Eine suffiziente Mundhygiene ist für den Patienten nur mit erhebli-

chem Aufwand möglich. Schmelzdemineralisationen in Form von White-Spot-Läsionen so-

wie Entzündungen des Zahnfleisches und Zahnhalteapparates sind mögliche Folgen, die bei 

unzureichender Mundhygiene auftreten können.  

Es gibt verschiedene Möglichkeiten, die Bildung von White-Spot-Läsionen während der kie-

ferorthopädischen Behandlung zu verhindern. In der Kariesprophylaxe sollten Maßnahmen 

wie die mechanische Biofilmentfernung, Mundhygiene-Instruktionen, professionelle Zahn-

reinigungen sowie die Applikation von Fluoriden und anderen antimikrobiellen Agenzien 

kombiniert werden. Bedeutender Nachteil dieser Methoden zur Prävention von Deminera-

lisationen ist die Abhängigkeit von der Mitarbeit der Patienten. Den meist jugendlichen Pa-

tienten fehlt häufig das Interesse an der täglichen Pflege der Apparaturen, weshalb in vielen 

Fällen bei der häuslichen Mundhygiene keine ausreichend effektive und vollständige Entfer-

nung des Biofilms erreicht werden kann.  

Zusätzlich zu den individuellen Mundhygienemaßnahmen wären deshalb antimikrobiell 

wirksame kieferorthopädische Materialien von erheblichem Nutzen. Metalle wie Silber, Bis-

mut und Kupfer sind für ihre antibakterielle Wirksamkeit bekannt und werden in der Medizin 

und Lebensmittelindustrie vielseitig eingesetzt. Diverse Studien über die Verwendung dieser 

Metalle in Kombination mit dentalen Werkstoffen lieferten bereits vielversprechende Ergeb-

nisse. In der vorliegenden In-vitro-Studie sollte deshalb die antimikrobielle Wirkung von Sil-

ber und Bismut als Oberflächenbeschichtung von Ligaturenringen auf Streptococcus mutans, 

den Leitkeim der Kariespathogenese, untersucht werden.  
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2 Literaturübersicht 

2.1 Orale Biofilme 

2.1.1 Entstehung und Morphologie von Biofilmen 

Alle Hart- und Weichgewebe der Mundhöhle sind normalerweise von Biofilmen bedeckt. 

Diese Biofilme sind ubiquitär und neben anderen Virulenzfaktoren verantwortlich für die 

Entstehung von Karies und parodontalen Entzündungen (Loesche 1986; Whittaker et al. 

1996; Hannig und Hannig 2009; Jafer et al. 2016). Biofilme sind ökologische Lebensgemein-

schaften von Mikroorganismen, die in einer Matrix aus extrazellulärem polymerem Material 

eingebettet vorliegen (Wimpenny et al. 2000). Sie entstehen, wenn Mikroorganismen sich an 

Grenzflächen zwischen zwei verschiedenen Phasen ansiedeln (Hannig und Hannig 2009) 

und sind vorzugsweise in wässrigen Systemen zu finden (Marsh und Bradshaw 1995; Win-

gender 1999; Karatan und Watnick 2009). Die extrazelluläre Matrix aus polymeren Molekü-

len wird von den Bakterien selbst synthetisiert und dient unter anderem der dauerhaften und 

festen Anheftung auf der Grenzfläche, dem sogenannten Substrat (Wingender 1999; Flem-

ming et al. 2007; Flemming und Wingender 2010).  

Auf einer keimfreien Zahnoberfläche, die in der Mundhöhle exponiert wird, verläuft die Bio-

filmentstehung in verschiedenen Stadien: zunächst erfolgt die Anheftung von Speichelgly-

koproteinen an die Zahnoberfläche, die acquired pellicle (Schmelzoberhäutchen) wird gebildet 

(Armstrong 1967; Armstrong 1968; Siqueira et al. 2012). Es folgt die reversible unspezifische 

Bakterienadhäsion mit schwachen, weitreichenden physiko-chemischen Interaktionen zwi-

schen der Zelloberfläche und der Pellikel (Cowan et al. 1987; van Loosdrecht und Zehnder 

1990b; Nobbs et al. 2011). Im Anschluss an die reversible Bakterienadhäsion kommt es zu 

einer stärkeren, Adhesin-Rezeptor-vermittelten spezifischen Anheftung, die im weiteren 

Verlauf zur Co-Adhäsion (Bindung planktonischer Bakterien an bereits adhärente Bakterien) 

und Co-Aggregation (Bindung genetisch verschiedener Bakterien in der planktonischen 

Phase) weiterer Bakterien an bereits gebundene Zellen führt (van Loosdrecht und Zehnder 

1990b; Kolenbrander et al. 1993; Kolenbrander et al. 2006). 

Die sogenannte acquired pellicle ist ein ca 0,1-1,3 μm dicker azellulärer Film und besteht aus 

Speichelglykoproteinen, Muzinen und zellfreien Enzymen (Hannig 1999a; Hannig 1999b; 

Yao et al. 2001; Hannig et al. 2005a). Die initiale Pellikel-Bildung erfolgt innerhalb von we-

nigen Minuten (Al-Hashimi und Levine 1989; Hannig 1999b; Lendenmann et al. 2000) und 

vermittelt die Wechselwirkung zwischen festem Substrat, oralen Flüssigkeiten und Mikroor-

ganismen (Whittaker et al. 1996; Siqueira et al. 2012; Lee et al. 2013). Der schnellen ersten 

Phase der Pellikel-Bildung schließt sich die Phase der kontinuierlichen Adsorption von Pro-

tein-Aggregaten aus dem Speichel an (Hannig 1999b; Lee et al. 2013). Die Pellikel-Bildung 
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unterliegt einer hohen Selektivität – nur ein Bruchteil der im Speichel vorhandenen Proteine 

ist in der Pellikel zu finden (Al-Hashimi und Levine 1989; Hannig und Joiner 2006). Stathe-

rin, Histatin und prolinreiche Proteine sind Phosphoproteine mit hoher Affinität zu Hydro-

xylapatit und zählen zu den ersten adsorbierten Proteinen auf der Zahnoberfläche (Hay 1973; 

Jensen et al. 1992; Lamkin et al. 1996; Yao et al. 2001; Li et al. 2004b). Sie werden auch 

Pellikel-Vorläufer-Proteine genannt (Hay 1973). Des Weiteren zählen Albumin, α-Amylase, 

Carboanhydrase II, S-IgA, IgG, IgM, Laktoferrin, Lysozym sowie Kohlenhydrate, Lipide 

und Aminosäuren zu den Bestandteilen der Pellikel (Sönju und Glantz 1975; Mayhall und 

Butler 1976; Slomiany et al. 1986; Al-Hashimi und Levine 1989; Rykke et al. 1990; Yao et al. 

2001; Li et al. 2004b; Siqueira et al. 2012).  

Die Adsoprtion der Proteine auf dentalen Oberflächen ist das Resultat verschiedener gleich-

zeitig auftretender Wechselwirkungen unterschiedlicher Reichweite (Norde 1986; Gibbins et 

al. 2014). Van-der-Waals- und Coulomb-Kräfte haben mit 50-100 nm die größte Reichweite, 

hydrophobe Wechselwirkungen mit 10-50 nm eine mittlere und elektrostatische sowie Säure-

Base-Wechselwirkungen, ionische Bindungen, kovalente Bindungen und Wasserstoffbrü-

ckenbindungen eine geringe Reichweite von unter 5 nm (Verwey 1947; Derjaguin und 

Landau 1993; van Oss 2003; Hannig und Hannig 2009; Gibbins et al. 2014) Laut van Oss 

(2003) sind die Säure-Base- oder auch Elektronen-Akzeptor/Donator-Wechselwirkungen 

die vorherrschenden Kräfte unter den nicht-kovalenten Bindungen.  

Die Zusammensetung der Pellikel unterliegt permanenten Veränderungen, die auf Enzym-

aktivitäten zurückzuführen sind, welche Proteine abbauen oder modifizieren (Siqueira et al. 

2012; Lee et al. 2013). Laut Hannig et al. (2009) sind die Transaminasen Aspartat-Aminot-

ransferase (AST) und Alanin-Aminotransferase (ALT) an der intrinsischen Reifung der Pel-

likel-Proteine maßgeblich beteiligt. Die reife Pellikel ist ambivalent. Auf der einen Seite fun-

giert sie als Gleitmittel, Erosionsschutz und Puffer für den Zahnschmelz (Slomiany et al. 

1986; Hannig et al. 2004; Hannig und Hannig 2014) und wirkt über die Proteine Lactoferrin, 

Cystatin und Lysozym direkt antibakteriell (Hannig et al. 2005b; Hannig und Joiner 2006; 

Deimling et al. 2007; Hannig et al. 2009). Auf der anderen Seite weist die acquired pellicle einige 

Eigenschaften auf, die die bakterielle Adhäsion erleichtern (Slomiany et al. 1986; Meurman 

und Frank 1991; Hannig und Joiner 2006). Einige Komponenten der Pellikel, wie zum Bei-

spiel Amylase, Prolinreiche Proteine, Mucin MG2, Fibrinogen und Lysozym, dienen als spe-

zifische Rezeptoren für die anschließende bakterielle Anheftung (Scannapieco et al. 1989; 

Scannapieco et al. 1993; Douglas 1994; Rogers et al. 1998). 

Die Bakterienadhäsion an der ausgereiften Pellikeloberfläche ist ein phasenweise ablaufender 

Prozess. Die fünf Stadien der bakteriellen Biofilmbildung sind 1) die initiale Adhäsion, 2) das 

Wachstum und die Matrixbildung, 3) die Reifung und Strukturierung, 4) die Dispersion/De-

tachment  5) und das Loslösen in planktonischer Phase (siehe Abbildung 1) (Busscher und 

Weerkamp 1987; van Loosdrecht et al. 1990a; van Loosdrecht und Zehnder 1990b; Scheie 

1994; Bos et al. 1999; Teughels et al. 2006; Aguayo und Bozec 2016). 
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Abbildung 1: Phasen der Biofilmentstehung (Monroe 2007) 

Der Transport zur Materialoberfläche erfolgt meist passiv über Brown’sche Molekularbewe-

gungen (van Loosdrecht et al. 1990a; Teughels et al. 2006). Das zweite Stadium der Biofilm-

bildung ist die initiale, reversible Adhäsion der Bakterien (Heller et al. 2016). Innerhalb von 

24 Stunden wird die Pellikel von vorwiegend grampositiven, fakultativ anaeroben Kokken 

und Stäbchen kolonisiert (Listgarten 1994; Rosan und Lamont 2000; Li et al. 2004a). Zu den 

ersten kolonisierenden Bakterien zählen Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis 

und Streptococcus gordonii (Gibbons und Houte 1975; Socransky et al. 1977; Syed und Loesche 

1978; Theilade et al. 1982; Nyvad und Kilian 1990; Diaz et al. 2006). Sie werden als Erstbe-

siedler bezeichnet (Nyvad und Kilian 1987; Nyvad und Kilian 1990). Die Adhäsion erfolgt 

über verschiedene molekulare Wechselwirkungen (Cowan et al. 1987; Nobbs et al. 2009; 

Heller et al. 2016). Es sind hauptsächlich physikalische Kräfte wie hydrophobe Wechselwir-

kungen, Van-der-Waals-Kräfte, Wasserstoff- und Kalziumbrücken sowie elektrostatische 

Wechselwirkungen und Säure-Base-Reaktionen beteiligt (Gibbons und Houte 1975; Nyvad 

und Fejerskov 1987; Whittaker et al. 1996; Dalton und March 1998; Palmer, Jr. et al. 2003; 

Nobbs et al. 2009). Die initiale, reversible Bakterienadhäsion vollzieht sich vorzugsweise in 

Bereichen mit Oberflächenunregelmäßigkeiten, wo die Mikroorganismen gegen Scherkräfte 

geschützt sind (Quirynen et al. 1993; Teughels et al. 2006). 

Die irreversible, spezifische Adhäsion erfolgt durch metabolische, chemische und genetische 

Kommunikation zwischen den Bakterien. Nach der initialen Anlagerung der Pionierbakte-

rien verstärken sich mit der Zeit vor allem die spezifischen Rezeptor-Adhäsin-Bindungen 

zwischen Bakterien und Pellikel-Oberfläche (Cowan et al. 1987; van Der Mei et al. 2008; 

Nobbs et al. 2009). Zudem wird dieses Stadium der Biofilm-Bildung hauptsächlich durch die 



2 Literaturübersicht  5 

 

Co-Aggregation von Bakterien in Suspension und durch Co-Adhäsion zwischen suspendier-

ten und bereits im Biofilm vorkommenden Bakterien bestimmt (Gibbons und Nygaard 1970; 

Kolenbrander et al. 1993; Kolenbrander und London 1993; Whittaker et al. 1996; Kolen-

brander et al. 2006; Kolenbrander et al. 2010). Auch die bakterielle Produktion extrazellulärer 

Polysaccharide führt sowohl zur verstärkten Adhäsion des Biofilms an den oralen Oberflä-

chen als auch zur vermehrten Anheftung neuer Bakterien (Schilling und Bowen 1992; Flem-

ming et al. 2007; Koo et al. 2010). 

Während unter den Pionierbakterien der primären Adhäsion vorwiegend grampositive, fa-

kultativ anaerobe Kokken und Stäbchen zu finden sind, folgt in der sekundären Adhäsion 

nun die Besiedlung mit grampositiven und -negativen Stäbchen sowie fusiformen Bakterien 

(Listgarten et al. 1975; Socransky et al. 1977; Marsh et al. 2003; Zijnge et al. 2010). Mit Zu-

nahme der Zellschichten sinken sowohl die Sauerstoffkonzentration als auch der pH-Wert – 

der orale Biofilm enthält zunehmend anaerobe und säuretolerante Mikroorganismen (Syed 

und Loesche 1978; Burne 1998; Marsh 2004; Takahashi und Nyvad 2008; Jakubovics und 

Kolenbrander 2010; Marsh et al. 2011). Neben der Erweiterung der bakteriellen Vielfalt ge-

winnt auch die räumliche und funktionelle Organisation der Mikroorganismen stetig an Aus-

prägungsgrad (Kolenbrander 1989; Kolenbrander et al. 2002; Marsh 2004; Zijnge et al. 2010). 

Um sich den wechselnden Umgebungsbedingungen anpassen zu können bedarf es eines in-

terbakteriellen Informationsaustausches. Diese Kommunikation der Bakterienzellen erfolgt 

mittels Diffusion von Signalmolekülen und wird auch als quorum sensing bezeichnet (Bassler 

et al. 1997; Miller und Bassler 2001; Marsh 2004; Waters und Bassler 2005; ten Cate 2006; Li 

und Tian 2012). Die von den Bakterienzellen abgegebenen Signalmoleküle lösen bei Über- 

oder Unterschreitung eines bestimmten Schwellenwertes genetische Regulationsprozesse aus 

und führen so zur Expression spezifischer Gene (Kaplan und Greenberg 1985). Die Bakte-

rien sind in der Lage, mithilfe des quorum sensing Prozesse zu koordinieren, die nur durch das 

Zusammenspiel mehrerer Bakterienspezies effizient sind. Hierzu zählen unter anderem die 

Bildung definierter Biofilmarchitekturen sowie die Ausprägung und Vermehrung der bakte-

riellen Virulenzfaktoren (Passador et al. 1993; Fuqua et al. 1994; Davies et al. 1998; Novick 

und Muir 1999; Vuong et al. 2000; Rutherford und Bassler 2012; Parashar et al. 2015). Mit 

Ausreifung des Biofilms kann auch ein horizontaler Genaustausch zwischen den Bakterien 

erfolgen und den Mikroorganismen eine Veränderung ihres Phänotyps ermöglichen (Håvar-

stein et al. 1995; DuPont 1997; Madsen et al. 2012). 

Ein weiteres Stadium der Biofilmentwicklung ist das sogenannte Detachment-Phänomen. 

Hierbei kommt es zur Ablösung einiger Mikroorganismen des Biofilms (Stewart 1993; Stood-

ley et al. 2001). Ein Teil der Bakterien des Biofilms sind in der Lage, Enzyme zu produzieren, 

welche die Adhäsine der Bakterienzelloberfläche oder Bestandteile der Biofilm-Matrix hyd-

rolysieren, wodurch die Adhäsin-Rezeptor-Verbindung sowie die schützende Wirkung der 

Matrix aufgelöst wird und so andere Oberflächen der Mundhöhle neu kolonisiert werden 

können (planktonische Phase) (Cavedon und London 1993; Lee et al. 1996; Kaplan 2010). 

Das Detachment-Phänomen spielt bei der Übertragung von Infektionen und Erregern, wie 
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beispielsweise des kariogenen Keimes Streptococcus mutans von der Mutter auf das Kind, eine 

wichtige Rolle (Lee et al. 1996; Stoodley et al. 2001; Gripp und Schlagenhauf 2002; Kaplan 

2010). 

2.1.2 Physiko-chemische Faktoren der bakteriellen Adhäsion 

Die irreversible Bakterienadhäsion auf Oberflächen ist eine Vorraussetzung für die Biofilm-

bildung und wird durch verschiedene physikalische und chemische Faktoren beeinflusst 

(Marsh und Bradshaw 1995). Insbesondere in der initialen Phase der Bakterienadhäsion sind 

Wechselwirkungen zwischen Mikroorganismen und Substrat von entscheidender Bedeutung. 

Diese Wechselwirkungen werden neben hydrodynamischen Scherkräften, Temperatur und 

pH-Wert entscheiden durch Faktoren wie das Zeta-Potenzial, die Oberflächenrauheit, die 

Hydrophobizität sowie die freie Oberflächenenergie (SFE, surface free energy) bestimmt (McEl-

downey und Fletcher 1986; Weerkamp et al. 1988; Quirynen et al. 1990; Cowan et al. 1992; 

Ahn et al. 2009; Rashid 2014).  

Das Zeta-Potenzial ist das elektrostatisch wirksame Potenzial an der Grenzfläche von Parti-

keln in Suspension und ist abhängig von der Ionenkonzentration der Flüssigkeit, der Polarität 

der adsorbierten Ionen sowie der Ladung der Materialoberfläche. Änderungen des pH-Wer-

tes führen ebenfalls zu Änderungen des Zeta-Potenzials (Kinnari et al. 2009). Laut 

Weerkamp et al. (1988) ist ein erhöhtes Zeta-Potenzial mit einer verminderten Bakterienad-

häsion verknüpft. Ein weiterer Parameter, der die bakterielle Adhäsion beeinflusst, ist die 

Oberflächenrauheit (Ahn et al. 2009; Yeo et al. 2012; Rashid 2014). Die mittlere Rauheit Ra 

stellt das arithmetische Mittel des Oberflächenprofils dar und wird in der Einheit m ange-

geben (Quirynen und Bollen 1995; Bollen et al. 1997; Kappert und Eichner 2005; Ahn et al. 

2009). In der Literatur konnte eine stärkere bakterielle Adhäsion auf rauen Oberflächen den-

taler Werkstoffe im Vergleich zu besser polierten, glatteren Oberflächen festgestellt werden 

(Einwag et al. 1990; Kawai und Urano 2001; Sainan et al. 2016). Für Titan wird eine mittlere 

Rauheit Ra von 0,2 m als Grenzwert angegeben. Unterhalb dieses Wertes kann durch Poli-

tur keine weitere Reduktion der bakteriellen Adhäsion erreicht werden (Bollen et al. 1997). 

Zur Bestimmung der mittleren Rauheit kommen als Oberflächenmesstechniken die 2D-Pro-

filometrie bzw. Tastschnittmessung sowie die dreidimensionale Oberflächenmessung mit-

hilfe des Weitwinkel-Konfokalmikroskops zum Einsatz (Wennerberg et al. 1996; Mustafa et 

al. 2001; Kocher et al. 2002; Xia et al. 2012). 

Ein weiterer wesentlicher Faktor, der die bakterielle Adhäsion bestimmt, ist die Hydrophobi-

zität als Maß für den Ausprägungsgrad der Hydrophobie von Stoffen (Atkins 2013). Die 

bakterielle Anlagerung ist zum einen von der Hydrophobie der Materialoberfläche und zum 

anderen von der Hydrophobie der Protein- oder Bakterienoberfläche abhängig. Hydrophobe 

Bakterien adhärieren bevorzugt an ebenfalls hydrophoben Materialien und umgekehrt be-

vorzugen hydrophile Bakterien eine hydrophile Materialoberfläche (Quirynen et al. 1990; 
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Quirynen und Bollen 1995; An und Friedman 1998; Morgan und Wilson 2001; Xu und Sied-

lecki 2014; Song et al. 2015). An hydrophilen Oberflächen kommt es vermehrt zu Wasser-

anlagerungen, wodurch die Proteinadsorption erschwert ist. Auf hydrophoben Oberflächen 

kann demnach eine stärkere Ansammlung von Proteinen festgestellt werden (Norde 1986; 

Vassilakos et al. 1992; Vassilakos et al. 1993; Lindh 2002). Die Hydrophilie wird beispiels-

weise über Kontaktwinkelmessungen mit verschiedenen Messflüssigkeiten auf der Oberflä-

che der Testmaterialien bestimmt. Bei der Kontaktwinkelmessung wird der Winkel zwischen 

Materialoberfläche und einem auf diese Oberfläche auftreffenden Tropfens der Messflüssig-

keit ermittelt (siehe Abbildung 2) (Freie Oberflächenenergie - KRÜSS GmbH 2017). In den 

meisten Fällen steht die Hydrophobie in enger Korrelation zur freien Oberflächenenergie, 

indem es mit steigender Hydrophobizität zu einer Abnahme der freien Oberflächenenergie 

kommt (van Loosdrecht et al. 1987a; van Loosdrecht et al. 1987b).  

Die freie Oberflächenenergie (SFE, ) beschreibt die Grenzflächenspannung von zwei Stof-

fen beliebiger Phase und wird basierend auf SI-Einheiten in mJ/m2 oder in mN/m angege-

ben. Sie ist vergleichbar mit der Oberflächenspannung bei Flüssigkeiten (Freie Oberflächen-

energie - KRÜSS GmbH 2017). Die freie Oberflächenenergie wird anhand der Kontaktwin-

kelmessung ermittelt (Busscher et al. 1984). Anfang des 19. Jahrhunderts beschrieb Thomas 

Young mit der Young’schen Gleichung (S = SL + L  cos) den Zusammenhang zwischen 

der freien Oberflächen Oberflächenenergie des Festkörpers (S), dem Kontaktwinkel (), 

der Oberflächenspannung der Flüssigkeit (L) sowie der Grenzflächenspannung (SL) zwi-

schen Festkörper und Flüssigkeit. Zur Berechnung der freien Oberflächenenergie anhand 

der Methode nach Owens, Wendt, Rabel und Kaelble erfolgte zudem die Aufteilung der 

jeweiligen Oberflächenspannungen in einen dispersen (d) und einen polaren (p) Anteil (S = 

S
d + S

p) (Freie Oberflächenenergie - KRÜSS GmbH 2017).  

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Kontaktwinkelmessung eines liegenden Tropfens (Freie Oberflä-

chenenergie - KRÜSS GmbH 2017) 
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In der Literatur wird berichtet, dass sich Bakterien in höherem Maße auf hochenergetischen 

Oberflächen ansammeln und dort ebenfall fester binden. So kommt es auch auf oralen Ober-

flächen mit hoher freier Oberflächenenergie bevorzugt zu einer Adhäsion oraler Mikroor-

gansimen, da diese meist selbst eine hohe freie Energie besitzen. Eine Reduktion der freien 

Oberflächenenergie auf oralen Oberflächen könnte demnach zu einer Reduktion der bakte-

riellen Besiedelung und Biofilmbildung führen (Norde 1986; Weerkamp et al. 1988; Quiry-

nen et al. 1990; Quirynen und Bollen 1995; Arvidsson et al. 2004; Mabboux et al. 2004; 

Teughels et al. 2006). Einige Studien berichten jedoch, dass die Rauheit über einem Ra von 

0,2 m einen größeren Einfluss auf die bakterielle Adhäsion zu haben scheint als die freie 

Oberflächenenergie (Quirynen et al. 1990; Grössner-Schreiber et al. 2001; Teughels et al. 

2006; Bürgers et al. 2010).  

2.1.3 Rolle der Mutans-Streptokokken in der Karies-Entstehung 

Neben den Parodontopathien ist Karies die weltweit häufigste bakterielle Infektionskrank-

heit (Helöe und Haugejorden 1981; Edman et al. 2016). Die Kariesentstehung und              -

entwicklung wird zum einen durch die Nahrungszusammensetzung und Frequenz der Nah-

rungsaufnahme und zum anderen durch die Stoffwechselaktivität der oralen Bakterienflora 

bestimmt (Frostell 1969; Khoo et al. 2005; Bernabé et al. 2016). Die Zusammen-setzung der 

oralen Mikroflora hat eine entscheidende Auswirkung auf die Entstehung und Progression 

kariöser Läsionen. Neben Laktobazillen wird insbesondere Streptococcus mutans als Leitkeim 

der Kariesentstehung betrachtet (Hamada und Slade 1980; Loesche 1986; Legéňová und 

Bujdáková 2015). 

Streptokokken sind unbewegliche, grampositive Bakterien. Morphologisch stellen sie sich als 

kugelige bis eiförmige Zellen dar, die in gewundenen Ketten angeordnet sind (Miller 1890). 

Streptococcus mutans zählt zu den Streptokokken der Mutansgruppe, deren natürliches Biotop 

der Rachenraum ist. Neben Streptococcus mutans sind Streptococcus sobrinus, Streptococcus rattus, 

Streptococcus cricetus, Streptococcus downeii, Streptococcus ferus und Streptococcus macacae weitere Ver-

treter der Mutansgruppe (Coykendall 1974). Alle Streptokokkenspezies sind fakultativ anae-

rob (Abbe et al. 1991). Streptococcus mutans wurde bereits 1924 als ein Hauptverursacher den-

taler Karies identifiziert (Clarke 1924; Hamada und Slade 1980). Seine Virulenz ist auf unter-

schiedliche Eigenschaften zurückzuführen: die Fähigkeit zur Adhäsion, Säure-produktion 

und Säuretoleranz (Schilling und Bowen 1992; Dashper und Reynolds 1996; Svensäter et al. 

1997; Banas 2004; Krzyściak et al. 2014). Die Adhäsion wird über Oberflächenadhäsine für 

Glykoproteinstrukturen der acquired pellicle und über spätere Vernetzung mit anderen Primär-

kolonisierern vermittelt (Whittaker et al. 1996). Nach Adhäsion am Schmelzoberhäutchen ist 

Streptococcus mutans in der Lage, mithilfe der Glykosyltransferase aus Saccharose der Nahrung 

unlösliche extrazelluläre Polysaccharide (Glucane) zu produzieren, die zum einen die Adhä-

sion an die Pellikel unterstützen und zum  anderen dem Bakterium selbst sowie anderen 

Bakterienarten als Substratspeicher und Lebensraum dienen (Schilling und Bowen 1992; Koo 
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et al. 2010). Des Weiteren konnte Miller (1890) erstmals den Zusammenhang zwischen der 

bakteriellen Milchsäureproduktion und Karies-entstehung herstellen. Im Rahmen eines fer-

mentativen Stoffwechsels baut das Bakterium ebenfalls mithilfe der Glykosyltransferase die 

Oligosaccharide der Nahrung zu Lactat ab – es kommt zu einem deutlichen Abfall des pH-

Wertes (Miller 1890; Jensen et al. 1982; Loesche 1986; de Soet et al. 2000; Thaweboon et al. 

2007). Die demineralisierende Milchsäure führt dann zum Herauslösen von Kalzium- und 

Phosphationen aus dem Zahnschmelz (Clarke 1924; West und Joiner 2014). Wenn Frequenz 

und Rate der Milchsäureproduktion die natürliche Remineralisation übersteigen, kommt es 

zu einer dauerhaften Demineralisation, die im weiteren Verlauf bei längerfristigem Unter-

schreiten des kritischen pH-Wertes von 5,5-5,3 zur Kavitation führen kann (Arends und ten 

Cate 1981; Takahashi und Nyvad 2008). Ein saures Umgebungsmilieu kann sich jedoch nicht 

nur schädigend auf die Zahnhartsubstanz auswirken, sondern auch auf die Mikroorganismen 

des oralen Biofilms. Es kann zur Versäuerung des intrazellulären Zytoplasmas mit anschlie-

ßendem Verlust der glykolytischen Enzymaktivität sowie zur strukturellen Schädigung der 

Zellmembran, Proteine und bakterieller DNA kommen (Lindahl und Nyberg 1972; Klung-

land und Yang 2016). Säuretolerante Bakterienspezies sind in der Lage, mithilfe verschiede-

ner Mechanismen ihre bakterielle DNA zu schützen oder im Falle einer Schädigung zu repa-

rieren (Svensäter et al. 1997; Cotter und Hill 2003; Cox 2007). Die Säuretoleranz bestimmter 

Bakterienspezies, darunter auch Streptococcus mutans, stellt daher einen bedeutenden Virulenz-

faktor dar, der zur Progression kariöser Läsionen beiträgt (Belli und Marquis 1991). Es 

konnte gezeigt werden, dass Bakterien im Biofilm eine signifikant höhere Säuretoleranz auf-

weisen als die gleiche Spezies in planktonischer Form (Welin-Neilands und Svensäter 2007). 

2.1.4 Folgen der Biofilmbildung in der kieferorthopädischen Therapie 

Auch in der kieferorthopädischen Behandlung mit festsitzenden Apparaturen stellt die Bio-

filmbildung eine Herausforderung an den Behandler dar. Schmelzdemineralisationen in 

Form von White-Spot-Läsionen sowie gingivale und parodontale Erkrankungen sind häufige 

ungewollte Nebeneffekte der festsitzenden Apparaturen und können bereits im Zeitraum 

von vier Wochen nach Therapiebeginn manifest werden (O’Reilly und Featherstone 1987; 

Ogaard et al. 1988; Lovrov et al. 2007; Bergstrand und Twetman 2011; Richter et al. 2011). 

Durch die Eingliederung der Brackets und Bögen werden zusätzliche Retentionsnischen und 

Prädilektionsstellen geschaffen, die zu einer erhöhten Akkumulation von Bakterien bei 

gleichzeitig erschwerter Mundhygiene führen (Balenseifen und Madonia 1970; Gwinnett und 

Ceen 1979; Büyükyilmaz und Øgaard 1995; Atack et al. 1996). Auch die physiologischen 

Selbstreinigungsmechanismen werden durch die festsitzenden Apparaturen beeinträchtigt 

(Srivastava et al. 2013). Der Biofilm entsteht vorzugsweise unter Bändern (Forsberg et al. 

1991) und am Übergang vom Bracket zum Schmelz (Gwinnett und Ceen 1979). Auch die 

Art der Ligation hat laut Forsberg et al. (1991) einen Einfluss auf die Bakterienakkumulation. 

So wiesen Patienten mit elastischen Ligaturen deutlich mehr Bakterien im dentalen Biofilm 
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auf als Patienten mit Stahlligaturen (Forsberg et al. 1991). Nicht nur die bakterielle Akkumu-

lation wird begünstigt, sondern auch die Speichelzusammensetzung wird zugunsten der säu-

reproduzierenden Bakterienspezies verändert (Corbett et al. 1981; Maret et al. 2014). Wäh-

rend der aktiven Behandlungsphasen konnten erhöhte Anzahlen an Streptococcus mutans und 

Lactobazillen im Speichel und im dentalen Biofilm nachgewiesen werden (Mattingly et al. 

1983; Rosenbloom und Tinanoff 1991; Jordan und LeBlanc 2002; Andrucioli et al. 2012; 

Moolya et al. 2014). Neben der Speichelzusammensetzung spielen auch individuelle Fakto-

ren, wie die Kohlenhydratzufuhr, Mundhygiene, Schmelzstruktur sowie Speichelzusammen-

setzung und -fließrate eine entscheidende Rolle bei der Biofilm-Entstehung (Frostell 1969; 

Khoo et al. 2005; Selwitz et al. 2007; Srivastava et al. 2013; Bernabé et al. 2016), die im 

weiteren Verlauf zur kariösen Läsion des Zahnes führen kann (Marsh 2010). 
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2.1.5 Präventionsmaßnahmen in der Kieferorthopädie 

Es gibt verschiedene Möglichkeiten, die Bildung von White-Spot-Läsionen und Gingivitiden 

während der kieferorthopädischen Behandlung zu reduzieren. Bei der Karies-prophylaxe 

werden Maßnahmen wie die mechanische Biofilmentfernung, Mundhygiene-Instruktionen, 

professionelle Zahnreinigungen sowie die Applikation von Fluoriden und anderen antimik-

robiellen Agenzien vereint (Harvey und Powell 1981; O’Reilly und Featherstone 1987; 

Ogaard et al. 1988; Geiger et al. 1992; Srivastava et al. 2013). Die mechanische Biofilment-

fernung durch den Patienten erfolgt mit Zahnbürsten, Zahnpasta sowie weiteren Hilfsmit-

teln wie Zahnseide, Monobüschel- und Interdentalbürsten zur effektiven Reinigung sowohl 

der Brackets als auch der Interdentalräume und stellt die Grundlage der Kariesprävention 

dar (Ogaard et al. 1988; Kossack und Jost-Brinkmann 2005). Bei vollständiger und gründli-

cher Entfernung der Beläge kann die Kariesentstehung verhindert werden (Bellini et al. 

1981). Häufig erfolgt jedoch bei der häuslichen Mundhygiene keine ausreichend effektive 

und vollständige Entfernung des Biofilms, da die durchschnittlich aufgewendete Zeit für die 

Mundhygiene oftmals weniger als eine Minute beträgt (Saxer et al. 1998). Um dennoch eine 

erfolgreiche Kariesprävention zu erreichen, sollten die Defizite der häuslichen Mundhygiene 

durch professionelle Zahnreinigungen ausgeglichen werden (Huber et al. 1987; Holmen et 

al. 1988).  

Eine weitere Säule der Kariesprophylaxe bilden die Fluoridierungsmaßnahmen. Insbeson-

dere der Bereich des Bracketumfeldes, der bei der Befestigung der Brackets einer De-mine-

ralisation ausgesetzt wurde, sollte bei der Fluoridierung sehr gründlich behandelt werden 

(O’Reilly und Featherstone 1987; Baka et al. 2015). Die Applikation von Fluoriden in ver-

schiedenen Formen wie Mundspüllösungen, Zahnpasten, hochdosierten Lacken und als Be-

standteil von Adhäsiven beeinträchtigen den Bakterienstoffwechsel der karies-verursachen-

den Bakterien (ten Cate und van Loveren 1999), erhöhen die Widerstandsfähigkeit von 

Schmelz und Dentin (ten Cate 1997) und können auf diese Weise maßgeblich zur Prävention 

von White-Spot-Läsionen beitragen (O’Reilly und Featherstone 1987; Geiger et al. 1988; 

Geiger et al. 1992; Bergstrand und Twetman 2011). 

Bedeutender Nachteil der zuvor genannten Methoden zur Prävention von White-Spot-Läsi-

onen ist die Abhängigkeit von der Compliance der Patienten (Geiger et al. 1988; Geiger et 

al. 1992; Hadler-Olsen et al. 2012). Zusätzlich zu den individuellen Mundhygiene-maßnah-

men sind deshalb präventive Maßnahmen, die unabhängig von der Mitarbeit der Patienten 

stattfinden, erstrebenswert und notwendig. Antiadhäsive und antibakterielle Oberflächen-

modifikationen könnten die Bakterienadhäsion deutlich reduzieren und so unerwünschte 

Nebenwirkungen wie Demineralisationen und Entzündungen der Gingiva verhindern 
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2.2 Antimikrobielle Strategien bei dentalen Werkstoffen 

Biofilm-assoziierte infektiöse Erkrankungen machen mehr als 80% der bakteriellen In-fekti-

onen aus. Antiseptika wie Chlorhexidin-Präparate oder Delmopinol dienen bereits seit vielen 

Jahren der Prävention von Infektionen in der Mundhöhle (Heyden 1970; Mandel 1988; Clay-

don et al. 1996; Arweiler et al. 2003; Baehni und Takeuchi 2003). Löe und Schiott (1970) 

zeigten während ihrer 21-tägigen Studie, in der die Probanden nicht die Zähne putzten, dass 

die Verwendung einer 0,2%igen Chlorhexidin-Mundspüllösung die Ent-stehung und Ent-

wicklung von Plaque und Gingivitis vollständig verhindern konnte. Die Chlorhexidin-Mole-

küle adsorbieren an der Schmelzoberfläche direkt oder am Schmelzoberhäutchen und ver-

hindern auf diese Weise die Bakterienadhäsion (Rölla und Melsen 1975). In hohen Konzent-

rationen zeigt Chlorhexidin auch eine direkte bakterizide Wirkung durch Schädigung der 

bakteriellen Zellmembran (Meurman 1988). Bakterien, die Teil eines ausgereiften oralen Bio-

films sind, besitzen jedoch andere virulente Eigenschaften im Vergleich zu ihrer planktoni-

schen Form. Bakterien im Biofilm erwiesen sich als deutlich weniger empfänglich für anti-

mikrobielle Substanzen als planktonische Zellen (Larsen und Fiehn 1996; Wilson et al. 1996). 

Zaura-Arite et al. (2001) zeigten in ihrer Studie, dass die Wirksamkeit antimikrobieller Sub-

stanzen auf einen ausgereiften Biofilm nur auf die äußersten Schichten begrenzt ist. Des 

Weiteren demonstrierten Pratten et al. (1998), dass sich Bak-terien nach einer Chlorhexidin-

Behandlung schnell wieder erholen. Demnach scheint die Wirksamkeit antimikrobieller 

Agenzien auf einen ausgereiften Biofilm begrenzt zu sein.  

Der orale Biofilm bildet nicht nur die Grundlage der oralen Infektionskrankheiten, sondern 

stellt gleichzeitig ein Bakterienreservoir für chronische Erkrankungen im gesamten Körper 

bereit (Beck et al. 1996; Li et al. 2000; Al Kawas et al. 2012; Nilson et al. 2016). Die Mikro-

organismen im Biofilm reagieren nur schwach auf konventionelle Antibiotika und sind durch 

die interzelluläre Kommunikation in der Lage, Antibiotikaresistenzen zu entwickeln und über 

einen horizontalen Gentransfer auf andere Bakterienspezies im Biofilm zu übertragen (Klein 

1947; Arthur und Courvalin 1993; Davies 1994; Høiby et al. 2010). Anti-biotika greifen 

hauptsächlich an vier bakteriellen Zielpunkten an: Zellwandsynthese, bak-terielle Proteinbio-

synthese sowie bakterielle Translation und DNA-Replikation (Thrum 1977; Walsh 2000). 

Bakterielle Resistenzen können sich jedoch bereits innerhalb einiger Monate gegen alle vier 

Angriffsmechanismen ausbilden (Davies 1996; Walsh 2000). Die Mechanismen der Resis-

tenzbildung beinhalten Enzyme wie Beta-Laktamse und Amino-glykoside, Modifikationen 

von Zellkomponenten wie Zellwand und Ribosomen sowie  Effluxpumpen, die eine Resis-

tenz gegen viele Antibiotika ermöglichen (Bryan 1988; Jarlier et al. 1988; Shaw et al. 1993; Li 

et al. 2015). Die Vermeidung der Bakterienadhäsion an Biomaterialien mit daraus resultie-

render Biofilmbildung ist daher ein wesentlicher Aspekt in der Entwicklung dentaler und 
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medizinischer Materialien. Die aktuelle Forschung konzentriert sich hierbei auf die Entwick-

lung anti-adhäsiver und antibakterieller Oberflächen (Gottenbos et al. 2002; Müller et al. 

2007; Hannig und Hannig 2009). 

Antimikrobielle Nanopartikel als Alternative zu Antibiotika gewinnen in den letzten Jahren 

immer mehr an Bedeutung. Neben den anorganischen metallhaltigen Nanopartikeln ex-istie-

ren auch diverse organische Nanopartikel, die eine große Bandbreite an anti-mikrobiellen 

Wirkungsspektren aufweisen. Die Inkorporation von Nanopartikeln darf die chemischen 

und physikalischen Eigenschaften und somit die klinische Verwendung jedoch nicht beein-

trächtigen. Des Weiteren müssen sowohl die antimikrobiellen und anti-adhärenten Eigen-

schaften als auch die Sicherheit der Nanopartikel über einen klinisch relevanten Zeitraum 

sichergestellt werden. 

2.2.1 Nanopartikel – Eigenschaften und Grundlagen 

Nanopartikel sind unlösliche Teilchen mit einer Größe von bis zu 100 nm (Cushing et al. 

2004). Im Vergleich zu größeren Partikeln besitzen Nanopartikel ein größeres Oberfläche-

zu-Volumen-Verhältnis, was zum einen den Vorteil einer besseren Interaktion mit mikro-

biellen Membranen bedeutet und zum anderen die Abgabe von wirksamen Ionen be-günstigt 

und damit die bakterizide bzw. bakteriostatische Wirkung verstärkt (Morones et al. 2005; 

Verran et al. 2007). Besonders die Nanopartikel mit einer Partikelgröße von 1-10 nm binden 

an die Zellmembran und stören so die physiologischen Funktionen wie Permeabilität und 

Zellatmung (Kawabata et al. 1987; Yong 2015). Die Schädigung der Membran tritt ein, wenn 

sich die Nanopartikel elektrostatisch mit der Zellwand verbinden und so eine Veränderung 

des Membranpotenzials, der Membrandepolarisation und den Verlust der Zellintegrität be-

wirken. Es kommt zu einem Ungleichgewicht der bakteriellen Transportmechanismen, einer 

Beeinträchtigung der Zellatmung, Unterbrechung der Signalweitergabe bis hin zur Zell-Lyse 

und dem Zelltod (Lok et al. 2006). Ein weiterer Vorteil der geringen Partikelgröße von Na-

nopartikeln ist die höhere Mobilität und die damit einhergehende bessere Bioverfügbarkeit. 

Die Nanopartikel können ins Innere der Bakterienzelle penetrieren und dort an stickstoff-, 

sauerstoff- oder schwefelhaltige Elektronendonorgruppen, die in der Bakterienzelle in Form 

von Aminen, Hydroxylen, Phosphaten, Imidazolen und Thiolen vorkommen, binden (Feng 

et al. 2000; Morones et al. 2005; Eckhardt et al. 2013). Einige Studien machen zusätzlich 

darauf aufmerksam, dass auch die Herstellungsmethode und die Form der Nanopartikel Ein-

fluss auf den antimikrobiellen Effekt haben (Pal et al. 2007; Weir et al. 2008). Zusätzlich zu 

der direkten Interaktion mit der bakteriellen Membran bilden Nanopartikel reaktive Sauer-

stoffspezies (ROS). Diese ROS platzen und üben einen starken oxidativen Stress auf alle 

Makromoleküle der bakteriellen Zelle aus. Es kommt zur Veränderung von Proteinen, Inak-

tivierung von Enzymen und Schäden der bakteriellen RNA und DNA. In hohen Konzent-

ration führen die ROS zum Zelltod, in niedrigeren Dosen verursachen sie starke DNA-Schä-

den und Mutationen (Chairuangkitti et al. 2013; Fu et al. 2014; Quinteros et al. 2016). Den 
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zahlreichen Vorteilen der Nanopartikel sind jedoch auch einige Nachteile und Kritikpunkte 

gegenüberzustellen. Insbesondere die hohe Bioverfügbarkeit und mögliche toxische Wir-

kung ist als kritisch anzusehen, da me-tallische Nanopartikel Zell- und Organgrenzen passie-

ren und über das Blut- und Lymph-system im gesamten Organismus verteilt werden können 

(Oberdörster et al. 2005). Laut Sharma et al. (2009) können die Nanopartikel eine toxische 

Wirkung auf das Nervensystem ausüben. Auch eine mögliche Verteilung in der Umwelt ist 

als kritisch zu bewerten und kann zu Problemen in Abwasser und Klärschlamm führen (Giao 

et al. 2017). 

2.2.2 Anorganische Nanopartikel 

Metalle und Metalloxide sind für ihr antibakterielles Potenzial bekannt. Zu den meist ver-

breiteten anorganischen Nanopartikeln mit antimikrobieller Wirksamkeit zählen Silber, Ei-

senoxide, Titanoxide, Kupferoxide und Zinkoxide. Die meisten Metalloxid-Nanopartikel 

wirken über die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies oder über die Abgabe von Metallionen 

und führen zu einer Auflösung der bakteriellen Zellmembran mit Penetration ins Zell-innere 

und Zerstörung der intrazellulären Bestandteile. Aufgrund der bioziden und anti-adhärenten 

Eigenschaften wurden metallhaltige Nanopartikel bereits in Kombination mit unterschiedli-

chen dentalen Werkstoffen und an diversen oralen Grenzflächen untersucht (Abou Neel et 

al. 2015). Neben Silber konnte auch die Wirksamkeit von Bismut-Nanopartikeln gegen Strep-

tococcus mutans und die Biofilm-Bildung nachgewiesen werden (Hernandez-Delgadillo et al. 

2012). 

2.2.3 Silber 

Silber ist bereits seit vielen Jahren für seine antimikrobielle Wirksamkeit gegen ein breites 

Spektrum von Mikroorganismen bekannt (Berger et al. 1976; Rai et al. 2009) und wird in der 

Medizin unter anderem bei der Wunddesinfektion von Verbrennungen und derma-tologi-

schen Entzündungen sowie in der Wasser-Desinfektion verwendet (Clement und Jarrett 

1994; Elliott 2010). Während der genaue antimikrobielle Wirkmechanismus in der Literatur 

noch diskutiert wird, scheint sicher zu sein, dass Silber-Nanopartikel mit kleinem Durchmes-

ser eine deutlich effektivere antimikrobielle Wirkung aufweisen als Silberpartikel mit größe-

rem Durchmesser (Morones et al. 2005). Bei den Wirkmechanismen werden die Desintegra-

tion der bakteriellen Zellmembran, die Penetration in das Zellinnere sowie die Zerstörung 

intrazellulärer Bestandteile genannt. Es wird angenommen, dass die antimikrobielle Wirk-

samkeit der Nanopartikel über Wechselwirkungen mit schwefelhaltigen Pro-teinen der Zell-

membran vermittelt wird. Es resultieren Störungen der Energiegewinnung, Desintegrationen 

der Membranstruktur sowie der Austritt und Verlust intrazellulärer Bestandteile (Feng et al. 

2000; Lok et al. 2006). Sondi und Salopek-Sondi (2004) zeigten in ihrer Studie über die Wir-
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kung von Silber auf Escherichia coli, dass Silber-Nanopartikel die Permeabilität der Zellmemb-

ran erhöhen und die Atmungskette unterbrechen konnten. Andere Studien verweisen auf das 

Silberion als antimikrobiell wirksames Agens (Feng et al. 2000). Das Silberion bildet mit 

Schwefelverbindungen der Enzyme oder Proteine ein Mercaptit, eine sehr schwer lösliche 

Silber-Schwefelverbindung, und blockiert so die Funktion zahlreicher Proteine der Bakteri-

enzelle. Zusätzlich können die Silberionen direkt mit der bakteriellen DNA interagieren und 

die bakterielle Replikation verhindern. Es kommt also zur Komplexierung von Membranen, 

Enzymen, Proteinen und Nukleinsäuren und somit zur Inhibierung des Bakteriums (Feng et 

al. 2000; Morones et al. 2005; Eckhardt et al. 2013). Auch die Bildung reaktiver Sauerstoffspe-

zies wird in der Literatur als möglicher antimikrobieller Wirkmechanismus diskutiert (Quin-

teros et al. 2016). Silber in mikro-kristalliner Form oder in Form von Nanopartikeln wurde 

vor allem als Mittel gegen antibiotikaresistente Keime untersucht (Pal et al. 2007; Leid et al. 

2012; Eckhardt et al. 2013). Es konnte gezeigt werden, dass bereits geringe Konzentrationen 

von Silberionen die Ad-häsion von Staphylococcus epidermidis über einen längeren Zeitraum 

verhindern konnten (Wang et al. 2016). Das breite Wirkspektrum und die diversen Angriffs-

mechanismen der Nanopartikel erschweren die Resistenzbildung der Bakterien, die nur über 

viele Mutationen erfolgen könnte (Pal et al. 2007).  

In der Literatur werden jedoch auch mögliche Nachteile der Verwendung von Silber-Nano-

partikeln diskutiert. So konnten bereits bakterielle Plasmide nachgewiesen werden, die Resis-

tenzen gegen Silber übertragen (Silver 2003). Des Weiteren sollte intensiver geprüft werden, 

ob Silber-Nanopartikel in der Lage sind, den gesamten Biofilm zu zerstören oder lediglich 

auf planktonische Zellen wirken (Sheng et al. 2015). Mit dem immer breiteren Einsatzspekt-

rum der Nanopartikel werden auch Bedenken über mögliche Gesundheitsschäden der Men-

schen sowie Schädigungen der Umwelt geäußert. Aufgrund der geringen Partikelgröße kön-

nen die Silbermoleküle in die menschlichen Zellen eindringen und dort zu zahlreichen Schä-

den führen (Greulich et al. 2011; Liz et al. 2015). Die mögliche Zytotoxizität und Genotoxi-

zität werden deshalb bereits intensiv geprüft (Zhang et al. 2014). Ein möglicher grundlegen-

der Mechanismus, der die Zytotoxizität vermittelt, ist die bereits erwähnte Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies (Chairuangkitti et al. 2013). Diese ROS können menschliche und tierische 

Zellen, darunter auch Immunzellen, schädigen als auch Umweltschäden verursachen (Fu et 

al. 2014; Liz et al. 2015). 

Die antibakterielle Wirkung von Silber wurde bereits auf unterschiedlichen dentalen Materi-

alien untersucht. Bürgers et al. (2009) verglichen unbehandelte Komposit-Probekörper mit 

Probekörpern mit 0,3% und 0,6% Silber-Additiven und konnten auf den unbehandelten Pro-

bekörpern eine drei- bis vierfach höhere Bakterienadhäsion feststellen im Vergleich zu den 

Silber-Probekörpern. Zudem wurden signifikant mehr membrangeschädigte Zellen auf den 

silberhaltigen Materialien detektiert. Auch Yoshida et al. (1999b) zeigten in ihrer Studie, dass 

Komposit-Materialien in Kombination mit Silber das Bakterienwachstum inhibieren können. 

Nicht nur in Kombination mit Komposit, sondern auch auf Titan-Implantaten konnte die 

antimikrobielle Wirkung von Silber demonstriert werden. Wang et al. (2016) modifizierten 
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Titan-Oberflächen mit Silber-Nanopartikeln und zeigten, dass die modifizierten Oberflächen 

einen Einfluss auf die Expresssion von Biofilm-assoziierten Genen der Testkeime Staphy-

lococcus aureus und Staphylococcus epidermidis ausüben und auf diese Weise die bakterielle Adhä-

sion und Biofilmbildung hemmen. Des Weiteren wurde demonstriert, dass die Inkorporation 

von Silber-Nanopartikeln als wirksames Antiinfektivum gegen anheftende und planktonische 

Bakterien anzusehen ist.  

2.2.4 Bismut 

Bismut mit seinen antimykotischen und antiproliferativen Eigenschaften findet in der Medi-

zin bereits seit mehr als 200 Jahren Verwendung (Bierer 1990). Ende des 19. Jahr-hunderts 

war Bismut Bestandteil von Wundpulvern und seit den 1920er Jahren wurde Bismut bei der 

Therapie von Syphillis eingesetzt (Gross 1923; Salvador et al. 2012). Bismutverbindungen, 

meist in Form von kolloidalem Bismutsubzitrat und Bismutsubsalizylat, werden bei der Be-

handlung von  duodenalen Ulcera, Gastritis und diversen Diarrhö-Formen eingesetzt (Du-

Pont 1987; Konturek et al. 1987a; Konturek et al. 1987b). Einen weiteren Anwendungsbe-

reich stellt die Behandlung von mukosalen und dermalen Infektionen dar (Miller und 

Delaney 1949).  

Die antibakterielle Wirkung von Bismut in der Mundhöhle wurde bereits in einigen Studien 

untersucht. Gosau et al. (2015) beschichteten Titan-Implantatoberflächen mit nano-kristalli-

nem Silber, Kupfer und Bismut, um anschließend die Oberflächeneigenschaften, Biokompa-

tibilität und den antimikrobiellen Effekt zu beurteilen. Sowohl die Silber- als auch die Bis-

mutbeschichtung zeigten keine Zytotoxizität und konnten als zufriedenstellend biokompati-

bel eingestuft werden. Im Vergleich zu Kupfer und Silber zeigte Bismut in   dieser Studie 

sogar einen überlegenen antimikrobiellen Effekt auf Staphylococcus epidermidis. Chen et al. 

(2010) verwendeten Bismutsubsalizylat als antibakteriellen Zusatzstoff in einem Calzium-

Phosphat-Zement und konnten eine gute antimikrobielle Wirksamkeit gegen Staphylococcus 

aureus feststellen. Hernandez-Delgadillo et al. (2012) prüften in ihrer Studie die antibakterielle 

Wirkung von Bismut auf Streptococcus mutans im Vergleich zu Chlorhexidin und konnten ähn-

lich gute Werte für beide Agenzien ermitteln. In einer weiteren Studie von Hernandez-

Delgadillo et al. (2013) konnte auch die antimykotische Wirksamkeit von Bismut gegen 

Candida albicans sowie die Anti-Biofilm-Aktivität nachgewiesen werden. Bezüglich des bio-

chemischen Wirkmechanismus wird vermutet, dass die positiv geladenen Me-tallionen eine 

elektrostatische Verbindung mit der negativ geladenen bakteriellen Zellmembran eingehen 

und es dadurch zu Schäden und Perforationen der Zellmembran mit anschließender Zerstö-

rung intrazellulärer Bestandteile kommt (Stratton et al. 1999; Hernandez-Delgadillo et al. 

2012; Hernandez-Delgadillo et al. 2013). 

Bismut scheint demnach ein vielversprechender Werkstoff mit guter antibakterieller Wirk-

samkeit bei gleichzeitig guter Biokompatibilität zu sein. Es sollten jedoch weitere Studien 
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durchgeführt werden, die sich noch intensiver mit der Toxizität sowie dem genauen Wirk-

mechanismus beschäftigen.  

2.3 Beschichtungsverfahren 

Für die vorliegende Versuchsreihe wurden die Silber- und Bismutbeschichtungen in Koope-

ration mit dem Fraunhofer-Institut für Grenzflächen- und Bioverfahrenstechnik IGB mittels 

Magnetronsputtern durchgeführt. Das Magnetronsputtern zählt zu der Gruppe der PVD-

Verfahren (Physical Vapour Depositon/ physikalische Gasphasenabscheidung). Bei der physi-

kalischen Gasphasenabscheidung werden die Atome oder Moleküle des abzuscheidenden 

Stoffes im Vakuum auf das Substrat übertragen, ohne dabei eine chemische Umwandlung zu 

erfahren (Hacking et al. 2007). Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung des Ver-

fahrens. Das Sputtern wird in einer Argon-Atmosphäre durchgeführt. Bei niedrigem Druck 

wird eine Glimmentladung erzeugt, wobei die Stoffquelle, das sogenannte Target, als Ka-

thode dient. Die im Plasma enthaltenen hochenergetischen Argon-Ionen werden durch das 

elektrische Feld in Richtung der Stoffquelle beschleunigt. Durch den Aufprall der Ionen wer-

den Atome aus dem Target herausgeschlagen, die sich anschließend auf dem gegenüberlie-

genden Substrat abscheiden. Das Magnetfeld im Bereich des Targets zwingt die Elektronen 

in der Nähe des Targets zu einer spiralförmigen Bewegung entlang der Targetoberfläche und 

kann so die Erzeugung von Ionen stark erhöhen und auf einen Bereich nahe der Targetober-

fläche beschränken. Auf diese Weise wird die Effizienz des Prozesses deutlich gesteigert (Ji-

ang et al. 2013). 

 

  

Abbildung 3: Magnetronsputtern schematisch dargestellt (Schema einer Sputterkammer 2007) 
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Die Dicke der Beschichtung ist proportional zu der Abscheidungszeit und zu der Ent-la-

dungstromstärke (Said et al. 2010). Als Vorteile des Magnetronsputterns sind die einfache 

Steuerung und Reproduzierbarkeit des Abscheidungsprozesses zu nennen. Es erfolgt eine 

genaue Übertragung der chemischen Zusammensetzung des Targets auf die abgeschiedene 

Schicht (Hacking et al. 2007; Song et al. 2011; Uhm et al. 2014a). 

2.4 Werkstoffkundliche Aspekte der kieferorthopädischen 

Ligaturenringe 

Kieferorthopädische Ligaturenringe, die sogenannten Alastics, dienen während der festsit-

zenden kieferorthopädischen Behandlung der Befestigung der Drahtbögen im Bracketschlitz 

(siehe Abbildung 4) (Forsberg et al. 1991; Guimarães et al. 2013). Um dem Drahtbogen 

einen Bewegungsspielraum zur Kraftübertragung zu ermöglichen wird dieser nicht fix, son-

dern mithilfe der Alastics am Bracket befestigt.  

 

 

Abbildung 4: Kieferorthopädische Ligaturenringe zur Befestigung des Bogens am Bracket (Quelle: D. Witt, 

KFO, UMG)  

 

Bei den Ligaturenringen handelt es sich um Polyurethan-Polyester-Elastomerringe (TOC 

Orthodontic & Specialist Dental Supplies; Sani-Ties Elastomerics). Polyurethane gelten als 

vielseitige Kunststoffe, die in vielen verschiedenen Bereichen Verwendung finden, unter An-

derem als Elastomere (Kappert und Eichner 2005; Hübner 2012). Chemisch betrachtet ent-

halten alle Polyurethane Urethan-Bindungen, die in einer Polyadditionsreaktion aus Dialko-

holen, Polyethern  oder Polyestern und Diisocyanaten hergestellt werden (Wong 1976). 

Elastomere weisen bei Raumtemperatur ein gummielastisches Verhalten auf. Sie können sich 

unter einer einwirkenden Kraft stark verformen, ohne zu reißen, und nach Abklingen der 

Kraft wieder vollständig in den Ausgangszustand zurückkehren. Dieses Phänomen wird auch 

als „Memory Effekt“ bezeichnet (Kappert und Eichner 2005). Die Molekül-ketten liegen 
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bevorzugt in dem entropiereichsten, verknäulten Zustand vor. Sobald Zugkräfte auf die Mo-

lekülketten einwirken, werden diese gezwungen, ihren entropiereichen Zustand aufzugeben 

und sich in Richtung des Zuges anzuordnen. Beim Nachlassen der Zugkräfte kehren die 

Molekülketten wieder in den entropiereichen Ausgangszustand zurück (Hübner 2012). Die 

Dehnbarkeit ist durch den schwachen chemischen Verbund der Ketten untereinander mög-

lich. Bei äußerer Krafteinwirkung können die Ketten aneinander vorbeigleiten, ohne dass es 

zu einer irreversiblen Schädigung des Netzwerkes kommt (Kappert und Eichner 2005; Hüb-

ner 2012). Elastomere sind nicht schmelzbar und unlöslich in Lösungsmittel (Kappert und 

Eichner 2005).  

Die synthetischen Polyurethan-Elastomerringe gelten als abrasionsresistenter im Vergleich 

zu den natürlichen Gummis, verlieren jedoch nach einem gewissen Zeitraum in der Mund-

höhle ihre elastischen Eigenschaften und müssen ausgetauscht werden (Wong 1976; 

Guimarães et al. 2013; Martínez-Colomer et al. 2016). Die elastischen Ligaturenringe stellen 

zwar im Vergleich zu den Stahlligaturen eine einfache und effiziente Möglichkeit der Ligation 

dar, werden aber in der Literatur aufgrund der möglichen erhöhten Bakterien-akkumulation 

kontrovers diskutiert (Forsberg et al. 1991; Türkkahraman et al. 2005). Forsberg et al. (1991) 

stellten erhöhte Bakterienanzahlen bei Patienten mit elastischen Ligaturen fest, wohingegen 

Türkkahraman et al. (2005) keinen signifikanten Unterschied der quantitativen Bakterienad-

häsion demonstrieren konnten, jedoch auf erhöhte Blutungs-indizes aufmerksam machten. 

Der Verdacht auf einen engen Zusammenhang zwischen erhöhter Plaqueakkumulation an 

den Ligaturenringen und der Entstehung und Progression von Demineralisationen im Bra-

cketumfeld sowie Gingivitiden ist demnach naheliegend und sollte detailliert untersucht wer-

den. 

2.5 Methoden zur Visualisierung und Quantifizierung von Bakterien 

Es existieren diverse Verfahren, die der Quantifizierung und Visualisierung adhärenter Bak-

terien des oralen Biofilms dienen. Neben den klassischen Kultivierungsverfahren ermögli-

chen die Lichtmikroskopie oder die elektronenoptischen Verfahren einen Einblick in den 

bakteriellen Biofilm. Zudem gewinnen in den letzten Jahren floureszenzmikroskopische Me-

thoden in Kombination mit Vitalfärbeverfahren immer mehr an Bedeutung (Hannig et al. 

2010).  
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2.5.1 Klassische Kultivierungsverfahren 

Mikroskopie und Kultivierungsverfahren dienen dem direkten Erregernachweis im Labor 

(Messelhäußer 2010). Bei den klassischen Kultivierungsverfahren werden die Bakterien zu-

nächst auf künstlichen Nährmedien kultiviert und lassen sich anschließend als koloniebil-

dende Einheit (KBE) auszählen (Gates 1923; Messelhäußer 2010; Beldüz et al. 2017). Die 

Kulturmedien können flüssig, halbfest oder fest sein und enthalten Kohlenstoff, Stickstoff, 

Mineralsalze, Metalle, Wasser und Vitamine sowie Puffersubstanzen, die einen Erhalt des 

pH-Optimums der gesuchten Mikroorganismen gewährleisten und so eine Bakterienvermeh-

rung außerhalb des natürlichen Standortes ermöglichen (siehe Abbildung 5) (Messelhäußer 

2010). Feste Nährmedien enthalten zudem ein Verfestigungsmittel, beispielsweise Agar-

Agar. Zur Identifizierung der Bakterienspezies dienen neben morphologischen Kriterien 

auch spezifische biochemische und enzymatische Eigenschaften (Neumeister et al. 2009). 

Die manuellen Identifizierungssysteme verwenden hauptsächlich vier verschiedene Reakti-

onsarten. Bei pH-Wert-basierten Reaktionen kommt es infolge der Stoffwechselaktivität der 

Bakterien zu einer Veränderung des pH-Wertes, der mithilfe des Umschlags eines Farbindi-

kators visualisiert wird (Neumeister et al. 2009). Auch die Enzymaktivitäten der Bakterien 

stellen eine mögliche Grundlage der Bakterienidentifikation dar (Ölschläger 2007). Je nach 

untersuchtem Enzym wird ein entsprechendes farbloses Substrat verwendet, dessen Hydro-

lyse zur Bildung einer chromogenen Substanz führt (Junillon et al. 2014). Weitere Möglich-

keiten sind die Visualisierung des Bakterienwachstums anhand der Trübung des Substrats 

oder die Reduktion des Farbstoffs Tetrazoliumviolett bei der oxidativen Verstoffwechselung 

bestimmter Kohlenhydrate im Substrat (Junillon et al. 2014; Bommer und Ward 2016). Mit-

hilfe der klassischen Kulturverfahren werden ausschließlich stoffwechselaktive Bakterien er-

fasst. Zudem erfordert diese Methode einen sehr hohen Arbeits- und Zeitaufwand (Parahi-

tiyawa et al. 2010). 

 

 

Abbildung 5: Blutagar, beimpft mit Staphylococcus aureus. (Staphylococcus aureus auf Columbia-Agar 2011) 
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2.5.2 Mikroskopietechniken 

Es existieren diverse Mikroskopietechniken, die der Erfassung bakterieller Biofilme dienen. 

Mithilfe des klassischen Lichtmikroskops können Strukturen, die mit bloßem Auge nicht 

mehr sichtbar sind, dargestellt und betrachtet werden. Die Vergrößerungen des Lichtmikro-

skops werden durch optische Effekte erzeugt. Der Strahlengang beginnt unterhalb des Ob-

jektträgers an der Lichtquelle und erzeugt mithilfe des Objektivs zunächst ein optisch ver-

größertes Zwischenbild (reelles Zwischenbild), welches anschließend durch das Okular zu 

einem virtuellen Zwischenbild vergößert wird (Mißfeldt 2014). Am Mikroskop sind verschie-

dene Objektive mit unterschiedlichem Vergrößerungsfaktor befestigt, meist vierfachfach, 

zehnfach und vierzigfach. Die Präparate können maximal 1500-fach vergrößert werden 

(Mißfeldt 2014). Ein wichtiger Vorteil des Lichtmikroskops ist, dass die zu untersuchenden 

Zellen nichtinvasiv untersucht werden können. Es können also auch lebende  Zellen unter-

sucht werden. Die Präparate sollten dünn und lichtdurchlässig sein, um ein optimales Ergeb-

nis zu ermöglichen. Da die Auflösung an die Wellenlänge gekoppelt ist, liegt sie bei der Licht-

mikroskopie nur bei 0,2 bis 0,3 m, wohingegen das Elektronen-mikroskop Auflösungen bis 

zu 0,1 nm und Vergrößerungen um das 250.000-fache ermöglicht (Hannig et al. 2010; Lous-

sert et al. 2012). Die Fluoreszenzmiskroskopie stellt eine Sonderform der Lichtmikroskopie 

dar, die sich das Prinzip der Fluoreszenz zunutze macht. Bei der Fluoreszenzmiksoskopie 

werden Fluoreszenzfarbstoffe, sogenannte Fluorochrome, durch UV- und kurzwelliges Licht 

angeregt und emittieren dann wenig später selbst sichtbares Licht mit längerer Wellenlänge. 

Fluoreszenzmikroskope erfassen über eine Kombination von Filtern (Anregungsfilter und 

Emissionsfilter) selektiv nur das emittierte Licht. Abbildung 6 zeigt den Aufbau eines Flu-

oreszenzmikroskops. Das weiße Licht einer Xenon- oder Quecksilberdampflampe trifft auf 

den Anregungsfilter, der die Wellenlänge für die Anregung des Präparats herausfiltert. Das 

Licht wird im Inneren des Mikroskops von einem dichroitischen (dichromatischen) Spiegel 

reflektiert. Dichroitische Spiegel besitzen eine kritische Wellenlänge – Wellenlängen, die klei-

ner als die kritische Wellenlänge sind, werden reflektiert, Wellenlängen, die darüber liegen, 

werden vom Spiegel durchgelassen. Die kritische Wellenlänge liegt zwischen dem Anre-

gungs- und Emissionsmaximum des Präparats. Da das vom angeregten Präparat emittierte 

Licht stets energieärmer und lang-welliger ist, wird das Anregungslicht zum Präparat gelenkt 

und das emittierte Fluoreszenzlicht passiert den Spiegel und gelangt durch das Okular zum 

Detektor. Einige Stoffe sind autofluoreszent, andere können mit bestimmten Fluoreszenz-

farbstoffen angefärbt werden (Parahitiyawa et al. 2010). Anwendung findet die Fluorsezenz-

mikroskopie hauptsächlich in der morphologischen Untersuchung von Zellbestandteilen 

(Neumeister et al. 2009).  
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Abbildung 6: Aufbau des Fluoreszenzmikroskops (Fluoreszenzmikroskopie 2017)  

 

Zu den elektronenoptischen Verfahren zählt die Rasterelektronenmikroskopie (REM, engl.: 

Scanning Electron Microscope: SEM), das Environmental Scanning Electron Microscope 

(ESEM) sowie die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM). Die Verfahren unterschei-

den sich in Aufbau und Einsatzgebiet. Elektronenoptische Verfahren ermöglichen neben der 

reinen Visualisierung auch einen Einblick in die Ultrastruktur der Bakterien und ihrer Um-

gebung (Hannig et al. 2010).  

Mithilfe des Rasterelektronenmikroskops können Oberflächenstrukturen dreidimensional 

mit unterschiedlichen Bildauflösungen dargestellt werden (siehe Abbildung 7). Da der Ab-

bildungsvorgang im Hochvakuum stattfindet und die biologischen Proben nicht leitend sind, 

muss vor dem Abbildevorgang die Fixierung, Dehydratation und Beschichtung mit einem 

leitenden Material stattfinden (Samson et al. 1979; Fischer et al. 2012). Die Oberflächen der 

Proben dürfen dabei jedoch keinesfalls beschädigt werden. Die Raster-elektronenmikrosko-

pie eignet sich zwar für die Untersuchung festsitzender Biofilme oder Proteinschichten, die 

Evaluation verschiedener Bakterienspezies sowie die Differenzierung von Kokken, Stäbchen 

und Filamenten ist jedoch nur mithilfe zusätzlicher Antigentests möglich (Klainer und Bet-

sch 1970; Goldberg und Fišerová 2016). 
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Abbildung 7: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (5200x Vergrößerung) von S.sanguinis (in rot darge-

stellt) nach 2 Stunden Inkubation auf einem dentalen Zement Quelle: T. Wassmann, Zahnärztliche Prothetik, 

UMG) 

 

Das ESEM stellt eine Variante des Rasterelektronenmikroskops dar, bei der die vorbereiten-

den Maßnahmen wie Dehydratation, Fixation und Beschichtung nicht erforderlich sind, da 

sich in der Probenkammer kein Hochvakuum, sondern ein Gas zur Signalverstärkung befin-

det. Der vom ESEM ausgesandte Elektronenstrahl kann jedoch vitale und unfixierte Zellen 

schädigen und so zu Ungenauigkeiten in der dreidimensionalen Bilddarstellung führen (Berg-

mans et al. 2005). 

Im Vergleich zur Rasterelektronenmikroskopie wird bei der Transmissionsmikroskopie das 

Objekt vom Elektronenstrahl durchstrahlt. Hierfür sind jedoch ausreichend dünne Schnitte 
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der Objekte nötig. Der wichtigste Vorteil der Transmissionsmikroskopie ist die hohe Auflö-

sung auf bis zu 1 nm (Hannig et al. 2010). Um Artefakte und Schädigungen der Proben zu 

vermeiden, sind auch bei der Transmissionsmikroskopie aufwändige Vorbereitungen notwe-

nig (Bergmans et al. 2005; Palara et al. 2016). Die Rasterelektronenmikroskopie ermöglicht 

eine detaillierte Darstellung des dentalen Biofilms. Hannig et al. (2008) unter-suchten mithilfe 

der Rasterelektronenmikroskopie die Verteilung verschiedener Isoformen der Glykosyltrans-

ferase in den Schichten der dentalen Plaque. 

Die Rasterkraftmikroskopie oder auch Atomkraftmikroskopie erreicht eine vergleichbar gute 

Auflösung wie die Transmissionsmikroskopie und weist zudem den Vorteil auf, dass kein 

Vakuum für den Abbildevorgang benötigt wird. Mit der Atomkraftmikroskopie     können 

Membranproteine und Zellen direkt in der Pufferlösung dargestellt werden. Zudem lassen 

sich dynamische Prozesse wie strukturelle Veränderungen, die durch Wachstumsprozesse 

oder medikamentöse Wechselwirkungen verursacht werden, darstellen (Dufrêne 2008). Mei 

et al. (2011) verwendeten in ihrer Studie die Atomkraftmikroskopie zur Messung der Kraft, 

mit der Bakterien an unterschiedlich rauen Oberflächen haften.  

2.5.3 Fluochrome 

Bakterien lassen sich mit der DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol)-Färbung direkt anfärben. 

DAPI bindet bevorzugt an Adenin/Thymin (AT)-reiche Regionen der doppelsträngigen 

DNA vitaler und avitaler Zellen und fluoresziert bei Anregung mit ultraviolettem Licht. Die 

DAPI-Färbung eignet sich vor allem für die Visualisierung und Quantifizierung der anhef-

tenden Bakterien an Biomaterialien und oralen Oberflächen oder für die reine An-färbung 

von DNA, eine Differenzierung verschiedener Bakterienspezies ist jedoch nicht möglich 

(Grossgebauer et al. 1976; Schnedl et al. 1977; Hannig et al. 2007). Die Hoechst 33342-Fär-

bung wird ebenfalls spezifisch für die fluoreszenzbasierte Färbung der DNA fixierter und 

lebender Zellen eingesetzt (Chazotte 2011). Das zellgängige Fluochrom Hoechst 33342 wird 

mit ultraviolettem Licht angeregt und fluoresziert selbst im Wellenlängenbereich von 460 bis 

490 nm blau (siehe Abbildung 8) (Hoechst® 33342 Protocol for Imaging). Die Bindung des 

Farbstoffes erfolgt genau wie bei der DAPI-Färbung vorzugsweise an Adenin-Thymin-Re-

gionen (A-T) der zellulären DNA (Chazotte 2011; Zurek-Biesiada et al. 2013). 

Bei der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) werden Floureszenz-markierte Einzel-

strang-Oligonukleotidsonden verwendet, die sich an ribosomale RNA-Sequenzen anlagern 

(Amann et al. 1995). Durch Einsatz mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe können verschiedene 

RNA-Sequenzen und damit verschiedene Bakterienspezies sichtbar gemacht werden (Lische-

wski et al. 1996; Xu et al. 2016). Die zu untersuchenden Zellen müssen jedoch eine ausrei-

chend hohe Anzahl intakter Ribosomen aufweisen, weshalb sich die Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung nur auf vitalen Zellen anwenden lässt (Amann et al. 1995). 
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Bei der Untersuchung antimikrobiell wirksamer Substanzen oder Beschichtungen ist insbe-

sondere die Vitalität der Mikroorganismen von Bedeutung. Bestimmte Fluoreszenzfarbstoffe 

ermöglichen die Differenzierung von vitalen und avitalen Zellen. Bei der Vital-färbung zei-

gen die Färbeeigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe einen Zusammenhang zum physiolo-

gischen Zustand der Bakterien. Bakterien in der Wachstumsphase haben eine hohe Stoff-

wechselaktivität und fluoreszieren intensiver als ruhende Zellen. Es existieren bereits viele 

verschiedene Vitalfärbeverfahren. Für die Darstellung oraler Streptokokkenstämme eignet 

sich besonders die Kombination aus Syto 9 und Propidiumiodid (PI), die im BacLight Via-

bility Kit verwendet wird (siehe Abbildung 9 und 10) (Decker 2001). Der Vitalfarbstoff Syto 

9 besitzt die Fähigkeit, intakte Zellmembranen passiv zu überwinden und penetriert sowohl 

die vitalen als auch die avitalen Zellen (siehe Abbildung 9). In der Zelle verteilt sich der 

Farbstoff im Zytosol und bindet an die bakterielle DNA oder RNA und färbt diese an. Propi-

diumiodid penetriert ausschließlich beschädigte Zellen und weist ebenfalls starke Affinität 

zur bakteriellen DNA auf (siehe Abbildung 9) (Boulos et al. 1999). 

Weitere gängige Verfahren zur Darstellung vitaler Zellen sind unter anderem die Fluoro-gene 

Fluorescein-Diacetat, Carboxyfluorescein-Diacetat sowie das Farbmolekül Calcein (Escarilla 1966; 

Decker 2001; Iannetti et al. 2016). Neben Syto 9 besitzt auch Syto 17 eine starke Affinität 

zur DNA bzw. RNA und kann ebenfalls intakte Zellmembranen passieren (Tomonaga et al. 

2016). 

Alternativ zu Propidiumiodid stellt Ethidiumbromid ein gängiges Verfahren zur Anfärbung 

avitaler Mikroorganismen dar (Lepecq und Paoletti 1967). In der Literatur wird jedoch auf 

die mögliche mutagene Wirkung und Toxizität des Farbstoffes hingewiesen, weshalb Propi-

diumiodid gegenüber Ethidiumiodid als überlegen gilt. Propidiumiodid besitzt eine    gerin-

gere Polarität und damit höhere Affinität zur DNA (Sayas et al. 2015). 
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Abbildung 8: Färbung mit dem Fluochrom Hoechst 33342 (20x Vergrößerung); S. sanguinis auf Titanoberflä-

che nach 2 Stunden Inkubation 

 

 

Abbildung 9: links: Färbung mit dem Fluochrom Syto 9 (20x Vergrößerung); S. sanguinis auf Titanoberflächen 

nach 2 Stunden Inkubation; sowohl vitale als auch avitale Zellen werden gefärbt (grün); rechts: Färbung mit 

dem Fluochrom Propidiumiodid (20x Vergrößerung); S. sanguinis auf Titanoberflächen nach 2 Stunden Inku-

bation; ausschließlich avitale Zellen werden gefärbt (rot) 
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Abbildung 10: Digitale Überlagerungen der Aufnahmen mit Syto 9 und Propidiumiodid (20x Vergrößerung); 

aktive, vitale Zellen werden grün dargestellt; avitale, inaktive Zellen werden rot dargetsellt 

2.5.4 Grundlagen Lumineszenz 

Ein indirektes Verfahren zur Quantifizierung vitaler Mikroorganisemen stellt die Messung 

der relativen Lumineszenzintensitäten dar. Bei der Lumineszenz wird einem physikalischen 

System eine Energie von außen zugeführt, die nicht dem Wärmehaushalt des Körpers dient, 

sondern das System in einen angeregten Zustand versetzt. Das angeregte physikalische Sys-

tem emittiert daraufhin Licht. Findet zwischen der Absorption und Emission der Energie 

kein Aktivierungsprozess statt, spricht man von Fluoreszenz (Stanley 1989; Crouch et al. 

1993; Roda und Guardigli 2012). Bei der Biolumineszenz findet die Anregung des Systems 

durch chemische Reaktionen in lebenden Organismen statt und basiert häufig auf dem En-

zym Luziferase (McElroy und Ballentine 1944; McElroy 1947; Burkhardt und Heitmeier 

2008). Das Prinzip der Biolumineszenz beruht auf folgender Reaktionsgleichung: 

 

         Luciferase         

ATP+ Luciferin + O2   Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + Licht 
Mg2+ 

 

 

Das Enzym Luciferase katalysiert die Bildung von Licht aus ATP und Luciferin unter der 

Anwesenheit von Sauerstoff. Die emittierte Lichtintensität ist anschließend linear proporti-
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onal zur ATP-Konzentration und somit zur Konzentration metabolisch aktiver Zellen (Stan-

ley 1989; Crouch et al. 1993; Sánchez et al. 2013). Mithilfe dieses ATP-Nachweises lässt sich 

die funktionelle Integrität lebender Zellen überprüfen, da alle Zellen ATP zum Überleben 

und zum Erhalt ihrer spezifischen Zell-funktionen benötigen. Jede Form der Zellverletzung 

geht mit einem Abfall der zyto-plasmatischen ATP-Konzentration einher (Ludwicka et al. 

1985; Loimaranta et al. 1998; Garcez et al. 2013).  
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3 Ziel und Fragestellung 

Die Biofilmbildung auf Elastomerringen erhöht das Risiko für Karies und Parodontopathien. 

Deswegen wären kieferorthopädische Ligaturenringe mit antimikrobieller Wirkung von er-

heblichem klinischen Nutzen für betroffene Patienten. Bisher wurden die metallischen anti-

mikrobiellen Beschichtungen ausschließlich auf metallischen Werkstoffen untersucht. Ziel 

der vorliegenden Studie war es deshalb, die antimikrobielle Wirkung von Nano-Beschichtun-

gen aus Silber und Bismut auf den kieferorthopädischen Elastomerringen in vitro zu untersu-

chen.  

Folgende Fragestellungen sollten geklärt werden: 

1) Zeigen Ligaturenringe mit Beschichtungen aus Silber oder Bismut gegenüber unbe-

schichteten Referenzringen ein erhöhtes antimikrobielles Potenzial? 

2) Unterscheiden sich verschiedene Quantifizierungsmethoden im Nachweis der anti-

mikrobiellen Potenziale? 
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4 Material und Methoden 

In der vorliegenden In-vitro-Studie wurde der antimikrobielle Effekt von Silber- und Bis-

mutbeschichtungen von kieferorthopädischen Ligaturenringen auf die initiale Besiedlung mit 

Streptococcus mutans untersucht. Hierzu wurden zu Beginn die physiko-chemischen Eigen-

schaften (Rauheit und freie Oberflächenenergie) der Testoberflächen (Silberbeschichtung, 

Bismutbeschichtung und unbeschichtetes Polyurethan-Polyester-Elastomer) ermittelt. Im 

Rahmen einer Vorversuchsreihe wurden zunächst Fluoreszenzfärbungen mit dem Flu-

ochrom Thermo Scientific Pierce Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific Inc. 

(NYSE:TMO), Waltham, USA) und dem Live/Dead BacLight Bacterial Viability Kit 

(Molecular Probes, Eugene, USA) auf beschichteten Probekörpern durchgeführt und am 

Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ-X700 (Keyence Corporation, Osaka, Japan) ausgewer-

tet. Da eine fluoreszenzmikroskopische Quantifizierung und somit der Vergleich der Bakte-

rien-adhäsion auf den verschiedenen Beschichtungen aufgrund der starken Eigenfluoreszenz 

der Polyurethan-Polyester-Elastomer-Probekörper nicht möglich war, erfolgte in einer wei-

teren Vorversuchsreihe die Quantifizierung der Bakterien mithilfe des ViaLightTM Plus Cell 

Proliferation and Cytotoxicity BioAssay Kits (Lonza Group AG, Basel, Schweiz). Die Aus-

wertung erfolgte mittels Plattenreader FLUOstar Omega (BMG Labtech GmbH, Offenburg, 

Deutschland). Da sich das Lumineszenz-Assay in der Vorversuchsreihe als reproduzierbar 

und verlässlich erwies, folgten hierauf die Hauptversuche. Die Ergebnisse wurden anschlie-

ßend statistisch ausgewertet. Alle Versuchsreihen fanden unter semistatischen Bedingungen 

statt. Es wurde ein Monospezies-Biofilm mit kultivierten Streptococcus mutans-Bakterien 

(DSMZ-Nr. 20523 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 

Braunschweig, Deutschland) verwendet.  

 

4.1 Probekörper 

Für die Untersuchung wurden die runden Endstücke der Polyurethan-Polyester-Elastomer-

Sticks (Sani-Tie®-Elastomerringe, Dentsply Sirona, York, USA) mit einem Durchmesser 

von 10 mm und einer Höhe von 1,5 mm verwendet, an denen die eigentlichen kieferortho-

pädischen Ligaturen befestigt waren (siehe Abbildung 11 und 12). Die Endstücke und die 

Ligaturen waren aus einem Guss.   
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Abbildung 11: links: Polyurethan-Polyester-Elastomer-Sticks; rechts: Probekörper, gewonnen aus den Endstü-

cken der Sticks; von oben: unbeschichtet, mit Bismutbeschichtung, mit Silberbeschichtung 

 

 

Abbildung 12: Testoberflächen (von links: Silberbeschichtung, unbeschichtetes Gummi, Bismutbeschichtung) 

 

Die Probekörper wurden mit einer dünnen Schicht Silber bzw. Bismut mittels DC-Magnet-

ronsputtern (direct current magnetron sputtering; Gleichstromsputtern) beschichtet. Die Sputter-

anlage des Fraunhofer-Instituts für Grenzflächen- und Bioverfahrenstechnik IGB (siehe Ab-

bildung 13) enthält Vorrichtungen für zwei Targets, mit denen wahlweise unterschiedliche 

Beschichtugnen hergestellt werden können. Zudem enthält die Sputteranlage zwei Elektro-

den, die eine Plasmaaktivierung oder -reinigung vor dem eigentlichen Beschichtungsprozess 

ermöglichten. Die Stromversorgung für das Sputterverfahren erfolgte durch einen Gleich-

stromgenerator (PFG 2500 DC, Trumpf Hüttinger GmbH & Co. KG, Freiburg, Deutsch-

land). Im vorliegenden Versuchsaufbau wurde für die Plasmaaktivierung zunächst ein Ra-

diofrequenz-Plasma (13,67 MHz) mit einem AGC-5 Generators (Eni Power Systems, Inc., 

New York, USA) unter Impedanzanpassung (viking impedance matching network, Nye Company, 

Idaho, USA) erzeugt. Der Beschichtungsprozess lief bei ständigem Gasdurchfluss mit Argon 

(Ar) ab, der mittels Nadelventil geregelt wurde. Der Basisdruck sowie der Druck während 
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des Beschichtungsverfahrens wurden durch die Druckmesser Ionivac Granville-Phillips® ioniza-

tion vacuum gauge, Convectron Granville-Phillips® Pirani vacuum gauge sowie Baratron® capacitance 

manometer (MKS Instruments, Inc., Massachussetts, USA) stetig kontrolliert. Die Probekör-

per wurden für den Beschichtungsvorgang auf einem drehbaren Probenhalter platziert, der 

während des Beschichtungsprozesses drei verschiedene Positionen einnehmen konnte: die 

linke Position für Target A, die mittlere Position für die Plasmaaktivierung und die rechte 

Position für Target B. Auf diese Weise konnten alle Schritte des Beschichtungsverfahrens 

nahtlos durchgeführt werden ohne das Vakuum zu verlassen. Vor dem Beschichtungspro-

zess wurden alle Probekörper zunächst mit Isopropanol und deionisiertem Wasser im 1:1 

Verhältnis mit Ultraschallunterstützung gereinigt und anschließend getrocknet. Der gesamte 

Beschichtungsprozess fand im Vakuum statt. Nach dem Erreichen des Basisdrucks von 2.10-

6 mbar wurde das Argon in die      Sputteranlage geleitet und über den Gasdurchfluss der 

Prozessdruck von 6 µbar eingestellt. Es folgt die Plasmavorbehandlung für 1 Minute bei 

einer RF-Leistung von 40 W. Der Beschichtungsprozess wurde bei einer Stromstärke von 

0,4 A für 5 Minuten durchgeführt. 

 

 

Abbildung 13: Magnetronsputternanlage des Fraunhofer-Instituts für Grenzflächen- und Bioverfahrenstech-

nik IGB; Quelle: Jakob Philipp Barz (Abteilung Grenzflächentechnologie und Materialwissenschaft, Fraun-

hofer-Institut für Grenzflächen- und Bioverfahrenstechnik IGB) 
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4.2 Physiko-chemische Eigenschaften der Testoberflächen 

4.2.1 Messung der Rauheit 

Die mittlere Rauheit Ra beschreibt das arithmetische Mittel eines gemessenen Oberflächen-

profils. Die Oberflächentopographie der verwendeten Testoberflächen (Silberbeschichtung, 

Bismutbeschichtung, unbeschichteter Polyurethan-Polyester-Elastomer Probekörper) wurde 

mithilfe des Weitwinkel-Konfokalmikroskops Zeiss Smartproof 5 (Carl Zeiss Microscopy 

GmbH, Jena, Deutschland) an jeweils drei willkürlichen Stellen je Probekörper bestimmt. 

Die Auswertung erfolgte mittels der Imaging Software ZEN (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 

Jena, Deutschland). Für die Messungen wurde das integrierte Zeiss Objectiv C Epiplan-

APOCHROMAT (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) mit 20-facher Vergrö-

ßerung verwendet. Die aufgenommenen Daten wurden zur Verarbeitung und Analyse der 

3D-Eigenschaften automatisch an die ConfoMap-Software (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 

Jena, Deutschland) übertragen. Durch Überlagerung der vom Weitwinkel-Konfokalmikro-

skop erzeugten Texturinformationen wurde eine wahrheitsgetreue Ober-flächenrekonstruk-

tion (500 m * 500 m) erstellt.  

4.2.2 Messung der freien Oberflächenenergie 

Die Messung der freien Oberflächenenergie (SFE) erfolgte exemplarisch an je einem Probe-

körper pro Testoberfläche und wurde mithilfe des Krüss Drop Shape Analyzers DSA 25 

(Krüss GmbH, Hamburg, Deutschland) durchgeführt. Für die Messungen wurden Wasser 

und Dijodmethan als Messflüssigkeiten verwendet. Die Probekörper wurden zunächst auf 

dem feinjustierbaren Hubtisch positioniert und mittig unter der Doppel-Druckdosiereinheit 

ausgerichtet. Für jede Testoberfläche wurde der Drop Shape Analyzer neu kalibriert, um ein 

optimales und genaues Ergebnis zu erreichen. Für die Kontaktwinkelmessung wurde zu-

nächst mithilfe des Liquid Needle Systems ein Tropfen (2 l) pro Messflüssigkeit auf die 

Testoberfläche dosiert (Sessile Drop). Mithilfe der integrierten USB 3.0 Kamera von IDS 

(IDS Imaging Development Systems GmbH, Obersulum, Deutschland) wurde der gesamte 

Vorgang aufgezeichnet und in die Bildanalysesoftware AD-VANCE (Krüss GmbH, Ham-

burg, Deutschland) übertragen. Anhand einer Graustufenanalyse des Bildes wurde zunächst 

eine automatische Konturerkennung durchgeführt und anschließend ein geometrisches Mo-

dell der Tropfenkontur erstellt. Hieraus wurde der Kontaktwinkel als Winkel zwischen der 

ermittelten Tropfenkontur-Funktion und der Kontaktoberfläche (Basislinie) ermittelt. Inner-

halb von 10 s nach Abgabe des Tropfens erfolgten 10 Messungen der Kontaktwinkel. Aus 

den rechten und linken Kontaktwinkeln zwischen Basislinie und Tropfen wurde mithilfe der 

ADVANCE Software die SFE in mN/m nach der Methode von Owens, Wendt, Rabel und 

Kaeble automatisch errechnet (Owens und Wendt 1969). 



4 Material und Methoden  34 

 

4.3 Mikroorganismen und Versuchsdurchführung 

4.3.1 Bakterien 

In allen Versuchsreihen wurde der Bakterienstamm Streptococcus mutans (DSMZ-Nr. 20523 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, 

Deutschland) verwendet. 25 l des Bakterienstamms wurden in 25 ml Tripticase Soy Yeast 

Extract Medium (DSMZ-Medium Nr. 92, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland) bestehend aus 30 g tryptischer Soja-Nähr-

bouillion (Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, USA) und 3 g Hefe-extrakt 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gelöst in einem Liter Aqua dest. zur weiteren Verwendung 

als Wochenkultur für 16 Stunden bei 37 °C und 55 U/min kultiviert. Die Wochenkultur 

wurde anschließend bei 4 °C im Kühlschrank gelagert. Am Tag vor Versuchsbeginn wurde 

aus der Wochenkultur die für den Versuch benötigte Versuchskultur angezüchtet. Je 10 l 

der Wochenkultur wurden pro 10 ml Tripticase Soy Yeast Extract Medium in einem Erlen-

meyerkolben (Schott Glas, Mainz, Deutschland) überimpft und über Nacht für 16 Stunden 

bei 37 °C und 55 U/min auf dem Schüttelinkubator Max Q (Thermo Fisher Scientific Inc. 

(NYSE: TMO), Waltham, USA) inkubiert.  

4.3.2 Versuchsvorbereitung 

Die Probekörper wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn erst mit 70%igem Ethanol desin-

fiziert und anschließend mit deionisiertem Wasser gewaschen, auf sterilem Papier unter der 

Sterilbank getrocknet und im Anschluss in eine durchsichtige 24er Wellplatte (Sarstedt, 

Newton, USA) mittels des Dubliersilikons Z-Dupe (Henry Schein, Langen, Deutschland) 

fixiert. Das Dubliersilikon wurde in einer Petrischale auf einer gekühlten Metallplatte nach 

Herstellerangaben vorbereitet und in die Kammern der 24er Wellplatte überführt. Die Pro-

bekörper wurden vorsichtig auf dem Dubliersilikon platziert, nach Aushärtung des Silikons 

mit je 1 ml sterilem Wasser gewässert und über Nacht bei 4 °C im Kühlschrank zur Standar-

disierung der Versuchsbedingungen und Eliminierung möglicher Beeinträchtigungen der 

Prüfkörper gelagert.  Ebenfalls wurde am Tag vor Versuchsbeginn die Versuchskultur ange-

setzt (siehe 7.2.1). Direkt vor Versuchsbeginn wurden die Probekörper mittels UV-Strahler 

der Sicherheitswerkbank Heraeus Herasafe KS (Thermo Fisher Scientific Inc. 

(NYSE:TMO), Waltham, USA) für eine Stunde sterilisiert. 
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4.3.3 Bakterieninkubation 

Zu Beginn des Versuchstages wurde die Versuchskultur in 50 ml Zentrifugenröhrchen (Fa. 

Corning GmbH, Kaiserslautern, Deutschland) überführt und anschließend in der Zentrifuge 

(Megafuge 8, Thermo Fisher Scientific Inc. (NYSE:TMO), Waltham, USA) für 5 Minuten 

bei 3200 U/min abzentrifugiert. Zur photometrischen Bestimmung der optischen Dichte 

(OD) der Bakterienkultur wurden 1,2 ml der nicht-zentrifugierten Suspensions-kultur geson-

dert aufbewahrt. Die Ausgangs-OD bei einer Wellenlänge von 600 nm wurde gegen Tripti-

case Soy Yeast Extract Medium als Blindwert gemessen. 

Nach dem Zentrifugieren wurde der Flüssigkeitsüberstand vom Bakterienpellet durch vor-

sichtiges Abschütten getrennt. Die Bakterien wurden anschließend zweimal mit phosphatge-

pufferter Kochsalzlösung (PBS) gewaschen. Hierfür wurden pro Waschschritt je 30 ml PBS 

auf das abzentrifugierte Bakterienpellet pipettiert, vorsichtig durchmischt und erneut abzent-

rifugiert. Nach dem zweiten Waschschritt wurden die Bakterien in PBS resuspendiert und in 

einem sterilen Becherglas mithilfe des Magnetrührers MR Hei-Standard (Heidolph Instru-

ments GmbH&Co, Nümbrecht, Deutschland) homogen durchmischt. Zur Einstellung der 

planktonischen Bakterienkonzentration wurde mittels des Photometers (Eppendorf AG, 

Hamburg, Deutschland) zunächst der Blindwert mit PBS bestimmt und anschließend die 

Bakterienkultur mit PBS verdünnt, bis die optische Dichte im Photometer bei einer Wellen-

länge von 600 nm gemäß dem Protokoll von Bürgers et al. (2009) auf 0,3 eingestellt war. 

Unmittelbar vor der Bakterieninkubation wurde das Aqua dest. vorsichtig von den Probekör-

pern abgesaugt. Die Prüfkörper wurden mit je 1 ml Bakteriensuspension für 2,5 Stunden bei 

37 °C und mit 55 U/min im Schüttelinkubator Max Q inkubiert. Nach abgeschlossener In-

kubation wurde die Bakteriensuspension vorsichtig am Rand aus der Wellplatte abgesaugt, 

sodass die Probekörper nicht berührt wurden. Die Probekörper wurden im Anschluss an die 

Bakterieninkubation mit je 1 ml 0,85%iger NaCl-Lösung gewaschen um Medienreste, PBS-

Rückstände und nicht anheftende Bakterien zu entfernen. 

4.3.4 Vorversuch: Fluoreszenzfärbung 

Im Rahmen der Vorversuchsreihe wurde an einer reduzierten Anzahl an Probekörpern (zwei 

Probekörper pro Beschichtung) zunächst das Fluochrom Thermo Scientific Pierce Hoechst 

33342 (Thermo Fisher Scientific Inc. (NYSE:TMO), Waltham, USA) evaluiert. Gemäß den 

Herstellerangaben wurde eine Färbelösung aus 5 l Hoechst 33342 (1 mg/ml) pro Milliliter 

0,85%iger NaCl-Lösung angesetzt. Auf jeden Probekörper wurde 1 ml der Färbelösung pi-

pettiert und gemäß der Empfehlung des Herstellers sowie gemäß dem Protokoll von Bürgers 

et al. (2009) für 15 Minuten bei 55 U/min, lichtdicht abgedeckt mit Alufolie, auf dem Schüt-

telinkubator bei 20 °C inkubiert. Die Färbelösung wurde vorsichtig abgesaugt und die Pro-

bekörper zweimal mit 0,85%iger NaCl-Lösung auf dem Schüttelinkubator für 5 Minuten bei 

55 U/min und 20 °C gewaschen. Die NaCl-Lösung wurde anschließend vorsichtig in den 
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Bakterienabfall abgesaugt. Im weiteren Versuchsablauf wurde 2%iges Paraformaldehyd 

(PFA) aus 2 ml 8% PFA und 6 ml PBS hergestellt.  Je Probe-körper wurde 1 ml des 2%igen 

PFA hinzupipettiert und für 5 Minuten bei 55 U/min und einer Temperatur von 20 °C ge-

waschen. Anschließend wurde das PFA abgesaugt, und es folgten zwei erneute Waschschritte 

mit 0,85%iger NaCl-Lösung. Für die Lagerung bis zur mikroskopischen Auswertung wurden 

die Probekörper vorsichtig aus dem Dubliersilikon herausgetrennt, mit der besiedelten Seite 

nach unten auf ein Deckglas (Schott Gläser, Mainz, Deutschland) positioniert und bei 4 °C 

in einer Inkubationskammer lichtgeschützt gelagert. 

Zusätzlich zu der Färbung mit dem Fluochrom Thermo Scientific Pierce Hoechst 33342 

wurde in einer zweiten Vorversuchsreihe eine Lebend/Tot-Färbung durchgeführt. Die Ver-

suchsvorbereitung und -durchführung der Lebend/Tot-Versuchsreihe entsprachen der 

Hoechst 33342-Versuchsreihe. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit des Live/Dead BacLight 

Bacterial Viability Kits wurde im Dunkeln gearbeitet und die Färbelösung vor Lichteinfall 

geschützt. Gemäß der herstellerseitigen Konzentrationsangabe des BacLight Kits wurden für 

die Färbelösung pro Milliliter Puffer (NaCl) 1,5 l der Komponente A (Live_Green; Syto 9) 

und 1,5 l der Komponente B (Dead_Red; Propidiumiodid) verwendet. Pro Probekörper 

wurde 1 ml der angesetzten Färbelösung zugegeben. Anschließend wurde der Farbstoff ge-

mäß den Herstellerangaben und entsprechend Bürgers et al. (2009) und Boulos et al. (1999) 

für 15 Minuten auf dem Schüttelinkubator bei 55 U/min und 20 °C auf den Probekörpern 

inkubiert. Die Fixierung mittels PFA und die anschließenden Waschschritte erfolgten analog 

zu der Versuchsreihe mit dem Fluochrom Thermo Scientific   Pierce Hoechst 33342. 

4.3.5 Vorversuchsauswertung Fluoreszenz 

Die Versuchsauswertung der Fluoreszenz-Vorversuchreihen erfolgte am Fluoreszenz-mik-

roskop Keyence BZ-X700 (Keyence Corporation, Osaka, Japan). Für die Färbung mit dem 

Fluochrom Hoechst 33342 wurde der BZ-X Filter DAPI (Keyence Corporation, Osaka, Ja-

pan; Modell OP-87762; Anregungswellenlänge: 360/40; Absorptionswellenlänge: 460/50; 

Wellenlänge des dichroitischen Spiegels: 400) ausgewählt. Die Aufnahmen wurden für jeden 

Probekörper mit den stufenlos einstellbaren Objektiven Nikon CFI Plan Apo 20x (972032) 

und CFI Plan Apo 40x (972032) (Nikon Corporation, Tokio, Japan) sowohl in 20-facher 

als auch in 40-facher Vergrößerung angefertigt. Für die Lebend/Tot-Färbung mit Syto 9 

wurde der BZ-X Filter GFP (Keyence Corporation, Osaka, Japan; Modell OP-87763; Anre-

gungswellenlänge: 470/40; Absorptionswellenlänge: 525/50; Wellenlänge des dichroitischen 

Spiegels: 495) ausgewählt. Für die Färbung mit Propidiumiodid wurde der BZX-Filter 

TRITC (Keyence Corporation, Osaka, Japan; Modell OP-87764; Anregungswellenlänge: 

545/25; Absorptionswellenlänge: 605/70; Wellenlänge des dichroitischen Spiegels: 565) ver-

wendet. Die Kanäle der verschiedenen Färbungen wurden zunächst einzeln betrachtet und 
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fotografiert. Die Färbungen mit Hoechst 33342 wurden isoliert in 20- und 40-facher Vergrö-

ßerung betrachtet und grün dargestellt. Für die Auswertung der Färbungen mit Propidiumi-

odid und Syto 9 erfolgte die digitale Überlagerung der Aufnahmen, wobei Färbungen mit 

Syto 9 in grün und Färbungen mit Propidiumiodid in rot dargestellt wurden. Die Belich-

tungszeit und Schärfe wurden manuell, die Blende automatisch angepasst. 

4.3.6 Hauptversuch: Lumineszenz 

Vor Beginn der Hauptversuche wurde im Rahmen eines weiteren Vorversuches die Lu-mi-

neszenz-Versuchreihe exemplarisch mit reduzierter Anzahl an Probekörpern (n=3) durch-

geführt. Die Ergebnisse der erfolgreich durchgeführten Vorversuchsreihe wurden in die sta-

tistische Auswertung mit einbezogen.  

In den Hauptversuchen wurden in jedem Durchlauf pro Beschichtung (Silber, Bismut, un-

beschichtet) 6 Probekörper verwendet, von denen je 5 mit Bakterien und je ein Probe-körper 

als Nullkontrolle mit PBS inkubiert wurden. Die Versuchsvorbereitungen und Arbeits-

schritte entsprachen den zuvor beschriebenen Fluoreszenz-Vorversuchsreihen. Nach zwei-

einhalbstündiger Bakterieninkubation (OD 0,3) bei 37 °C mit 55 U/min im Schüttel-inkuba-

tor mit anschließendem Waschschritt mit PBS wurde auf jeden Probekörper 300 l Lysisre-

agent des ViaLightTM Plus Cell Proliferation and Cytotoxicity BioAssay Kits (Lonza Group 

AG, Basel, Schweiz) pipettiert. Anschließend wurde das Lumineszenz-Assay für 10 Minuten 

entsprechend der Herstellerangaben inkubiert. Danach wurden aus jeder Kammer je 100 l 

in eine weiße 96er Wellplatte (Sarstedt, Newton, USA) überführt und zusätzlich pro Kammer 

100 l Via Light AMR-Plus Assay-Buffer (Lonza Group AG, Basel, Schweiz) hinzugefügt. 

Nach erneuter Inkubation für 5 Minuten erfolgte die Messung der relativen Lumineszenzin-

tensitäten am Plattenreader FLUOstar Omega (BMG Labtech GmbH, Offenburg, Deutsch-

land) im Modus Luziferase mit einem Gain von 3600 und einer Messzeit von einer Sekunde. 

Ein hoher Wert sprach für eine hohe Bakterienaktivität, ein niedriger Wert für geringe Bak-

terienaktivität. 
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4.4 Statistische Auswertung 

Die ermittelten Daten wurden in das Tabellenkalkulationsprogramm Micro-

softExcel2008 für Mac (Microsoft Corporation, Redmond, USA) übertragen. Die statis-

tische Auswertung der Daten erfolgte anschließend mithilfe von STATISTICA 12 (StatSoft 

Inc., Tulsa, USA). Zunächst wurden in einer deskriptiven Datenauswertung die Verteilungs-

parameter Mittelwert, Standardabweichung, Median sowie oberes Quartil und unteres Quar-

til der einzelnen Versuchsreihen ermittelt sowie graphisch mithilfe von Box-Plots dargestellt. 

Das Signifikanzniveau für die vergleichende statistische Auswertung wurde standardmäßig 

auf 5% festgelegt. Der Datensatz wurde graphisch anhand von Quantil-Quantil-Plots sowie 

mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung überprüft (Rochon et al. 2012). Da die 

Daten nicht normalverteilt waren, wurde als nicht parametrischer Test der Kruskal-Wallis-

Test angewendet (Lantz 2013). Die Nullhypothese des Kruskal-Wallis-Tests nimmt an, dass 

die Stichproben aus Populationen mit der gleichen Verteilung stammen. Zusätzlich zu dem 

Kruskal-Wallis-Test erfolgte ein paarweiser Vergleich der einzelnen Gruppen (Silber, Bismut, 

Gummi) mithilfe des nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Tests (Whitney 1997). Das Sig-

nifikanzniveau wurde mittels Bonferroni-Korrektur auf 1,6% adjustiert. 

Bei der statistischen Auswertung der Daten ohne Einbezug des Vorversuches lag eine Nor-

malverteilung vor, und es wurde die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) für die Grup-

penvergleiche verwendet (Kim 2014). Die Nullhypothese der einfaktoriellen Varianzanalyse 

ist so formuliert, dass sich die Mittelwerte der einzelnen Faktorstufen nicht unterscheiden, 

es also keine signifikanten Unterschiede der relativen Lumineszenzintensitäten der einzelnen 

Beschichtungen gibt.  
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5 Ergebnisse 

5.1 Rauheit und freie Oberflächenenergie (SFE) 

Die Berechnung der freien Oberflächenenergie der verschiedenen Testoberflächen anhand 

der Kontaktwinkelmessung mit Wasser und Dijodmethan ergab für das unbeschichtete 

Gummi eine SFE von 62,93 +/- 3,78 mN/m, für die Silberbeschichtung eine SFE von 69,69 

+/- 1,41 mN/m und für die Bismutbeschichtung eine SFE von 73,93 +/- 1,48 mN/m. Die 

Mittelwerte sowie der polare und dispere Anteil sind in Tabelle 1 aufgeführt.  

 

Tabelle 1: Mittelwerte des freien Oberflächenenergie SFE mit polarem und dispersem Anteil [mN/m]; grup-

piert nach Beschichtung 

Beschichtung SFE  disperser Anteil  polarer Anteil  

Gummi 62,93 +/- 3,78 13,15 +/- 1,49 49,78 +/- 2,28 

Silber 69,69 +/- 1,41 38,50 +/- 0,85 31,19 +/- 0,56 

Bismut 73,92 +/- 1,48 46,04 +/- 0,66 27,88 +/- 0,82 

 

 
Die Abbildungen 14-16 zeigen jeweils die dreidimensionale Darstellung des Oberflächen-

profils der Testoberflächen, eine Echtfarbenansicht der Oberfläche sowie die Profilkurve des 

Rauheitsprofils. Für den Vergleich der Oberflächenrauheit wurden die Werte des arithmeti-

schen Mittels der Rauheit Ra betrachtet. Dabei zeigte die Silberbeschichtung die geringste 

Oberflächenrauheit mit Ra= 0,122 m, gefolgt von der Bismutbeschichtung mit Ra= 1,006 

m. Die unbeschichteten Probekörper zeigten die höchsten mittleren Rauheitswerte mit Ra= 

1,182 m. Auch in den dreidimensionalen Darstellungen der Oberflächenprofile wurden die 

Ergebnisse der Rauheitsmessungen bestätigt (siehe Abbildungen 14-16). Die Mikrostruktur 

wurde in den Aufnahmen detailliert aufgelöst und dargestellt und zeigte bei Gummi und 

Bismut mehr Unregelmäßigkeiten und größere Ausschläge im Vergleich zur glatteren Silber-

oberfläche. Auch die Profilkurve des Rauheitsprofils wies bei der Silber-Beschichtung im 

Vergleich zu unbeschichtetem Gummi und Bismut deutlich geringere Amplituden auf. Zwi-

schen Bismut und Gummi ließ sich kein Unterschied feststellen. 
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Abbildung 14: Dreidimensionale Darstellung des Oberflächenprofils der Silberbeschichtung (50 m * 50 m; 

100 m * 100 m; 500 m * 500 m); Echtfarbenansicht der Silberbeschichtung (550 m * 550 m); Profil-

kurve des Rauheitsprofils  
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Abbildung 15: Dreidimensionale Darstellung des Oberflächenprofils der Bismutbeschichtung (50 m * 50 

m; 100 m * 100 m; 500 m * 500 m); Echtfarbenansicht der Bismutbeschichtung (550 m * 550 m); 

Profilkurve des Rauheitsprofils 
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Abbildung 16: Dreidimensionale Darstellung des Oberflächenprofils des unbeschichteten  Gummis (50 m * 

50 m; 100 m * 100 m; 500 m * 500 m); Echtfarbenansicht des Gummis (550 m * 550 m); Profilkurve 

des Rauheitsprofils 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



5 Ergebnisse  43 

 

5.2 Ergebnisse der Vorversuche 

5.2.1 Hoechst 33342-Färbung 

Mittels Fluoreszenzmikroskopie und dem Fluochrom Hoechst 33342 wurde zunächst die 

Bakterienanlagerung auf den verschiedenen Testoberflächen bewertet. Die Abbildungen 

17-21 zeigen entsprechende repräsentative Aufnahmen der verschiedenen Beschichtungen 

unter Verwendung des DAPI Filters. Auf allen Probekörpern (und damit allen Beschichtun-

gen) zeigte sich ein heterogener Bakterienbelag. Die kugelförmigen Bakterien lagen einzeln 

sowie auch in Ketten und Haufen agglomeriert vor. Die Bakterienagglomerate bedeckten die 

Oberflächen nicht vollständig, sodass zwischen den Bakterien die Oberfläche der Probekör-

per exponiert war. Rein visuell waren keine Unterschiede in der Bakterienmenge und Art der 

Besiedelung festzustellen. Der Gummi-Probekörper ohne Beschichtung wies eine hohe Ei-

genfluoreszenz auf, weshalb der Hintergrund in Abbildung 17 stark überstrahlte. Die Bak-

terien waren jedoch eindeutig durch die intensivere und stärke Fluoreszenz vom Hintergrund 

zu differenzieren. Die Abbildungen 18-21 zeigen die beschichteten Probekörper, die keine 

Eigenfluoreszenz aufwiesen. Die Anordnung in kurzen bis mittellangen Ketten spiegelte das 

typische Erscheinungsbild von Streptococcus mutans wieder und ließ sich eindeutig identifizie-

ren. In Abbildung 21 war ein Kratzer in der Silberbeschichtung dargestellt. Auf der linken 

Hälfte des Bildes war der beschädigte Teil, also der „reine“ Gummi-Probekörper zu sehen, 

die rechte Hälfte zeigte die Bakterien auf der Silberbeschichtung. In diesem Abschnitt schien 

die Besiedlung auf der zerkratzten/unbeschichteten Seite im Vergleich zum beschichteten 

Anteil größer zu sein. Jede Abbildung zeigte nur einen kleinen Ausschnitt des Probekörpers 

(bei 20-facher Vergrößerung: 500 m * 750 m; bei 40-facher Vergrößerung: 250 m * 375 

m), in dem die Bakterien jedoch deutlich zu erkennen waren.  
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Abbildung 17: Hoechst 33342-Färbung; unbeschichteter Gummi-Probekörper nach 2,5 Stunden Inkubation 

mit Streptococcus mutans; Vergrößerung: 20x 

 

 

Abbildung 18: Hoechst 33342-Färbung; Bismut-beschichteter Probekörper nach 2,5 Stunden Inkubation mit 

Streptococcus mutans; Vergrößerung 20x 
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Abbildung 19: Hoechst 33342-Färbung; Bismut-beschichteter Probekörper nach 2,5 Stunden Inkubation mit 

Streptococcus mutans; Vergrößerung 40x 

 

 

Abbildung 20: Hoechst 33342-Färbung; Silber-beschichteter Probekörper nach 2,5 Stunden Inkubation mit 

Streptococcus mutans; Vergrößerung 40x 
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Abbildung 21: Hoechst 33342-Färbung; Silber-beschichteter Probekörper (rechte Hälfte) mit unbeschichtetem 

Breich (Kratzer, linke Hälfte) nach 2,5 Stunden Inkubation mit Streptococcus mutans; Vergrößerung 40x 

 

5.2.2 BacLight Bacterial Viability Kit 

Die Abbildungen 22-26 zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der veschiedenen 

Beschichtungen nach der Lebend/Tot-Färbung mit dem Live/Dead BacLight Bacterial Vi-

ability Kit. In den Abbildung 22-25 zeigte sich ein heterogener Bakterienfilm. Die Bakterien 

lagen in gewundenen Ketten und Haufen agglomeriert vor. Die Oberfläche zeigte zudem 

diffuse verschwommene Areale, die durch Lufteinschlüsse bzw. den Phasenübergang von 

Wasser zu Luft hervorgerufen wurden. Die grün fluoreszierenden Kokken ließen sich ein-

deutig von den intensiv rot fluoreszierenden Kokken differenzieren. Dem biochemischen 

Grundprinzip der Färbemethode folgend, wurden grün gefärbte Kokken als vital und rot 

gefärbte aufgrund ihrer beschädigten Zellwand als avital gewertet. In Abbildung 23 wurden 

zur Verbesserung des Kontrastes die vitalen Bakterien blau und die avitalen Zellen in gelb 

dargestellt. Es zeigten sich ebenfalls diffuse Monolayer der adhärenten Streptokokken. Auf-

grund der starken Eigenfluoreszenz der Gummi-Probekörper war in Abbildung 26 die Un-

terscheidung zwischen vitalen und avitalen Bakterien nicht eindeutig möglich, da die leben-

den Bakterien von dem Hintergund nicht zweifelsfrei zu differenzieren waren. Eine weitere 

Problematik stellte die unebene und strukturierte Oberfläche der Beschichtungen dar, die zu 

Lufteinschlüssen und unklaren Strukturen bei der Bildgebung, wie in Abbildung 24 beson-

ders ausgeprägt zu sehen, führte. Auf den fluoreszenz-mikroskopischen Aufnahmen nach 
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Lebend/Tot-Färbung waren auf den Silber- und Bismut-Testoberflächen deutlich mehr tote 

Bakterien zu erkennen als auf der reinen Gummi-Testoberfläche. Eine Quantifizierung war 

jedoch auch aufgrund von Unregelmäßigen in der Oberflächenstruktur nicht möglich. 

 

 

Abbildung 22: Lebend/Tot-Färbung (BacLight Bacterial Viability Kit); Silber-beschichteter Probekörper nach 

2,5 Stunden Inkubation mit Streptococcus mutans; Vergrößerung 40x; grün: vital; rot: avital 
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Abbildung 23: Lebend/Tot-Färbung (BacLight Bacterial Viability Kit); Silber-beschichteter Probekörper nach 

2,5 Stunden Inkubation mit Streptocuccus mutans; Vergrößerung 40x; blau: vital; gelb: avital 

 

 

Abbildung 24: Lebend/Tot-Färbung (BacLight Bacterial Viability Kit); Bismut-beschichteter Probekörper 

nach 2,5 Stunden Inkubation mit Streptococcus mutans; Vergrößerung 20x; grün: vital; rot: avital 
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Abbildung 25: Lebend/Tot-Färbung (BacLight Bacterial Viability Kit); Bismut-beschichteter Probekörper 

nach 2,5 Stunden Inkubation mit Streptococcus mutans; Vergrößerung 40x; grün: vital; rot: avital 

 

 

Abbildung 26: Lebend/Tot-Färbung (BacLight Bacterial Viability Kit); unbeschichteter Gummi-Probekörper 

mit starker Eigenfluoreszenz nach 2,5 Stunden Inkubation mit Streptococcus mutans; Vergrößerung 40x; grün: 

vital; rot: avital 
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5.3 Ergebnisse Hauptversuch: ATP-Lumineszenzen 

Abbildung 27 zeigt die relative Lumineszenz (Ordinate) der nach Beschichtung gruppierten 

Probekörper nach 2,5 Stunden Inkubation mit Streptococcus mutans. Die Silberbeschichtung 

wies im Mittel die geringste relative Lumineszenz auf (193 rlu), die unbeschichteten Gummi-

Probekörper zeigten die höchsten mittleren Lumineszenzwerte (240 rlu) und auch den 

höchsten Medianwert (213 rlu). Es zeigte sich somit eine tendenziell vermehrte Bakterienan-

lagerung auf den unbeschichteten Probekörpern. Die Messwerte der unbeschichteten Prüf-

körper wiesen den geringsten Interquartilsabstand auf, die Bismut-Probekörper den größten. 

 

 

Abbildung 27: Box-Plot für Lumineszenz [rlu] nach Inkubation mit Streptococcus mutans auf den Gummi-, Silber-

, und Bismut-Oberflächen 

5.4 Statistische Auswertung 

Im vorliegenden Datensatz wurde die Standardnormalverteilung sowohl anhand der Quantil-

Quantil-Plots als auch mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests abgelehnt. Alle p-Werte des Shapiro-

Wilk-Tests waren kleiner als 0,05, und auch die Werte der Teststatistik waren kleiner als der 

kritische Wert von 0,947, weshalb die Nullhypothese verworfen und die relativen Lumines-

zenzintesitäten als nicht normalverteilt angesehen wurden (Razali und Wah 2011; Rochon et 

al. 2012). 
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5.4.1 Kruskal-Wallis-Test 

Da der Datensatz als nicht normalverteilt angesehen wurde, erfolgte die statistische Auswer-

tung anhand des Kruskal-Wallis-Tests. Der Wert der Teststatistik H betrug 5,07 und war 

somit kleiner als der kritische Wert (5,99). Bei einem p-Wert von 0,0791 (p>0,05) und 

H<5,99 wurde geschlussfolgert, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den Beschich-

tungen in Bezug auf den antibakteriellen Effekt bestand. Da mithilfe des Kruskal-Wallis-

Tests alle Gruppen miteinander verglichen wurden, konnte lediglich die Aussage getroffen 

werden, dass kein signifikanter Unterschied zwischen allen Gruppen bestand. Um die Daten 

noch differenzierter zu betrachten, wurde anschließend ein Mann-Whitney U-Test angewen-

det, der jeweils zwei Beschichtungen miteinander vergleicht und auf signifikante Unter-

schiede überprüft. Das Signifikanzniveau wurde hierfür mittels Bonferroni-Korrektur auf 

1,6% adjustiert. 

5.4.2 Mann-Whitney-U-Test 

Die paarweisen Vergleiche zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den 

einzelnen Gruppen. Im paarweisen Vergleich zeigte die Silberbeschichtung zwar eine niedri-

gere Bakterienadhäsion im Vergleich zu unbeschichtetem Gummi mit einem p-Wert von 

0,022, es konnte jedoch nicht von einem statistisch signifikanten Unterschied gesprochen 

werden (p>0,016), sondern lediglich von einer Tendenz. Der Vergleich von Silberbeschich-

tung und Bismutbeschichtung sowie Bismutbeschichtung und Gummi ohne Beschichtung 

ergab ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede mit p-Werten von 0,202 und 

0,309 (p>0,016). 

5.5 Statistische Auswertung ohne Vorversuch 

Bei Betrachtung der deskriptiven Datenanalyse aus Abbildung 27 fielen die extremen Aus-

reißer auf. Der erste Versuchsdurchlauf wurde als Vorversuch mit deutlich weniger Probe-

körpern durchgeführt und zeigte im Vergleich zu den nachfolgenden Läufen höhere relative 

Lumineszenzintensitäten. Der Datensatz wurde daher erneut ohne Einbeziehung des Vor-

versuches analysiert und statistisch ausgewertet (siehe Abbildung 28). 

5.5.1 Deskriptive Datenanalyse ohne Ausreißer 

Die Silberbeschichtung wies in der deskriptiven Analyse des Datensatzes unter Ausschluss 

des Vorversuches ebenfalls im Mittel die geringsten relativen Lumineszenzintensitäten auf, 

die unbeschichteten Gummi-Probekörper die höchsten. Bismut zeigte sowohl das kleinste 
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Minimum als auch das größte Maximum sowie die größte Spannweite und Standardabwei-

chung. Das unbeschichtete Gummi zeigte die geringste Spannweite und Standardabwei-

chung, wies jedoch einen deutlich größeren Minimum-Wert im Vergleich zu der Silber-be-

schichtung und Bismutbeschichtung auf. 

 

 

Abbildung 28: Box-Plot für Lumineszenz [rlu] nach Inkubation mit Streptococcus mutans auf den Gummi-, Silber-

, und Bismut-Probekörpern ohne Vorversuch 

5.5.2 Statistische Auswertung ohne Ausreißer 

Der Datensatz wurde mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung überprüft. Bei 

allen Beschichtungen lagen die p-Werte (Silber: 0,254; Bismut: 0,175; Gummi: 0,088) über 

0,05, die Nullhypothese wurde nicht verworfen und die Daten somit als normalverteilt an-

gesehen. Da die Messwerte der einzelnen Beschichtungen in der Auswertung ohne den Vor-

versuch normalverteilt waren, wurde im weiteren Verlauf der statistischen Auswertung eine 

einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgeführt. Das Signifikanzniveau wurde stan-

dardmäßig auf  = 0,05 (5%) festgelegt. Die Berechnung der Teststatistik F(2,101) ergab 

einen empirischen F-Wert (FEMP) von 2,8707. Der kritische Wert wurde den Tabellen der F-

Verteilung für  = 0,05 entnommen (2 Freiheitsgrade im Zähler (v1) und 101 Freiheitsgrade 

im Nenner (v2); [F(v1,v2)=F((k-1),(N-k))]) und lag bei 3,09 (xkritisch = 3,09) (Einfaktorielle 

Varianzanalyse). Mit einem p-Wert von 0,06130 (p>0,05) und FEMP< xkritisch konnte die Null-

hypothese nicht abgelehnt werden. Dies führte zu der Schlussfolgerung, dass die Beschich-

tung keine signifikante Auswirkung auf die relative Lumineszenz hatte.  
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6 Diskussion 

Die spezifischen Biofilme der Mundhöhle sind neben anderen Virulenzfaktoren verantwort-

lich für die Entstehung von Karies und parodontalen Erkrankungen (Loesche 1986; Whitta-

ker et al. 1996; Hannig und Hannig 2009; Jafer et al. 2016). In der festsitzenden kieferortho-

pädischen Behandlung kommt es aufgrund der erschwerten Mundhygiene häufig zu unge-

wollten Nebenwirkungen wie Schmelzdemineralisationen in Form von White-Spot-Läsionen 

sowie Gingivitiden und Parodontopathien (O’Reilly und Featherstone 1987; Ogaard et al. 

1988; Lovrov et al. 2007; Bergstrand und Twetman 2011; Richter et al. 2011). Laut Forsberg 

et al. (1991) hat die Art der Ligation einen entscheidenden Einfluss auf die Bakterienakku-

mulation und somit auf die Entstehung von Schmelzdemineralisationen. Bei Patienten mit 

elastischen Ligaturen waren deutlich mehr Bakterien im dentalen Biofilm nachweisbar als bei 

Patienten mit Stahlligaturen. Nicht nur die Akkumulation wird begünstigt, sondern auch die 

Speichelzusammensetzung wird zugunsten der säureproduzierenden Bakterien, darunter 

auch Streptococcus mutans, verändert (Corbett et al. 1981; Maret et al. 2014). Bisherige karies-

prophylaktische Maßnahmen wie die mechanische Biofilmentfernung, Mundhygieneinstruk-

tionen, Fluoridierungsmaßnahmen sowie die Verwendung antimikrobieller Agenzien sind 

stark von der Compliance der Patienten abhängig (Corbett et al. 1981; Maret et al. 2014). In 

der Literatur existieren zahlreiche Studien über die bakterielle Adhäsion auf verschiedenen 

medizinischen Biomaterialien (Zhang et al. 2011; McConoughey et al. 2014; Veerachamy et 

al. 2014; Song et al. 2015; Yousif et al. 2015). Bei der Entwicklung antimikrobieller Strategien, 

die unabhängig von der Compliance der Patienten wirksam und erfolgreich sind, rücken anti-

adhäsive und antibakterielle Oberflächen immer mehr in den Fokus (Gottenbos et al. 2002; 

Müller et al. 2007; Hannig und Hannig 2009). Aufgrund ihrer langjährig bewährten antibak-

teriellen Eigenschaften wurden Metalle und Metalloxide in Form von Nano- oder Mikropar-

tikeln bereits in Kombination mit unterschiedlichen dentalen Werkstoffen an verschiedenen 

oralen Grenzflächen untersucht (Bürgers et al. 2009; Hernandez-Delgadillo et al. 2013; Abou 

Neel et al. 2015; Bai und Vaz 2015; Mhaske et al. 2015). In dieser In-vitro-Studie wurden die 

antimikrobiellen Effekte von Silber- und Bismutbeschichtungen auf Polyurethan-Elastomer-

Probekörpern gegen Streptococcus mutans untersucht. 

6.1 Studiendesign 

In der vorliegenden Versuchsreihe wurden zunächst die physiko-chemischen Analysen der 

verschiedenen Testoberflächen durchgeführt. Die Rauheitsmessung erfolgte mittels Weit-

winkel-Konfokalmikroskopie. Als alternative Verfahren hierzu sind unter anderem die 

Atomkraftmikroskopie (AFM), die konfokale Laserscanningmikroskopie sowie das Tast-

schlittenprinzip zu nennen (Duparré et al. 2002). Laut Vorburger et al. (2007) unterscheiden 
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sich die Ergebnisse dieser Methoden bei verschiedenen Fragestellungen und Materialien nur 

geringfügig. Bei der Weitwinkel-Konfokalmikroskopie handelt es sich um ein etabliertes und 

bewährtes optisches, berührungsloses Verfahren (Xia et al. 2012). Die Proben  müssen für 

dieses Verfahren nicht vorbereitet werden, weshalb Artefakte, die durch Vorbereitungsmaß-

nahmen wie Dehydratation entstehen können, eliminiert werden (Radford et al. 1997). Die 

Untersuchung der freien Oberflächenenergie erfolgte mittels Kontaktwinkelmessung (sessile 

drop) mit den zwei Messflüssigkeiten Wasser und Dijodmethan, welches sich als gängiges 

Verfahren etabliert hat (Busscher et al. 1984; Rozairo und Croll 2015; Kontaktwinkel - 

KRÜSS GmbH 2017). Es kann jedoch zu Abweichungen zwischen physikalischer Realität 

und den ermittelten Ergebnissen kommen (Chibowski und Perea-Carpio 2002). Der Zusam-

menhang zwischen Oberflächenrauheit und Benetzbarkeit der Testoberflächen ist ein mög-

licher Einflussfaktor und wird in der Literatur noch diskutiert (Koopal 2012; Svoboda et al. 

2015). Ebenso könnte die Lagerung der Probekörper (feucht oder trocken) die Ergebnisse 

stark beeinflussen, indem trockengelagerte Probekörper die     Flüssigkeitstropfen möglich-

erweise schneller aufnehmen als nass gelagerte Probekörper. Durch strenge Einhaltung der 

Zeitangaben (Messung innerhalb von 10 s nach Tropfenabgabe) wurde versucht, diesen Ef-

fekt zu minimieren.  

Im Zuge der Vorversuchsreihen konnte zunächst mithilfe des Fluochroms Hoechst 33342 

die Bakterienadhäsion auf den Probekörpern visualisiert werden. Auf allen untersuchten Pro-

bekörpern zeigten sich diffuse Monolayer von adhärenten Streptokokken. Die Vitalität der 

adhärenten Bakterien sollte anschließend mit einer Lebend/Tot-Färbung untersucht werden. 

Mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie können Bakterien mittels spezieller Fluo-chrome ge-

färbt und direkt betrachtet werden. Da eine verlässliche Quantifizierung der Bakterien an-

hand der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen aufgrund von Unregelmäßigkeiten der 

Silber- und Bismutbeschichtungen sowie der starken Eigenfluoreszenz der Polyurethan-Po-

lyester-Elastomer-Probekörper jedoch nicht möglich war, wurde für den Vergleich der Be-

schichtungen die Quantifizierung vitaler Bakterien anhand von relativen ATP-Messungen 

gewählt. Diese indirekte Quantifizierungsmethode anhand relativer Lumineszenzintensitäten 

vereint zahlreiche Vorteile. Es handelt sich um ein etabliertes, sicheres, sensitives und repro-

duzierbares Verfahren, welches sich besonders durch die einfache Handhabung auszeichnet 

(McElroy und Ballentine 1944; Stanley 1989; Roda und Guardigli 2012; Yang et al. 2015). 

Das Verfahren ist zusätzlich unabhängig von möglichen Eigenfluoreszenzen der untersuch-

ten Materialien. Es ist jedoch keine direkte Betrachtung bzw. Darstellung der Bakterien mög-

lich. Das Vialight Plus Kit zeigt eine hohe Anfälligkeit für Verunreinigungen wie Staubkörn-

chen, weshalb es zu Abweichungen zwischen gemessener ATP-Konzentration und tatsäch-

licher zellulärer ATP-Menge kommen könnte. Die gemessenen relativen Lumineszenzinten-

sitäten wurden anschließend statistisch auf signifikante Unterschiede getestet.  

Das angewandte Prozedere stellt eine reproduzierbare Methode dar, die Wirkung antimikro-

bieller Beschichtungen auf einen gezüchteten Bakterienstamm in vitro zu untersuchen (Stan-

ley 1989; Marques und Esteves da Silva 2009; Sánchez et al. 2013). Sowohl die     Fluoreszenz-
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Vorversuchsreihen als auch die Lumineszenz-Hauptversuchsreihe fanden unter semistati-

schen Bedingungen statt. Bürgers et al. (2010) zeigten, dass sich mithilfe semistatischer In-

vitro-Methoden die Bakterienadhäsion realistisch und reproduzierbar darstellen lässt. In ihrer 

Studie konnte eine Übereinstimmung der untersuchten Parameter bei parallel durchgeführ-

ten In-vivo- und In-vitro-Versuchsreihen festgestellt werden. Ziel der Arbeit war es, die 

grundlegende Wirkung der Oberflächenbeschichtungen auf Streptococcus mutans zu untersu-

chen. Deshalb wurde in dieser Studie ein reproduzierbarer, vereinfachter Versuchsaufbau 

mit standardisierten Versuchsbedingungen gewählt, der gegebenenfalls in einem weiteren 

Schritt in vivo verifiziert werden könnte.  

6.2 Diskussion von Materialien und Methoden 

6.2.1 Mikroorganismen und Biofilmmodell 

In allen Versuchsreihen wurde Streptococcus mutans als Testkeim verwendet, da er mit einer 

Konzentration von 105 Zellen/ml Speichel zu den häufigsten Keimen des orofazialen Sys-

tems zählt und als Leitkeim der Karies und der White-Spot-Läsionen angesehen wird (Lo-

esche 1986; Khoo et al. 2005). Streptococcus mutans zählt jedoch nicht zu den primär-koloni-

sierenden Keimen in der Mundhöhle, was eine Abweichung des In-vitro-Studiendesigns von 

den eigentlichen Bedingungen in der Mundhöhle bedeutet (Gibbons und Houte 1975; Thei-

lade et al. 1982; Nyvad und Kilian 1990; Diaz et al. 2006). In-vitro-Biofilmmodelle mit Mul-

tispezies-Biofilmen ermöglichen zwar eine realistischere Simulation der klinischen Bedingun-

gen einschließlich Pellikelbildung und Biofilmentwicklung; für ein grundlegendes Verständ-

nis der Vorgänge ist jedoch ein Monospezies-Biofilm mit wenigen Variablen bei spezifischen 

Fragestellungen von Vorteil. Die gewonnenen Ergebnisse der In-vitro-Monospezies-Bio-

film-Versuschsreihe lassen sich trotz Limitationen auf komplex-ere In-vivo-Versuchsaufbau-

ten übertragen (Bürgers et al. 2010).  Der Inkubationszeitraum von 2,5 Stunden wurde ge-

wählt, da in diesem Versuch die initiale Adhäsion der Mikro-organismen (Bakterien-Mo-

nolayer) untersucht werden sollte, die innerhalb weniger Stunden erfolgt. Laut Switalski und 

Butcher (1994) ist die initiale bakterielle Adhäsion von Streptococcus mutans nach 1-3 Stunden 

abgeschlossen. Die vollständige Plaquebildung und          -reifung dauert mehrere Tage und 

hätte dementsprechend einen deutlich komplexeren Versuchsaufbau zur Folge. Eine längere 

Inkubationszeit wäre zusätzlich nur mit einem Medienwechsel während des Versuchs mög-

lich, da die Nährsubstrate nach ca. 8 Stunden verbraucht sind und die anfallenden Stoffwech-

selprodukte eine toxische Wirkung auf die Bakterien ausüben können (Eick et al. 2004).  

Die Proben wurden während des Versuchs mithilfe eines Schüttlers bei 37 °C inkubiert, 

wodurch konstante semistatische Bedingungen simuliert wurden. Für die Herstellung der 

Versuchskultur wurden pro 10 ml Medium 10 l der Wochenkultur Streptococcus mutans hin-

zupipettiert und für 16 Stunden bei 55 U/min und 20 °C auf dem Schüttelinkubator bis zum 



6 Diskussion  56 

 

Versuchsbeginn inkubiert. Bei Betrachtung der typischen Wachstumskurve von in vitro in 

Suspension gezüchteten Streptococcus mutans Bakterien kommt es nach einer kurzen Anpas-

sungs- und Beschleunigungsphase zu einem exponentiellen Wachstum der Kultur (Madigan 

et al. 2000). Währen dieser Phase verdoppelt sich die Zellzahl in regelmäßigen Abständen. 

Mit der Zeit kommt es zum Nährstoffverbrauch und zur Anhäufung von hemmenden Stoff-

wechselprodukten, die das bakterielle Wachstum in eine stationäre Phase übergehen lassen. 

Während dieser Phase befinden sich Zelltod und langsamer Zuwachs im Gleichgewicht und 

die Zellzahl bleibt annähernd gleich (Madigan et al. 2000; Fritsche 2001). Da für eine repro-

duzierbare Studie eine konstante Zellzahl unabdinglich ist, wurde die Inkubationszeitraum 

von 16 Stunden ausgewählt, da sich die Bakterien zu diesem Zeitpunkt in der stationären 

Phase befanden (Madigan et al. 2000; Fritsche 2001). 

6.2.2 Probekörper 

Polyurethan-Polyester-Elastomerringe werden zur Befestigung der Drahtbögen im     Bra-

cketschlitz während der festsitzenden kieferorthopädischen Behandlung verwendet. Sie stel-

len neben den Stahlligaturen und selbstligierenden Brackets eine einfache und effiziente 

Möglichkeit der Fixierung dar, die sich klinisch bewährt hat. In der Literatur wird jedoch eine 

erhöhte Plaqueakkumulation auf den elastischen Ligaturenringen diskutiert. Laut Corbett et 

al. (1981) führt die Eingliederung der Bänder und Brackets nicht nur zu einer quantitativen 

Veränderung des Biofilms. Sie zeigten in ihrer Studie, dass bei Patienten mit festsitzenden 

kieferothopädischen Apparaturen auch eine deutlich höhere Konzentration an Streptococcus 

mutans im Biofilm zu finden ist. Schmelzdemineralisationen in Form von White-Spot-Läsio-

nen sowie gingivale und parodontale Erkrankungen treten deshalb häufig als ungewollte Ne-

beneffekte der festsitzenden Apparaturen in Erscheinung (O’Reilly und Featherstone 1987; 

Ogaard et al. 1988; Lovrov et al. 2007; Bergstrand und Twetman 2011; Richter et al. 2011). 

Die Entwicklung antimikrobieller Strategien, die eine bakterielle Kontamination der kiefer-

orthopädischen Ligaturenringe verhindern und so den unerwünschten Nebenwirkungen wie 

Demineralisationen im Bracketumfeld und Gingivitiden entgegenwirken, scheint demnach 

sinnvoll zu sein. Beimengungen von antibakteriellen Addidtiva verändern die elastischen Ei-

genschaften von Werkstoffen, weshalb im vorliegenden Versuch Beschichtungen verwendet 

wurden. 

Aufgrund ihrer bewährten antimikrobiellen Eigenschaften finden Silber und Bismut bereits 

seit vielen Jahren Anwendung in der Medizin (Berger et al. 1976; Bierer 1990; Rai et al. 2009). 

Insbesondere in der Entwicklung anti-adhäsiver und antibakterieller Oberflächen nehmen 

Silber und Bismut in mikro- oder nanopartikulärer Form einen wichtigen Stellenwert ein 

(Gottenbos et al. 2002; Müller et al. 2007; Hannig und Hannig 2009). Im Vergleich zu grö-

ßeren Partikeln weisen Nanopartikel ein größeres Oberfläche-zu-Volumen-Verhältnis auf, 

was zum einen eine besseren Interaktion mit mikrobiellen Membranen ermöglicht und zum 

anderen die Bildung von Ionen begünstigt und damit die bakterizide Wirkung verstärkt 
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(Morones et al. 2005; Verran et al. 2007). Der genaue Wirkmechanismus der metallhaltigen 

Nanopartikel wird in der Literatur noch diskutiert. Es wird angenommen, dass die Partikel 

zu einer Desintegration der bakteriellen Zellmembran mit Pene-tration in das Zellinnere füh-

ren und dort die Zerstörung intrazellulärer Bestandteile hervorrufen. Dieser Wirkmechanis-

mus wird über Wechselwirkungen mit schwefelhaltigen Proteinen der Zellmembran vermit-

telt (Feng et al. 2000; Morones et al. 2005; Lok et al. 2006; Pal et al. 2007; Eckhardt et al. 

2013). Es resultieren hieraus Störungen der Energiegewinnung, Desintegrationen der Memb-

ranstruktur sowie der Austritt und Verlust intrazellulärer Bestandteile (Feng et al. 2000; Lok 

et al. 2006). Auch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wird in der Literatur als möglicher 

antimikrobieller Wirkmechanismus diskutiert (Quinteros et al. 2016). 

Die antibakterielle Wirkung von Silber und Bismut in der Mundhöhle wurde bereits in eini-

gen Studien untersucht. Gosau et al. (2015) beschichteten in ihrer Studie Titan-Implan-

tatoberflächen mit nanokristallinem Silber, Kupfer und Bismut und beurteilten anschließend 

die Oberflächeneigenschaften, Biokompatibilität und den antimikrobiellen   Effekt. Sowohl 

die Silber- als auch die Bismutbeschichtung zeigten keine Zytotoxizität und konnten als zu-

friedenstellend biokompatibel eingestuft werden. Im Vergleich zu Kupfer und Silber zeigte 

Bismut in der Studie sogar einen überlegenen antimikrobiellen Effekt auf Staphylococcus epider-

midis. Wang et al. (2016) modifizierten ebenfalls Titan-Oberflächen mit Silber-Nanopartikeln 

und zeigten, dass die modifizierten Oberflächen die Expresssion von Biofilm assoziierten 

Genen der Testkeime Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis beeinflussen und auf 

diese Weise die bakterielle Adhäsion und Biofilmbildung hemmen. Auch in der Entwicklung 

kieferorthopädischer Materialien wurden die antibakteriellen  Eigenschaften der Metall-Na-

nopartikel bereits untersucht. Mhaske et al. (2015) beschichteten kieferorthopädische Stahl- 

und Nickel-Titan-Drähte mit Silber-Nanopartikeln und demonstrierten den anti-adhäsiven 

und bakteriziden Effekt gegen Lactobacillus acidophilus. Im klinischen Einsatz könnte so eine 

Minimierung der dentalen Plaque-Akkumulation mit rückläufiger Karies-Inzidenz während 

der festsitzenden kieferorthopädischen Behandlung die Folge sein. Auch die Beschichtung 

von kieferorthopädischen Brackets aus rostfreiem Stahl mit einer Stickstoff-versetzten Ti-

tanoxid-Schicht zeigte sowohl anti-adhäsive als auch bakterizide Eigenschaften gegen Strep-

tococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces viscous und Candida albicans (Cao et al. 2013). 

Ob die verringerte Bakterienadhäsion und die bakteriziden Eigenschaften der Nanopartikel 

in vivo tatsächlich zu einer verminderten Plaque-Akkumulation führen und ob die Beschich-

tungen den physioloischen Reinigungsmechanismen der Mundhöhle über einen ausreichend 

langen Zeitraum standhalten können, wurde noch nicht hinreichend geprüft. 

Zwar scheinen Silber und Bismut vielversprechende antimikrobielle Materialien zu sein, es 

sollten jedoch weitere Studien durchgeführt werden, die sich noch intensiver mit der Toxizi-

tät von nanopartikulären Beschichtungen sowie dem genauen Wirkmechanismus beschäfti-

gen. Insbesondere die hohe Bioverfügbarkeit und mögliche toxische Wirkung werden häufig 

kritisch diskutiert, da metallische Nanopartikel Zell- und Organgrenzen passieren und über 

das Blut- und Lymphsystem im gesamten Organismus verteilt werden können (Oberdörster 
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et al. 2005). In der vorliegenden Versuchsreihe wurde die Beschichtung der Polyurethan-

Polyester-Elastomer-Probekörper im Fraunhofer-Institut für Grenzflächen- und Bioverfah-

renstechnik IGB mittels Magnetronsputtern durchgeführt. Es handelt sich um eine feinva-

kuumbasierte Beschichtungstechnik, die auf dem Prinzip der Kathodenzerstäubung beruht 

(siehe 2.3) (Popa et al. 2013). Das Magnetronsputtern-Beschichtungsverfahren fand bereits 

in diversen Studien über die Wirkung antimikrobieller Oberflächenmodifikationen auf Me-

dizinprodukten Anwendung, in der Literatur existieren jedoch keine Studien über die Be-

schichtung von Polyurethan-Polyester-Elastomerringen mittels Magnetronsputtern. Das Be-

schichtungsverfahren zeichnet sich besonders durch die einfache Steuerung und Reprodu-

zierbarkeit des Abscheidungsprozesses aus (Hacking et al. 2007; Song et al. 2011; Song et al. 

2012; Jiang et al. 2013; Uhm et al. 2014a; Uhm et al. 2014b). Zudem ist eine genaue Übertra-

gung der chemischen Zusammensetzung des Targets auf die abgeschiedene Beschichtung 

möglich (Hacking et al. 2007). Da die Dicke der Beschichtung dem Entladungsstrom und 

der Abscheidungszeit direkt proportional ist, konnten die Oberflächen der Prüfkörper bei 

einer Stromstärke von 0,4 Ampere und einer Dauer von 5 Minuten gleichmäßig mit Bismut 

und Silber beschichtet werden. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig elastische Test-

oberflächen mittels Magnetronsputtern beschichtet. Daher waren zunächst diverse vorberei-

tende Testläufe mit und ohne Titan-Zwischenschicht notwendig, um den bestmöglichen 

Haftverbund zu erreichen. Der Beschichtungsprozess war daher mit großem finanziellen und 

zeitlichen Aufwand verknüpft. Trotz präzisester Vorgehensweise bei der Beschichtungstech-

nik zeigten die Beschichtungen bei stärkeren Berührungen, die sich im Versuchsablauf nicht 

vermeiden ließen, bereits Rauheiten und Faltenbildungen auf der Oberfläche. Im klinischen 

Einsatz werden die elastischen Ligaturenringe bei Insertion und Entfernung stark gedehnt 

und sind zudem den stetigen physiologischen Reinigungsmechanismen sowie dem Lippen-

tonus, der Nahrungsaufnahme und den Mundhygienemaßnahmen ausgesetzt. Aufgrund des 

instabilen Verbundes von Probekörper und Beschichtung käme es bereits bei geringfügiger 

Beanspruchung der Ligaturenringe zu einer Ablösung der Beschichtung, die eventuell ver-

schluckt und auf diese Weise in den Organismus gelangen könnte. Bei einer vollständigen 

Bebänderung und regelmäßigem Wechsel der Ligaturenringe könnte dies fatale gesundheit-

liche Folgen bei den meist jugendlichen Patienten provozieren. Insbesondere vor dem Hin-

tergrund der bereits häufig diskutierten erhöhten Bioverfügbarkeit und Toxizität von metal-

lischen    Nanopartikeln ist ein stabiler Verbund der Metalle mit dem Probekörper unver-

zichtbar. 

6.2.3 Versuchsauswertung 

Es existieren diverse Methoden zur Auswertung der Bakterienadhäsion auf Biomaterialien. 

In der vorliegenden In-vitro-Studie erfolgte die Versuchsauswertung mittels Messung relati-

ver Lumineszenzintensitäten am Plattenreader. Die gemessenen relativen Lumineszenzinten-

sitäten korrelierten direkt proportional mit der umgesetzten ATP-Menge und damit mit der 
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Konzentration metabolisch aktiver Bakterienzellen (Crouch et al. 1993; Marques und Esteves 

da Silva 2009; Sánchez et al. 2013). Als Vorversuche wurden zwei Fluoreszenz-Versuchsrei-

hen durchgeführt, anhand derer die Bakterienadhäsion auf den Probekörpern am Fluores-

zenzmikroskop zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte. Die Fluoreszenz-mikroskopie 

zählt zu den direkten Quantifizierungsverfahren, ermöglicht also eine direkte visuelle Iden-

tifikation der Bakterien. Das Fluochrom Hoechst 33342 ist ein zellgängiger Farbstoff, der 

sowohl lebende als auch geschädigte und abgestorbene Zellen penetriert und dort an Adenin-

Thymin-Regionen der zellulären DNA bindet (Chazotte 2011; Zurek-Biesiada et al. 2013). 

Mithilfe von Hoechst 33342 wurden zunächst alle Bakterien auf den Probekörpern am Flu-

oreszenzmikroskop visualisiert.  Die anschließende Lebend/Tot-Färbung sollte der Unter-

scheidung vitaler und avitaler Zellen auf den Beschichtungen dienen. Die Lebend/Tot-Fär-

bung beruht auf dem Prinzip, dass sich der zellgängige Lebendfarbstoff Syto 9 sowohl im 

Zytosol intakter vitaler als auch beschädigter oder zerstörter Zellen anreichert und diese 

färbt. Propidiumiodid penetriert ausschließlich beschädigte Zellen und akkumuliert dort am 

Zellkern (Boulos et al. 1999). Es ist jedoch anzumerken, dass mithilfe der Lebend/Tot-Fär-

bung lediglich zwischen Zellen mit intakter und zerstörter Zellmembran differenziert werden 

kann (Berney et al. 2006; Berney et al. 2007; Filoche et al. 2007). Es existieren Studien, in 

denen auch Populationen, die mithifle der Vitalfärbung als tot markiert wurden, auf Agar-

platten Kolonien bildeten (Renye et al. 2004). Gleichzeitig ist nicht sicher, dass Zellen mit 

intakter Membran auch vital sind (Joux und Lebaron 2000).  

Eine weitere Möglichkeit der direkten Quantifizierung des bakteriellen Biofilms stellen elekt-

ronenoptische Verfahren dar, die neben der reinen Visualisierung auch einen Einblick in die 

Ultrastruktur der Bakterien und ihrer Umgebung ermöglichen (Hannig et al. 2010). Während 

bei der Licht- und Fluoreszenzmikroskopie maximale Auflösungen von 0,2 bis 0,3 m und 

Vergrößerungen um das 1500-Fache erreicht werden können, sind mit dem Elektronenmik-

roskop Auflösungen von bis zu 0,1 nm und Vergrößerungen um das 250.000-Fache möglich 

(Hannig et al. 2010; Loussert et al. 2012). Ein elektronenoptisches Verfahren, welches häufig 

bei der Untersuchung von Biofilmen Einsatz findet, ist die   Rasterelektronenmikroskopie. 

Sie eignet sich insbesondere zur Visualisierung oberflächlicher Strukturen, der bakteriellen 

Morphologie sowie der Verteilung des Biofilms auf dem Prüfkörper (Du et al. 2012; Fischer 

et al. 2012; Albuquerque et al. 2015). Bei entsprechender Vergrößerung und Vorbehandlung 

mittels Dehydrierung, Fixierung und Imprägnierung können sogar ungefähre Aussagen über 

die genaue Zusammensetzung des Biofilms ge-troffen werden (Goldberg und Fišerová 

2016). Im Zuge der Vorbehandlung kann es jedoch auch zu Zerstörungen des ursprünglichen 

Biofilmgefüges kommen (Fischer et al. 2012). Die Auswertung der rasterelektronenmikro-

skopischen Aufnahmen erfolgt im Anschluss digital mithilfe einer Bildgebungssoftware, wo-

bei für dunklere Biofilm-bedeckte Flächen ein gewisser Grenzwert als Graustufe definiert 

wird. Hierbei kann es zu Ungenauigkeiten kommen, wenn beispielsweise Plaqueareale, die 

diesen Grenzwert unterschreiten, fälsch-licherweise als nicht-besiedelte Bereiche erfasst wer-

den. Bei der vorliegenden Versuchsreihe wurde sowohl bei der Versuchsdurchführung als 
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auch bei der Auswertung der Vorversuche am Fluoreszenzmikroskop die fragile Verbindung 

zwischen Prüfkörper und der Silber- und Bismutbeschichtung als problematisch festgestellt. 

Auf den fluoreszenzmiksroskopischen Aufnahmen waren Risse sowie Unebenheiten und 

Lufteinschlüsse auf der Oberfläche der Prüfkörper zu erkennen. Eine klare Identifikation 

von Mikroorganismen konnte nur auf ausgewählten Ausschnitten des Probekörpers stattfin-

den. Ähnliche Problematiken wären auch für eine Quantifizierung mittels Rasterelektronen-

mikroskopie denkbar. Unebenheiten in der Beschichtung, wie Faltenbildungen, die im Ras-

termikroskop dunkler erscheinen, könnten fälschlicherweise als Bakterien gedeutet werden. 

Es wäre zudem denkbar, dass der Kontrast zwischen der metallhaltigen Beschichtung und 

den Bakterien für eine klare Auswertung nicht stark genug wäre. Die fluoreszenzmikrosko-

pischen Aufnahmen der Vorversuchsreihe dienten aufgrund der zuvor genannten Schwach-

stellen der Demonstration der bakteriellen Besiedelung auf den Prüfkörpern und somit dem 

Nachweis, dass der Versuchsaufbau funktioniert und eine Bakterienakkumulation auf den 

Prüfkörpern stattfindet. 

Für den Hauptversuch wurde das Verfahren der Biolumineszenz als indirektes Quanti-fizie-

rungsverfahren gewählt. Die Biolumineszenz ist in der Natur weit verbreitet und bezeichnet 

die Lichtemission durch enzymkatalysierte Reaktionen in Gegenwart von ATP (McElroy und 

Ballentine 1944; McElroy 1947; McElroy und Farghaly 1947). Das Verfahren ermöglicht 

durch die Detektion von zellulärem ATP Rückschlüsse auf die Stoffwechsel-aktivität der 

Zellen (Ludwicka et al. 1985; Burkhardt und Heitmeier 2008). Es handelt sich um ein schnel-

les, sicheres, sensitives und reproduzierbares Verfahren, welches sich besonders durch die 

einfache Handhabung auszeichnet (McElroy und Ballentine 1944; Ludwicka et al. 1985; 

Loimaranta et al. 1998; Burkhardt und Heitmeier 2008). Als Nachteil ist jedoch zu nennen, 

dass bei unserer Versuchsreihe die Leuchtkraft des ViaLightTM Plus Cell Proliferation and 

Cytotoxicity BioAssay Kits nach initialer Benutzung abnahm. Die Vorversuchsreihe mit re-

duzierter Anzahl an Probekörpern lieferte deutlich höhere relative Lumin-eszenzwerte als 

die nachfolgenden Hauptversuchsreihen. Dies ist wahrscheinlich auf die Verwendung unter-

schiedlicher Chargen im Verlauf der mehrwöchigen Versuchsreihe zurückzuführen, weshalb 

in zukünftigen Versuchsreihen pro Versuchsreihe stets dasselbe Kit verwendet werden sollte. 

Die Relationen im Vergleich zu der reinen Bakterienprobe blieben jedoch gleich. Zudem ist 

das Vialight Kit laut Hersteller sehr anfällig für Haut-schuppen oder kleinste Staubkörnchen, 

was zu einer Verfälschung des Ergebnisses führen könnte (www.lonza.com 2017). Bei der 

Biolumineszenz handelt es sich um ein indirektes Nachweisverfahren, mit dem eine Aussage 

über die Stoffwechselaktivität der adhärenten Zellen getroffen werden kann. Eine Visualisie-

rung der Bakterien ist mit diesem Verfahren nicht möglich (Burkhardt und Heitmeier 2008; 

Garcez et al. 2013).  
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6.3 Diskussion der Ergebnisse 

6.3.1 Rauheit und freie Oberflächenenergie 

Die freie Oberflächenenergie zeigte bei den durchgeführten Messungen für alle Testoberflä-

chen ähnliche Werte und schien in der vorliegenden Studie keinen Einfluss auf die bakterielle 

Adhäsion auszuüben. Zur Auswertung der Rauheit wurde das arithmetische Mittel der Rau-

heit Ra in m betrachtet, welches in der Literatur am Häufigsten zur Beschreibung der Rau-

heit dentaler Werkstoffe angegeben wird (Quirynen und Bollen 1995; Kappert und Eichner 

2005). Die Messung der mittleren Oberflächenrauheit mithilfe des Weitwinkel-Konfokalmik-

roskops ergab für die Silberbeschichtung eine deutlich geringere mittlere Rauheit (Ra = 0,122 

m) im Vergleich zu Bismut (Ra = 1,066 m) und unbeschichtetem Poly-urethan-Polyester-

Elastomer (Ra = 1,182 m). Zahlreiche Studien demonstrieren den begünstigenden Einfluss 

rauer Oberflächen auf die Bildung und Reifung eines dentalen Biofilms. So untersuchten 

Quirynen et al. (1990) die Bedeutung der freien Oberflächenenergie und Oberflächenrauheit 

auf die supragingivale Plaquebildung in vivo mithilfe eines Polymerstreifens, der auf einer 

Hälfte glatt (Ra = 0,1 m) und auf der anderen Hälfte angeraut war (Ra = 2,0 m). Auf der 

angerauten Seite war die Ausdehnung und Dicke des Biofilms viermal so groß wie auf der 

polierten, glatten Oberfläche. Auch Einwag et al. (1990) zeigten eine verstärkte Bakterienad-

häsion von Streptococcus mutans an rauen Füllungsmaterialien im Vergleich zu hochglanzpo-

lierten Oberflächen. Unebenheiten der Oberflächenstruktur werden als initiale Besiedlungs-

punkte beschrieben, da die Bakterien dort vor Scherkräften geschützt sind (Hannig 1999a). 

In der Literatur konnte zudem gezeigt werden, dass es im Bereich von Oberflächenunregel-

mäßigkeiten nicht nur zu einer gesteigerten initialen Bakterienadhäsion, sondern auch zu ei-

nem schnelleren Übergang von reversibler zu irreversibler Adhäsion kommt (Quirynen et al. 

1990; Quirynen et al. 1993; Quirynen und Bollen 1995; Taylor et al. 1998; Hannig 1999a). 

Bollen et al. (1997) ermittelten für Titanoberflächen einen Schwellenwert von Ra = 0,2 m. 

Rauigkeiten unterhalb dieses Wertes konnten keinen Einfluss auf die bakterielle Adhäsion 

im Fließkammersystem ausüben. Bei Übertragung der Ergebnisse von Bollen et al. (1997) auf 

die vorliegenden Ergebnisse, wäre lediglich die Silber-Oberfläche als glatt einzustufen (Ra < 

0,2 m). Die deutlich glattere Oberfläche wäre also eine mögliche Erklärung für die tenden-

ziell geringere Bakterienadhäsion auf den silberbeschichteten Probekörpern. Die Faktoren 

Oberflächenrauheit und freie Oberflächenenergie interagieren miteinander, wobei der Ober-

flächenrauheit in einigen Studien ein größerer Einfluss zugeschrieben wird (Quirynen et al. 

1990; Teughels et al. 2006; Bürgers et al. 2010). Wassmann et al. (2017) zeigten in ihrer Studie, 

dass die bakterielle Adhäsion an Titan und Zirkonoxid sowohl durch die Oberflächenrauheit 

als auch durch die Benetzbarkeit der Oberfläche beeinflusst wird. Welcher der beiden Para-

meter als vorherrschender Einflussfaktor agiert, ist laut Wassmann et al. abhängig von der 

Bakterienspezies. In ihrer Versuchsreihe wurde die bakterielle Adhäsion von S. epidermidis 
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vorrangig durch die Benetzbarkeit der Oberfläche beeinflusst, wohingegen für die Adhäsion 

von S. sanguinis in erster Linie die Oberflächenrauheit entscheidend war.   

6.3.2 Deskriptive Datenanalyse 

Die deskriptive statistische Auswertung wurde sowohl für den Datensatz inklusive als auch 

exklusive des Vorversuches durchgeführt. Die Gummi-Probekörper zeigten in der Auswer-

tung mit dem Vorversuch den geringsten Interquartilsabstand und in der Datenanalyse ohne 

Vorversuch auch die geringste Spannweite und Standardabweichung im Vergleich zu Silber 

und Bismut. Die Probekörper wurden mittels Magnetronsputtern gleichmäßig beschichtet. 

Die Beschichtung war jedoch nicht voll kompatibel mit den gummielastischen Eigenschaften 

der Polyurethan-Polyester-Elastomer Probekörper (Hübner 2012). Die Probekörper wurden 

bis zum Versuchsbeginn trocken gelagert. Am Tag vor dem Versuchsablauf wurden die Pro-

bekörper mit Alkohol und Wasser gewaschen, steril getrocknet, eingeklebt und über Nacht 

im Kühlschrank gewässert. Dadurch wurden möglicherweise     Spannungen und Mikrorisse 

innerhalb des Gefüges provoziert, was die Oberflächeneigenschaften des Materials beein-

flusst haben könnte. Im Verlauf der Versuchsdurchführung wurden die Probekörper mit der 

Pinzette vorsichtig am Rand gefasst und umgelagert. Bei der kleinsten Berührung der Probe-

körper war bereits eine Veränderung der Oberfläche in Form von Falten und Rissbildung 

mit bloßem Auge zu erkennen. Es kann also im Zuge der Versuchsdurchführung trotz vor-

sichtiger Vorgehensweise zu kleinen Veränderungen der Oberflächenstruktur der Beschich-

tung mit Beeinträchtigung der Effektivität und so zu Schwankungen der gemessenen relati-

ven Lumineszenzen (größerer Interquartilsabstand) gekommen sein. Sowohl in der Auswer-

tung mit Vorversuch als auch ohne zeigten die silberbeschichteten Probekörper die gerings-

ten relativen Lumineszenzen, die Gummi-Probekörper die höchsten, was ein mögliches an-

timikrobielles Potenzial der Silber-beschichtung vermuten lässt. Für den klinischen Einsatz 

wäre also eine deutliche Modifikation der werkstoffkundlichen Eigenschaften anzustreben. 

In der vorliegenden Untersuchung ging es jedoch primär um eine initiale mikrobielle Evalu-

ierung als Vorstufe für weitere (klinische) Studien. 

6.3.3 Statistische Auswertung 

Die statistischen Auswertungen mittels Kruskal-Wallis-Test (Datensatz mit Vorversuch) und 

ANOVA (Datensatz ohne Vorversuch) zeigten keine signifikanten Unterschiede im Ver-

gleich aller Beschichtungen bei einem Signifikanzniveau von  = 0,05. Im paarweisen Ver-

gleich des Mann-Whitney-U-Testes zeigte Silber im Vergleich zu Gummi tendenziell niedri-

gere realtive Lumineszenzintensitäten, der Unterschied war jedoch nicht statistisch signifi-

kant. Die Vergleiche zwischen Bismutbeschichtung und Gummi sowie zwischen Silberbe-

schichtung und Bismutbeschichtung waren ebenfalls nicht signifikant. Die antibakterielle 

Wirkung von Silber wurde in anderen Studien auf unterschiedlichen dentalen Materialien 
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untersucht. Bürgers et al. (2009) verglichen unbehandelte Komposit-Probekörper mit Probe-

körpern mit 0,3% und 0,6% Silber-Additiven. Die Auswertung erfolgte am Fluo-reszenzmik-

roskop zum einen quantitativ mithilfe der Resazurin-Färbung und zum anderen qualitativ 

anhand der BacLight-Färbung. Mit der Resazurin-Färbung zeigten die Komposit-Probekör-

per ohne Silber-Zusatz eine drei- bis vierfach höhere Bakterienadhäsion im Vergleich zu den 

Probekörpern mit Silber-Additiven. Anhand der BacLight-Färbung wurden auf den Silber-

Probekörpern signifikant mehr membrangeschädigte Zellen detektiert. Beides deutet auf ein 

bakterizides und anti-adhärentes Potenzial von Silber hin. Ob diese Eigenschaften auch zur 

Prävention kariöser Läsionen in der Mundhöhle beitragen können, muss noch in vivo geprüft 

werden. Auch Yoshida et al. (1999b) untersuchten die anti-bakterielle Wirksamkeit von Kom-

posit-Materialien in Kombination mit zwei verschiedenen silberhaltigen Materialien auf Strep-

tococcus mutans. Beide Materialien konnten das Wachstum von Streptococcus mutans über einen 

Zeitraum von 6 Monaten inhibieren. Wang et al. (2016) modifizierten Titan-Oberflächen mit 

Silber-Nanopartikeln und zeigten, dass die modifizierten Oberflächen einen Einfluss auf die 

Expresssion von Biofilm-assoziierten Genen der Testkeime Staphylococcus aureus und Staphy-

lococcus epidermidis ausübten und auf diese Weise die bakterielle Adhäsion und Biofilmbildung 

hemmten. Des Weiteren wurde demonstriert, dass die Inkorporation von Silber-Nanoparti-

keln als wirksames Antiinfektivum gegen anheftende und planktonische Bakterien anzusehen 

ist. Auch Gosau et al. (2015) beschichteten   Titan-Implantatoberflächen mit nanokristallinem 

Silber, Kupfer und Bismut. Sowohl Silber als auch Bismut zeigten gute antibakterielle Wirk-

samkeit gegen Streptococcus epidermidis.  

In der vorliegenden In-vitro-Studie konnte im paarweisen Vergleich von Silber und Gummi 

zwar kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden, die Silberbeschichtung 

zeigte jedoch sowohl im Kruskal-Wallis-Test als auch im paarweisen Vergleich tendenziell 

die geringsten relativen Lumineszenzintensitäten. Dies könnte entweder durch ein mögliches 

antimikrobielles Potenzial der Silberbeschichtung zu erklären sein oder auch durch die deut-

lich glattere Oberflächenbeschaffenheit der Silberbeschichtung. Im Vergleich der verwende-

ten Materialien fällt auf, dass es sich in den anderen Studien um starre Materialien wie Titan-

Implantate oder Stahldrähte und Stahl-Brackets handelt. Eine Beschichtung von Materialien 

mit Eigenelastizität scheint demnach nicht voll kompatibel mit der Silber- und Bismutbe-

schichtung zu sein, was möglicherwiese die Einbußen der anti-mikrobiellen Wirksamkeit er-

klärt. Ein möglicher Lösungsansatz, der die Problematik der Inkongruenz zwischen elasti-

schem Probekörper und fragiler Beschichtung eliminieren könnte, wäre die Inkorporation 

des antibakteriellen Materials in den Probekörper oder ein alternatives Beschichtungsverfah-

ren, das einen besseren Verbund zwischen Probekörper und Beschichtung ermöglicht. In 

der Literatur werden zwei verschiedene Möglichkeiten der antimikrobiellen Modifikation 

von kieferorthopädischen Ligaturenringen untersucht und diskutiert: die Metafasix-Techno-

logie (Super Slick Elastomers) und die Orthoshield Orthodontic Antimicrobial Technologie 

(Orthoshield Safe-T-Tie) (Magno et al. 2008; Leander und Kumar 2011; Caccianiga et al. 
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2012; Kim et al. 2012; Bai und Vaz 2015; Mattos et al. 2015; Ortho Organizers; OrthoShiel-

dTM Safe-T-TieTM - Ortho Organizers). Das Grundprinzip der Metafasix-Technologie beruht 

auf einer wasserunlöslichen Hydrogel-Polymer-Beschichtung, welche zum einen die Friktion 

an der Verbindung von Bracketbogen und     -slot herabsetzen soll und zum anderen die 

Oberfläche der Polyurethan-Elastomere bei Befeuchtung in eine glatte, bakterienabweisende 

Oberfläche modifiziert. Des Weiteren verspricht der Hersteller eine gute Retention, Reißfes-

tigkeit und überlegene elastische Fähigkeiten der beschichteten Elastomere (Magno et al. 

2008; Leander und Kumar 2011; Mattos et al. 2015). Die anti-adhäsiven und antimikrobiellen 

Eigenschaften der Super-Slick-Elastomere wurden bereits in einigen Studien untersucht. 

Magno et al. (2008) verglichen in ihrer In-vivo-Studie mit 20 Patienten die Kontamination 

mit Streptococcus mutans an beschichteten Super-Slick-Elastomerringen mit konventionellen 

Ligaturenringen. Nach 15 Tagen in situ waren entgegen den Herstellerangaben sogar signifi-

kant mehr Streptococcus mutans-Bakterien auf den Super-Slick-Elastomeren nachweisbar als auf 

den unbeschichteten konventionellen Ligaturenringen, weshalb Magno et al.  von der Ver-

wendung der Super- Slick-Elastomere während der kieferorthopädischen Behandlung abra-

ten. Auch Mattos et al. (2015) konnten in ihrer In-vivo-Studie keinen signifikanten Unter-

schied der mikro-biellen Kontamination von Super-Slick-Elastomerketten im Vergleich zu 

konventionellen elastischen Ketten über einen Zeitraum von 21 Tagen feststellen. Die Er-

gebnisse stimmen also mit den Resultaten der vorliegenden Untersuchung überein. 

Die Orthoshield-Orthodontic-Antimicrobial-Technologie nutzt die antimikrobiellen Eigen-

schaften von Silber, wie Destabilisierung der bakteriellen Zellwand und Unterbrechung des 

bakteriellen Zellstoffwechsels (Caccianiga et al. 2012; Ortho Organizers; OrthoShieldTM Safe-

T-TieTM - Ortho Organizers). Das Silber liegt eingebettet in einer porösen Keramik vor, 

wodurch eine stetige, kontrollierte Abgabe von Silber an die Oberfläche der Elastomerringe 

über einen Zeitraum von 30 Tagen sichergestellt werden soll (Caccianiga et al. 2012; Ortho 

Organizers; OrthoShieldTM Safe-T-TieTM - Ortho Organizers). Caccianiga et al. (2012) de-

monstrierten in einer In-vivo-Studie mit 50 Patienten eine signifikante Abnahme der Bakte-

rienanzahl unter Verwendung der Safe-T-Ties im Vergleich zu konventionellen Ligaturen. 

Zudem konnte auch eine deutliche Verbesserung der gingivalen Entzündungsindizes festge-

stellt werden. Kim et al. (2012) konnten in ihrer In-vivo-Studie hingegen keinen signifikanten 

Unterschied der mikrobiellen Kontamination mit Streptococcus mutans auf konventionellen Li-

gaturen und Safe-T-Ties feststellen. Mögliche Faktoren, die die antimikrobielle Wirksam-

keit beeinträchtigen, könnten laut Kim et al. die Menge an abgegebenen Silber-Ionen, die 

Verweildauer der Elastomere in situ, die physiologischen Konditionen der Mundhöhle sowie 

die physikalischen Eigenschaften der Elastomere sein. Die Menge an abgegeben Silber-Ionen 

könnte zwar, wie vom Hersteller angegeben, über einen Zeitraum von 30 Tagen konstant 

sein, die Konzentration an abgegebenen Ionen ist jedoch möglicherweise zu gering, um ein 

bakterielles Wachstum zu verhindern. Eine weitere Erklärung für die fehlende antimikrobi-

elle Wirksamkeit könnte eine Abnahme der Konzentration sein, die es den Bakterien ermög-

lichte, sich während des Versuchszeitraums wieder zu regenerieren. Casemiro et al. (2008) 
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demonstrierten in ihrer Studie, dass der prozentuale Anteil von Silber-Verbindungen in 

Komposit-Materialien positiv mit der antimikrobiellen Wirksamkeit korreliert. Die Konzent-

ration der Ionen scheint demnach Einfluss auf die antimikrobielle Effektivität zu haben. 

Hotta et al. (1998) untersuchten in einer Langzeitstudie die antimikrobielle Effektivität von 

Silber-Zink-Verbindungen in Komposit-Materialien und fanden heraus, dass die Abgabe von 

Silber-Ionen bei dreimonatiger Lagerung in Wasser stagniert. Sie schlussfolgerten, dass der 

antimikrobielle Effekt auch durch direkten Kontakt mit den Bakterien und nicht nur durch 

Abgabe von Ionen hervorgerufen wird. Der genaue Wirkmechanismus scheint also noch 

nicht vollständig nachgewiesen zu sein und muss in weiteren Studien noch intensiv unter-

sucht werden. 

Die in der vorliegenden Studie verwendeten Ligaturenringe werden im klinischen Alltag in 

regelmäßigen Abständen gewechselt und dabei stark gedehnt. Zusätzlich sind die Ligaturen-

ringe den physiologischen Reinigungsmechanismen der Mundhöhle, dem Lippentonus und 

stetiger mechanischer Beanspruchung bei Nahrungsaufnahme und Mundhygienemaßnah-

men ausgesetzt. Es kommt zu Veränderungen der Materialeigenschaften, die einen monatli-

chen Wechsel der Ligaturenringe erforderlich machen. Dieser „Alterungsprozess“ des Ma-

terials sollte bei weitergehenden Entwicklungen unbedingt beachtet werden. Ein konstant 

stabiler Verbund zwischen antimikrobieller Beschichtung und elastischer Ligatur ist essenzi-

ell für einen klinischen Einsatz.  Zudem sollte die Konzentration der abgegebenen Ionen vor 

einem klinischen Einsatz intensiv geprüft werden. Mit jedem neu inserierten Ligaturenring 

addiert sich die Menge an Ionen, die in den Organismus abgegeben wird, was gesundheitliche 

Folgen für die meist jugendlichen Patienten haben könnte. Die Entwicklung antimikrobiell 

wirksamer Ligaturenringe sollte also auf der einen Seite eine ausreichend hohe Konzentration 

an antimikrobiellen Ionen sicherstellen, die eine Etablierung pathogener Biofilme reduziert 

und nachhaltig wirksam ist. Auf der anderen Seite sollte die hohe Bioverfügbarkeit der Na-

nopartikel und insbesondere die Belastung der Patienten durch den Ligaturenwechsel, der 

mit einer erneuten Abgabe an Ionen in den Organismus verbunden ist, kritisch bedacht wer-

den. Ein weiterer wichtiger Punkt ist das Umgebungsmilieu. Elastomere, die dem umgeben-

den Milieu der Mundhöhle ausgesetzt sind, werden in kürzester Zeit mit einem Film aus 

Speichelproteinen benetzt, der die Wirksamkeit beeinträchtigt und so den klinischen Einsatz 

erschwert (Schierholz et al. 1998). Die kontinuierlich sezernierten Silber-Ionen könnten zu-

dem direkt durch andere Speichel-Ionen gebunden und dadurch unwirksam gegen Bakterien 

werden (Kim et al. 2012). Der genaue Wirkmechanismus ist, wie bereits erwähnt, noch nicht 

vollständig geklärt und in der Literatur wird diskutiert, welche Konzentration an Ionen aus-

reichend für eine antimikrobielle Wirkung ist. Berger et al. (1976) ermittelten, dass die mini-

male inhibitorische Konzentration (MIC) für Silber-Ionen auf eine Vielzahl von Bakterien-

spezies bei 30 g/l liegt, während Yoshida et al. (1999a) und Tanagawa et al. (1999) demons-

trierten, dass bereits kleinste Mengen an Silber-Ionen zu einem antimikrobiellen Effekt auf 

Streptococcus mutans führen. Die unterschiedlichen Versuchsbedingungen der Studien erschwe-

ren jedoch einen direkten Vergleich. Die Konzentration an abgegebenen Silber-Ionen sowie 
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die Korrelation mit der antimikrobiellen Wirksamkeit sollte noch intensiver überprüft wer-

den. Zudem sollten auch die Oberflächeneigenschaften der Elastomere, wie die freie Ober-

flächenenergie und Rauigkeit, betrachtet und auf Veränderungen im Verlauf der Studie über-

prüft werden (Kim et al. 2012). 

Es lässt sich somit schlussfolgern, dass Silber möglicherweise eine antimikrobielle Wirkung 

aufweist. Das gummielastische Material der verwendeten Ligaturenringe scheint jedoch eine 

besondere Herausforderung an das Beschichtungsverfahren zu stellen. In weiterführenden 

Studien sollte als Grundvoraussetzung zunächst eine stabile Verbindung von antimikro-biel-

lem Wirkstoff und Probekörper geschaffen werden, bevor weitere wichtige Parameter wie 

die Wirkstoffkonzentration, Toxizität, Oberflächeneigenschaften sowie die Langzeitwirkung 

untersucht werden können. 
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7 Zusammenfassung 

Die Entstehung pathogener Biofilme an festsitzenden kieferothopädischen Apparaturen 

kann zu unerwünschten klinischen Nebenwirkungen wie Demineralisationen im Brack-et-

umfeld und Gingivitiden führen. Die erhöhte Bakterienakkumulation auf kieferortho-pädi-

schen Elastomerringen erhöht das Risiko für Karies und Parodontopathien. Deswegen wä-

ren oberflächenmodifizierte Ligaturenringe mit antimikrobiellem Potenzial von erheblichem 

klinischen Nutzen. Ziel der vorliegenden In-vitro-Studie war es, die antimiktobielle Wirkung 

von Nanobeschichtungen aus Silber und Bismut auf kieferorthopädischen Polyurethan-Po-

lyester-Elastomerringen zu untersuchen. In der Versuchsreihe wurde Streptococcus mutans als 

repräsentativer Vetreter der Mutansgruppe ausgewählt, da er zu den häufigsten Keimen des 

orofazialen Systems zählt und als Leitkeim der Karies und somit auch von White-Spot-Läsi-

onen gilt. 

In einer Vorversuchsreihe wurde anhand fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen zunächst 

die Bakterienadhäsion auf den unbeschichteten und beschichteten Prüfkörpern visualisiert. 

Eine Quantifizierung der Bakterien war aufgrund von Unregelmäßigkeiten der Beschichtun-

gen und den starken Hintergrundfluoreszenzen jedoch so nicht möglich. Für die Hauptver-

suchsreihe wurde deshalb das indirekte Quantifizierungsverfahren mittels Biolumineszenz 

gewählt. Anhand der Hauptversuchsreihe wurden die relativen Lumineszenz-intensitäten der 

unbeschichteten und beschichteten Probekörper ermittelt und anschließend statistisch aus-

gewertet. Die relativen Lumineszenzintensitäten erlauben einen Rückschluss auf die Anzahl 

metabolisch aktiver Zellen. Je höher die Werte, desto mehr ATP wurde durch das Assay 

umgesetzt und desto mehr aktive Zellen befanden sich auf den Probekörpern. Bei der statis-

tischen Auswertung zeigte die Silberbeschichtung sowohl im Kruskal-Wallis-Test als auch 

im paarweisen Vergleich zu unbeschichtetem Gummi die geringsten relativen Lumines-

zenzintensitäten und damit die geringste Bakterienaktivität. Dies könnte zum einen Rück-

schlüsse auf ein mögliches antimikrobielles Potenzial der Silberbeschichtung zulassen, ist 

zum anderen aber möglicherweise auch mit der deutlich glatteren Oberfläche der Silberbe-

schichtung und damit einhergehender verminderter Bakterienadhäsion zu erklären. Der Un-

terschied zwischen Bismutbeschichtung und unbeschichtetem Probekörper sowie zwischen 

Silberbeschichtung und Bismutbeschichtung war aber insgesamt statistisch nicht signifikant.  

Das gummielastische Verhalten der Polyurethan-Polyester-Elastomerringe stellte eine be-

sondere Herausforderung für Beschichtungsverfahren dar. Die Silber- und Bismutbeschich-

tungen, die mittels Magnetronsputtern aufgetragen wurden, erwiesen sich in der Versuchs-

reihe als mechanisch relativ instabil. Dadurch lassen sich möglicherweise die Schwankungen 

der Messwerte erklären. Auch eine Einschränkung des antibakteriellen Wirkmechanismus ist 

durch die instabile Oberfläche denkbar. Alternative Modifikationen der kiefer-orthopädi-

schen Ligaturenringe, wie die wasserunlösliche Hydrogel-Polymer-Beschichtung der Me-
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tafasix-Technologie oder die Inkorporation des antimikrobiell wirksamen Silbers in eine po-

röse Keramik der Orthoshield-Orthodontic-Antimicrobial-Technologie werden in der Lite-

ratur kontrovers diskutiert und sind noch nicht hinreichend erforscht.  

Da es sich bei der Biofilmentstehung mit anschließender Demineralisation im Bracketumfeld 

um ein multifaktorielles Geschehen mit diversen Einflussfaktoren handelt, muss der anti-

mikrobielle Wirkmechanismus der Probekörper unter unterschiedlichen Umgebungsbedin-

gungen getestet werden. Es sollte zunächst ein stabiler Verbund zwischen Probekörper und 

antimikrobieller Beschichtung geschaffen werden, der auch einer starken mechanischen Be-

anspruchung standhält und die mechanischen Eigenschaften der Elastomere nicht negativ 

beeinflusst. Des Weiteren sollten Parameter wie die Konzentration an antimikro-biellen Zu-

sätzen sowie eine mögliche toxische Wirkung von Nano- oder Mikropartikeln besonders vor 

dem Hintergrund eines stetigen Ligaturenwechsels im klinischen Alltag in diesem Zusam-

menhang intensiv geprüft werden.  

Die Bakterienadhäsion auf den Probekörpern konnte mithilfe fluoreszenzmikroskopischer 

Aufnahmen eindeutig nachgewiesen werden und im Anschluss mittels Messung relativer Lu-

mineszenzintensitäten reproduzierbar und schnell quantifiziert werden. Eine antimikrobielle 

Wirkung von Silber- und Bismutbeschichtungen auf kieferorthopädischen Ligaturenringen 

konnte in dieser Studie jedoch nicht nachgewiesen werden. 
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