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1 Einleitung

Im Laufe der Zeit haben Biomaterialien in der Medizin immer mehr an Bedeutung
gewonnen und finden heutzutage in fast jeder medizinischen Fachrichtung Anwendung.
Bereits 1000 vor Chr. wurde die Verwendung solcher Materialien beschrieben. So wur-
den beispielsweise Goldfaden als Nahtmaterial zur Versorgung von Wunden oder auch
Gold- und Silberkronen als prothetischer Zahnersatz benutzt (Ratner et al. 1996).

Auf der National Institutes of Health Consensus Development Conference (1983) wur-
de der Begriff Biomaterial als jede vom Arzneimittel zu unterscheidende Substanz oder
Kombination von Substanzen natirlichen oder synthetisierten Ursprungs, die fir un-
limitierte Zeit als Ganzes oder als Teil des menschlichen Korpers verwendet werden
kann, um ein Gewebe, ein Organ oder eine Funktion des menschlichen Korpers zu be-
handeln, zu verbessern oder zu ersetzen, definiert. Biomaterialien sind also Fremdstoffe,
die in direktem Kontakt zum Organismus stehen und dort auf unbestimmte Zeit ver-
weilen. Sie sollten biokompatibel sein und keine toxischen Eigenschaften aufweisen, die

eine mogliche Schidigung des Organismus verursachen kénnen.

Ein Hauptproblem bei der Verwendung dieser Biomaterialien ist ein erhohtes Infekti-
onsrisiko fiir den Organismus in den umgebenden Geweben. An der Oberfliche der in
den Korper eingebrachten Materialien liegen haufig Bedingungen vor, die eine Koloni-
sation mit Bakterien und anschliefsender Biofilmbildung begiinstigen. Dies hat in vielen
Bereichen der Medizin und Zahnmedizin, beispielsweise bei der Implantation kiinstli-
cher Gelenkprothesen, koronarer Stents, dentaler Implantate, aber auch zahnérztlicher
prothetischer Versorgungen zu erhohten Komplikationsraten durch Implantinfektionen
gefiihrt.

Speziell in der Zahnmedizin fiithrt die Akkumulation von Plaque (dentaler Biofilm) auf
der Oberfliche von Biomaterialien (Kronen, Implantaten, Fiillungsmaterialien, Befe-
stigungszementen etc.) zur Bildung von Kandidosen, Sekundérkaries und parodontalen
bzw. periimplantédren Entziindungen und kann somit ihren Langzeiterfolg limitieren.
Befestigungszemente fiir dentale Restaurationen und der Ubergang zwischen prothe-
tischer Krone und natiirlichem Zahn bieten ideale Voraussetzungen zur Kolonisation
und zum Wachstum oraler Bakterien. Denn in diesem Bereich entsteht auch bei sehr
praziser Anfertigung des Zahnersatzes eine Diskontinuitét der eigentlich glatten Zahn-
oberfliche. Es bilden sich Schlupfwinkel fiir Bakterien, die auch durch entsprechende
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Mundhygienemafnahmen nur schwer zugénglich sind. Deshalb wiren antiadhésive oder
antimikrobielle Eigenschaften dieser Zemente wiinschenswert. Sie konnten das Risiko
von Sekundérkaries und parodontalen bzw. periimplantdren Entziindungen reduzieren
und damit die Lebensdauer zahnéarztlicher Restaurationen erhohen. Einige Hersteller
dieser Zemente versuchen deshalb, durch die Beimengung von spezifischen Additiven
die antibakteriellen Eigenschaften zu verbessern. Ein bereits kommerziell umgesetzter
Ansatz ist es, Kupfer-Ionen in Befestigungszemente zu integrieren. Die antimikrobielle
Wirkung von Kupfer-Ionen ist schon lange bekannt und findet in einigen medizinischen
Fachrichtungen Anwendung. Der genaue Wirkungsmechanismus ist jedoch noch nicht

vollstindig geklart.

Das Ziel der vorgelegten Untersuchung war es, ein realistisches In-situ-Modell zur
Untersuchung der bakteriellen Adhésion auf konventionellen und modifizierten Be-
festigungszementen zu etablieren. An diesem sollte die Biofilmbildung auf Zinkoxid-
Phosphatzementen quantitativ und qualitativ evaluiert werden. Des Weiteren sollte
die potentielle Ursache fiir die Wirksamkeit bzw. Unwirksamkeit der Kupferadditive in

Zinkoxid-Phosphatzementen iiberpriift werden.
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2 Literaturubersicht

2.1 Bakterieller Biofilm

Bakterien liegen in der Natur, vereinfacht gesagt, in zwei verschiedenen Formen vor.
Einerseits kommen sie frei in Fliissigkeiten ,schwimmend®“ als nichtadhirente Bakte-
rien in einer sogenannten Planktonphase, zum anderen adhirent auf Oberflichen in
Biofilmen organsiert vor. Die letztere ist dabei wesentlich hiufiger, so dass man heut-
zutage davon ausgeht, dass nahezu 99% der weltweit vorkommenden Bakterien in dieser

hochkomplexen Form existieren (Costerton et al. 1987, Costerton et al. 1995).

Bereits im 17. Jahrhundert wurden von dem niederlédndischen Naturforscher Van Leeu-
wenhoek erstmals einzelne Bakterien als sogenannte animalcules in der eigenen denta-
len Plaque beschrieben (Smit und Heniger 1975). Wirklich anerkannt wurde die Exi-
stenz von Biofilmen allerdings erst wesentlich spédter um 1940 (Roberts et al. 1999).
Heutzutage werden Biofilme definiert als eine mikrobiell entstandene festgewachsene
Gemeinschaft, charakterisiert durch Zellen, die irreversibel auf einer Oberflache, einem
Interface oder miteinander verbunden sind (Costerton et al. 1999, Stoodley et al. 2002,
Usha 2009). Sie sind eingebettet in einer Matrix aus extrazelluldren polymeren Sub-
stanzen (EPS), die sie selbst synthetisiert haben (Paes Leme et al. 2006). Dabei weisen
sie einen verdnderten Phianotyp in Bezug auf ihre Wachstumsrate und Gentranskription
auf (Donlan und Costerton 2002).

Biofilme stellen also ein eigenes Okosystem dar, das in der Lage ist, auf #ufere Ein-
fliisse und Reize zu reagieren, und sich so verdnderten Umweltbedingungen anpassen
zu konnen (Liljemark et al. 1997). Ermoglicht wird diese Flexibilitdt und Dynamik
durch die Kommunikation der verschiedenen Bakterienspezies innerhalb des Biofilmes
(Weimer et al. 2011). Diese interbakterielle Kommunikation wird auch als quorum sen-
sing bezeichnet (Waters und Bassler 2005). Bakterien kénnen durch das Ausscheiden
bestimmter Signalmolekiile ihre von der Zelldichte abhéingige Genexpression regulieren
(Li und Nair 2012, Miller und Bassler 2001). Genetische Informationen der Mikroor-
ganismen kénnen untereinander kombiniert und geteilt werden (Madsen et al. 2012).
Dies fiihrt dazu, dass beim einzelnen Mikroorganismus nicht alle Gene aktiviert vor-

liegen miissen, um vollstdndig funktionsfihig zu sein (Wolcott et al. 2013). Durch das
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Aufteilen der gesamten Gene einer Spezies auf viele Mikroorganismen muss das ein-
zelne Bakterium weniger Energie aufwenden, um seinen Anteil am gesamten Genpool
aufrechtzuerhalten, wihrend den Bakterien als Gemeinschaft der gesamte Genpool zur
Verfiigung steht (Hogg et al. 2007). Des Weiteren wird durch Kanéle zwischen den
Zellnestern eine sogenannte metabolische Kooperation erméglicht (Lewandowski et al.
1992). Nihrstoffe konnen entlang eines pH-Gradienten zwischen den Bakterien aus-
getauscht werden und gelangen so auch in tiefere Schichten des Biofilmes (Elias und
Banin 2012).

Diese mikromolekularen Mechanismen haben zu einem Umdenken in der Mikrobiolo-
gie gefiihrt. Ein Biofilm wird als eine funktionelle Einheit gesehen, die eine zentrale
Kontrolle iiber die einzelnen Mikroorganismen ausiibt, um die notwendigen Prozesse
und Aktivititen zum Uberleben der gesamten Kolonie aufrechtzuerhalten (Kuramit-
su et al. 2007). Diese komplexe Organisation als Biofilm bietet den Bakterien Schutz
vor zelluldren und humoralen Komponenten des Immunsystems (Lam et al. 1987) und
erhoht deren Resistenz gegeniiber toxischen Substanzen wie z.B. Antibiotika und Des-
infektionsmitteln (Leid et al. 2005, Stewart und Costerton 2001). Diese Mechanismen
und Kommunikationsprozesse verdeutlichen die Vorteile der Organisation der Bakteri-

en innerhalb eines Biofilms im Gegensatz zur freien planktonischen Form.

Bisher gibt es in der aktuellen Literatur kein Modell, das beziiglich der bakteriellen
Adhésion an Oberflichen die biochemischen und physiologischen Aspekte vollstandig
beriicksichtigt und beschreibt. Verschiedene Autoren haben versucht, die relevanten
und wichtigen Aspekte des Adhésionsprozesses in einem Modell zusammenzufassen.
Demzufolge kann die Entstehung eines Biofilmes in fiinf verschiedene Stadien (siehe
Abbildung 1) gegliedert werden (Van Loosdrecht et al. 1990, Marsh und Bradshaw
1995, Teughels et al. 2006) und lisst sich unter anderem auf die Bildung der dentalen
Plaque tibertragen:

1. Transport der Mikroorganismen zur Materialoberfliche
. Primére Adhésion
. Sekundéare Adhésion

. Kolonisation /Plaquereifung

U= W N

. Ablosung von Tochterkolonien

1. Der initiale Transport planktonischer Bakterien zur Oberfliche ist eher als zufillig
zu betrachten und kann durch Brown “sche Bewegung, Sedimentation und Strémung
in der Fliissigkeit oder aktive Eigenbewegung der Mikroorganismen geschehen (Bos et
al. 1999, Busscher und Weerkamp 1987, Scheie 1994, Teughels et al. 2006).

2. Zunichst lagern sich irreversibel Proteine, Polysaccharide, Enzyme und Immunglo-

buline an einer Oberfliche an und bilden eine azellulire Membran, die auch conditio-
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ning film oder Pellikel genannt wird (Hannig 1997). Diese nahezu bakterienfreie Schicht
ist fiir die spitere Adhésion der Bakterien an der Oberfliche von entscheidender Be-
deutung, da erst durch ihre adhésionsvermittelnden Wechselwirkungen eine Bindung
zwischen Bakterium und Oberfliche moglich ist (Hannig und Hannig 2007, Lendemann
et al. 2000). Eine wichtige Rolle spielen dabei unter anderem die Oberflichenladung
und das Nihrstoffangebot im umgebenden Milieu (Wimpenny und Colasanti 1997).
Nach Bildung des conditioning film kommt es zwischen Oberfliche und Bakterium
zu physikalisch-chemischen Interaktionen, die zu einer schwachen und reversiblen Bin-
dung fithren (Busscher und van der Mei 1997, Marsh und Bradshaw 1995). Obwohl die
Bakterien und sauren Proteine des conditioning film eine negative Ladung aufweisen
(Marsh und Martin 2003), kann es durch thermodynamisch giinstige Verhéltnisse und
das Zusammenwirken von anziehenden (van der Waals-Krifte, hydrophobe Wechselwir-
kungen, Wasserstoffbriickenbindungen), abstofenden (elektrostatische Wechselwirkun-
gen) oder beiden Kriften (Saure-Base-Wechselwirkungen) zu einer insgesamt schwa-

chen Nettoanziehung kommen, die eine Adhésion ermdéglicht (Teughels et al. 2006).

3. Bei der sekundiren Adhésion kommt es zur Ausbildung einer extrazellularen poly-
meren Matrix, die fiir den interbakteriellen Zusammenhalt und die weitere Reifung des
Biofilms von grofer Bedeutung ist (Flemming et al. 2007). Diese extrazelluldren po-
lymeren Substanzen (EPS) werden von den Bakterien selbst produziert und bestehen
hauptséichlich aus Wasser, Polysacchariden, Glykoproteinen, Lipiden sowie Nukleinséu-
ren (Ahn et al. 2007). Sie fiillen den Raum zwischen den Bakterien aus und verbessern
die Stabilitdt und Funktionalitét des Biofilms (Romani et al. 2008). Die Bakterien be-
sitzen zudem auf ihrer Oberfliche sogenannte Adhésine (spezielle extrazelluldre Prote-
inkomponenten), die mit komplementéiren Rezeptoren (Glykoproteine und Polysaccha-
ride) innerhalb des conditioning film eine irreversible Anheftung ermoglicht (Sanderink
et al. 2004).

4. Nachdem eine feste und irreversible Bindung zwischen Bakterien und Oberfliche
vorliegt, kommt es zur Reifung des Biofilms. Einerseits vermehren sich die im Biofilm
enthaltenen Bakterien mittels Zellteilung und bilden Mikrokolonien aus, zum anderen
kommt es durch die Koadhésions- und Koaggregationsprozesse zum Anlagern weiterer
Bakterien (Kolenbrander et al. 1993). Unter Koadhision und Koaggregation versteht
man im Allgemeinen die interbakterielle Haftung von Bakterien an mikrobiellen Ober-
flichen. Sanderink et al. (2004) definierten diese Begriffe genauer, so dass die Koadhé-
sion das Erkennen und Haften von genetisch identischen Bakterienspezien beschreibe,
wahrend sich die Koaggregation auf genetisch unterschiedliche Bakterienarten beziehe.
Damit die Bakterien nicht nur an die zu besiedelnde Oberfliche oder die gleiche Zells-
pezies binden konnen, exprimieren sie neben den eigenen Adhésinen auch Rezeptoren
fiir die Bindung anderer Bakterienadhésine (Marsh und Martin 2003).
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Bei der Besiedlung und Ausreifung des oralen Biofilms hat sich gezeigt, dass bestimm-
te Bakterien vornehmlich in der initialen Phase auftreten und andere erst spiter den
Biofilm besiedeln (Kolenbrander und London 1993). Die Friihkolonisierer, zu denen
im oralen Biofilm hauptsichlich Streptokokken gehdren, binden vor allem an die spe-
ziellen Rezeptoren (z.B. Muzine, Statherine und Agglutinine) des conditioning film
(Kolenbrander et al. 2002). Im Verlauf kénnen sich dann weitere unterschiedliche friih-
kolonisierende Bakterien untereinander binden. Spéatkolonisierenden Bakterien ist dies
jedoch nicht moglich, weshalb dem Fusobacterium nucleatum diesbeziiglich eine beson-
dere Rolle zukommt (Kolenbrander et al. 2002, Rickard et al. 2003). Dieses Bakterium,
das zu den haufigsten gramnegativen oralen Keimen gehort (Moore und Moore 1994),
fungiert als Briicke zwischen den Friih- und Spétkolonisierern und kann mit beiden
Bakteriengruppen koaggregieren (Kolenbrander et al. 2002). Die Spatkolonisierer bin-

den vor allem an diese Bakterien, jedoch kaum untereinander (Yao et al. 2003).

5. Schliefslich kommt es nach dem Ausreifen des Biofilms zum Loslosen von Bakterien,
die zu freien Siedlungsflichen gelangen und so eine Ausbreitung des Biofilms ermdog-
lichen (Costerton et al. 1999). Dabei konnen einzelne Bakterien durch Erosion sowie
grofere Bakterienkonglomerate durch Abschilferung losgelost werden (Stoodley et al.
2001). Dieser Prozess des Ausbildens von Tochterverbinden unterliegt biophysikali-

schen, genetischen und kommunikativen Regulationsmechanismen (Li et al. 2001).

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Biofilmbildung in fiinf Stadien (Sauer 2003
S.2)
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Abbildung 2: Raum-Zeit-Modell der oralen bakteriellen Kolonisation nach Kolen-
brander et al. (2002) S.488

In der Literatur gibt es zahlreiche Studien, die speziell die Biofilmbildung und bak-
terielle Adhésion auf dentalen Befestigungszementen untersucht haben. Daugela et al.
(2008) iiberpriiften in einer In-vitro-Studie die antimikrobielle Wirkung sieben ver-
schiedener Befestigungszemente. Unter den getesteten Zementen befand sich auch der
Zinkoxid-Phosphatzement dieser Studie (Hoffmanns Cement normalhirtend, Hoffmann
Dental Manufaktur GmbH, Berlin, Deutschland). Anhand eines Agar-Diffusionstests
wurde die antibakterielle Wirkung vor allem in Bezug auf das Wachstum des Bak-
teriums Streptococcus mutans evaluiert. Direkt nach dem Anmischen zeigte vor allem

der Zinkoxid-Phosphatzement eine starke antibakterielle Wirkung, vergleichbar mit der



2 Literaturiibersicht Seite 8

von Penicillin. Nach dem Aushérten liefs diese Wirkung jedoch stark nach. Die starke
antibakterielle Aktivitdt direkt nach dem Anmischen des Zements wurde durch das
stark saure Milieu (pH-Wert < 2) begriindet. Das Nachlassen dieser Wirkung nach
dem Aushirten hingegen wurde durch den deutlichen pH-Anstieg (> 5,4) sowie die

geringere Diffusionskapazitit der antibakteriellen Stoffe erklart.

Winkler et al. (2014) untersuchten in einer In-vitro-Studie die bakterielle Adhésion
und Zytotoxizitéit acht verschiedener Befestigungszemente (Harvard (Harvard, Berlin,
Deutschland), Ketac cem (3M ESPE, Seefeld, Deutschland), TempBond, (Kerr, West
Collins, USA), TempBond NE (Kerr, West Collins, USA), Aqualox Carboxylate (VO-
CO, Cuxhaven, Deutschland), Panavia F 2.0 (Kuraray, Osaka, Japan), Rely X Unicem
(3M ESPE, Neuss, Deutschland) und Implantlink (DETAX, Ettlingen, Deutschland))
und priiften deren Eignung zur Befestigung implantatgetragener prothetischer Restau-
rationen. Neben der freien Oberflichenenergie und -rauheit wurden die bakteriellen
adhésiven Eigenschaften mittels Fluoressenzmikroskopie und Zytotoxizitat durch einen
WST-1-Test iiberpriift. Dafiir wurden Probekorper aus den acht verschiedenen Testze-
menten entsprechend der Herstellerangaben sowie ein Referenzprobekdrper aus reinem
Titan hergestellt. Zur Beurteilung der initialen Biofilmbildung und bakteriellen Adhé&-
sion wurden die Probekorper mit zwei bakterielle Suspensionen ( Staphylococcus epider-
midis und Streptococcus sanguinis) beschickt und fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
Die Zytotoxizitat der verschiednen Testzemente wurde mittels dentaler Follikelzellen
und eines WST-1-Test untersucht. Beziiglich der Oberflichenrauheit und freien Ober-
flichenenergie konnten zwischen den acht verschiedenen Testzementen keine signifi-
kanten Unterschiede festgestellt werden. Die Ergebnisse der bakteriellen Adhésion und
Biofilmbildung zeigten bei zwei Testzementen (TempBond und TempBond NE) eine
signifikant niedrige Bakterienzahl sowohl fiir Streptococcus sanguinis als auch Staphy-
lococcus epidermidis. Die hochste Zytotoxizitdat wurde fiir Harvard, TempBond, Temp
Bond NE und Aqualox festgestellt. Zusammenfassend konnte keiner der untersuch-
ten Testzemente - aus mikrobiologischer Sicht - zur Befestigung implantatgetragener
prothetischer Restaurationen uneingeschréankt empfohlen werden. Zwar zeigten einige
Testzemente (TempBond und TempBond NE) nur geringe Tendenzen zur bakteriellen
Adhésion und Biofilmbildung, dennoch wurde ihre gleichzeitig hohe Zytotoxizitéit als
kritisch betrachtet. Korsch et al. (2014) untersuchten ebenfalls in einer klinischen Stu-
die die Biofilmbildung und das bakterielle Wachstum auf Zementen zur Befestigung
von Implantataufbauten. Bei zehn Patienten mit periimplantéiren Beschwerden wurde
iiberschiissiger Zement, der im periimplantéiren Sulkus zu finden war, auf die bakterielle
In-situ-Kolonisation mittels 16S rDNA-Sequenzierung untersucht. Es sollte die Neigung
zur Biofilmbildung auf den Zementoberflachen evaluiert werden. Die Ergebnisse zeigten
eine deutliche Tendenz zur bakteriellen Besiedlung bei methacrylathaltigen Zementen.

Lewinstein et al. (2005) untersuchten in einer weiteren In-vitro-Studie drei dentale
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Befestigungszemente in Bezug auf ihre antibakteriellen Eigenschaften. Dafiir wurden
die Bohrlocher von Mikrotiterplatten mit den entsprechenden Testzementen (Harvard
Cement, Duralon und Ketac Cem) beschichtet und anschliefsen mit einer Streptokok-
kus mutans Suspension inkubiert. Im Anschluss wurden anhand eines Direkt-Kontakt-
und Agar-Diffusions-Tests das bakterielle Wachstum und die antibakterielle Aktivitat
bestimmt. Die Untersuchungen zeigten fiir Duralon und Harvard Cement eine gewisse
antibakterielle Aktivitét, die fiir Ketac-Cem hingegen nicht nachgewiesen werden konn-
te. In einer Studie von Raval et al. (2014) sollte das Wachstum von Periimplantitis-
assoziierten Keimen auf Befestigungszementen fiir Implantat-getragene Restauratio-
nen bestimmt werden. Dafiir wurde jeder Priifkorper der fiinf Testzemente (Zinkoxid-
Eugenol, Zinkoxid-Eugenolfrei, Zinkoxid-Phosphat sowie zwei Glasionomerzemente) in
eine Suspension mit jeweils einem bestimmten oralen Keim ( Aggregatibacter actino-
mycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum und Porphyromonas gingivalis) getaucht.
Anschliefsend wurde die optische Dichte der Suspensionen gemessen, um so Riickschliis-
se auf das planktonische Wachstum der Bakterien ziehen zu konnen. Die Ergebnisse
zeigten ein signifikant gehemmtes Wachstum der Keime Aggregatibacter actinomyce-
temcomitans und Porphyromonas gingivalis bei den drei zinkoxidhaltigen sowie einem
der Glasionomerzemente. Im Gegensatz dazu konnte beim methacrylathaltigen Glasio-
nomerzement fiir alle getesteten Keime keine Wachstumshemmung festgestellt werden.
Zusammenfassend zeigten die untersuchten Zemente einen unterschiedlich starken Ein-
fluss auf das bakterielle Wachstum, wobei die starkste Hemmung bei Zinkoxid-Eugenol-
und Zinkoxid-Phosphatzementen festgestellt wurde. Papavasileiou (2013) untersuchte
in einer In-vivo-Studie die subgingivale Biofilmbildung auf vier verschiedenen zahnérzt-
lichen Befestigungszementen (Zinkoxid-Eugenol, Zinkoxid-Phosphat sowie ein selbstad-
hésiver und ein dualhértender Composit-Zement). An der Untersuchung nahmen insge-
samt 17 Probanden mit bereits osseointegrierten und freigelegten dentalen Implantaten
teil. Diese wurden mit zwei oder mehr Test-Gingivaformern, die mittels einer Bohrung
fiir die Applikation der Priifzemente modifiziert worden waren, versorgt. Nach einer
durchschnittlichen Tragedauer von 9,7 Tagen wurde die Biofilmakkumulation auf den
insgesamt 116 Zementproben mittels rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen im
Ubergangsbereich zwischen Zement und Titan untersucht. Alle untersuchten Zement-
proben waren im Mittel {iber 80% mit Biofilm bedeckt. Keiner der untersuchten Ze-
mente zeigte eine signifikant niedrigere Biofilmakkumulation. Die Biofilmbesiedelung
auf der Titanoberfliche des Gingivaformers zeigte hingegen im Mittel eine signifikant
niedrigere Biofilmbedeckung (ca. 50%). Zusammenfassend wurde fiir die untersuchten
Testzemente und deren Oberflichen ein begiinstigender Einfluss auf eine vermehrte

periimplantire bakterielle Biofilmbildung festgestellt.
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2.2 Zinkoxid-Phosphatzemente und antimikrobielle

Zemente

Die zwei Priifzemente der vorliegenden Untersuchung sind Befestigungszementente.
Diese Dentalzemente dienen der Verankerung von indirekt hergestellten Restaurationen
(z.B. Einlagefiillungen, Teilkronen, Kronen und Briicken) sowie als Unterfiillungsmate-
rial und temporérer Fiillungswerkstoff (Vofs und Meiners 1989). Zudem sollen sie den
Randspalt zwischen einer prothetischen Restauration und dem Zahnstumpf auffiillen
und damit ein Eindringen von Bakterien aus der Mundhohle verhindern (Buchmann
et al. 1992). Neben dem Zinkoxid-Phosphatzement werden auch Silikatzement, Stein-
zement, Zinkoxid-Eugenolzement, Ethoxybenzoesdurezement, Carboxylatzement und
Glasionomerzement den Befestigungszementen zugeordnet (Hellwig et al. 2007). Eine
Ubersicht iiber die Einteilung der Dentalzemente und Zusammensetzung ihrer Haut-

bestandteile wird in Abbildung 3 gezeigt.

Zinkoxid-
Eugenolzement

Zinkphosphat- Zinkpolycarbo-
zement xylatzent
Eugenol
(Nelkendl)

Zinkoxid
Phosphor- Polyacryl-
sdure sdure
Aluminium-

Silikatglas

Glasionomer-

Silikatzement
zement

Abbildung 3: Einteilung der Dentalzemente in ihre Hauptbestandteile (Pawlig 2001
S.5)

Anders als bei Befestigungskunstoffen, die durch eine Polymerisation im hydrophoben
Milieu aushéirten, kommt es bei Befestigungszementen zu einer Sdure-Base-Reaktion
in wissriger Umgebung (Breustedt 1964). Auch die Verankerungs- und Hafteigenschaf-
ten der Zemente unterscheiden sich grundlegend von denen der Befestigungskunststof-
fe. Die Retentionswirkung der Zemente beruht auf einer Verkeilung von Krone und
Zahnstumpf durch die einzelnen Zementkorner (Tuntiprawon 1997). Der Zement selbst

hat im Gegensatz zu den Kunstoffen eine nur sehr geringe Klebkraft. Erst durch ei-
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ne gewisse Rauheit der zu verbindenden Oberflichen wird eine Parallelverschiebung
gegeneinander verhindert (Qilo 1978, Rosales et al. 1999).

Zinkoxid-Phosphatzemente sind selbsthirtende Zemente, die aus einem festen Pulver-
und fliissigen Sdureanteil bestehen. Das Pulver besteht bis zu 90 % aus Zinkoxid (ZnO).
Zur Verbesserung der Materialeigenschaften, insbesondere der Festigkeit und Mundbe-
standigkeit, werden je nach Hersteller weitere Zusétze (MgO, SiO,, CaF5) hinzugefiigt
(Breustedt 1964). Die Fliissigkeit ist eine ca. 35 % wéssrige Losung der Phosphorsiure
(HsPO4) (Marxkors und Meiners 2005). Die exotherme Sdure-Base-Reaktion verlduft
iiber mehrere Stufen, so dass der Endzustand das tertiire Phosphat (Znz (POy)e * 4
H,0) erst nach 7 Tagen in kleineren Mengen vorliegt (Kappert et al. 2008). Summarisch
bis zum Endzustand der Matrix ldsst sich die Reaktionsgleichung wie folgt darstellen
(Komrska und Satava 1970):

Die Materialeigenschaften des Zinkoxid-Phosphatzements sind wesentlich von der Ver-
arbeitung abhéngig (Welker 1970). Entscheidend ist dabei das Pulver-Fliissigkeit--
Verhiltnis, das die Konsistenz, Abbindezeit biologische Vertréglichkeit und mecha-
nische Festigkeit bestimmt. Die Festigkeit und Mundbestandigkeit konnen durch Er-
hohung des Pulveranteils verbessert werden (Windeler 1979). Dennoch weisen sie im
Vergleich zu anderen dentalen Zementen eine hohe Loslichkeit im oralen Milieu auf
(Rosenstiel 1998). Dies ist hauptséchlich auf die Sduren in Nahrung und Plaque, je-
doch nicht den Speichel zuriickzufithren (Dupuis et al. 1992, Murakami et al. 1990).
Diese Tatsache ist auch Grund dafiir, dass Zinkoxid-Phosphatzemente gegenwirtig als

definitive Fiillungsmaterialen keine Anwendung finden.

Beziiglich der Biokompatibilitdt wurden zahlreiche Studien durchgefiihrt. Grund und
Raab (1990) untersuchten den Einfluss verschiedener Befestigungszemente auf die Mi-
krozirkulation der Pulpa, mittels Laser-Doppler Flowmetry. Dieses Verfahren wird zur
Untersuchung der Histokompatibilitat eingesetzt. Zinkoxid-Phosphatzemente zeigten
hier nur einen sehr geringer Einfluss auf die Mikrozirkulation der Pulpa. Dennoch ist
das Auftreten von Pulpairritationen und Hypersensibilitdten am vitalen Zahn durch
die saure Abbindereaktion (pH =3,5) beim Aushérten des Zements bekannt (Pameijer
2012). Diese chemische Reizung der Pulpa wurde in mehreren Studien nachgewiesen
(Hiraishi et al. 2003, Smith und Ruse 1986, Sonoda et al. 2001). Dennoch wird in
der Literatur eine gute Biokompatibilitdt der Zinkoxid-Phosphatzemente beschrieben.
Dies wird durch die lange und erfolgreiche klinische Anwendung seit iiber 100 Jahren
bestitigt (Gorodovsky und Zidan 1992).

Neben der Biokompatibilitdt sind auch die antimikrobiellen Eigenschaften von Den-

talzementen wichtig, da der Randspalt zwischen Krone und Zahnstumpf mikrobiell
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besiedelt werden kann und eine mikrotkologische Nische darstellt (Buchmann et al.
1992). Deshalb wurde in verschiedenen Studien die antimikrobielle Wirkung der Den-
talzemente iiberpriift und auferdem versucht, durch Beimengung von Additiven diese
Eigenschaften zu verbessern. Prabhakar et al. (2013) testen in einer klinischen Stu-
die die Wirkung von Antibiotikaadditiven (Ciprofloxacin und Metronidazol) sowie die
Flouridfreisetzung in Glasionomerzementen. In der Testgruppe wurde eine deutliche
antibakterielle Wirkung mit gleichzeitig erhéhter Flouridfreisetzung im Vergleich zu
Kontrollgruppe festgestellt. In einer Studie von Moreira et al. (2014) wurde die anti-
mikrobielle Wirkung von Nanosilber in Zementen zur Befestigung kieferorthopédischer
Apparaturen untersucht. Auch hier zeigte sich eine signifikant bessere antibakterielle
Wirkung der Testgruppe bei gleichzeitig guter Biokompatibilitdt und guten mechani-

schen Eigenschaften im Vergleich zur Kontrollgruppe.

2.3 Antimikrobielle Wirkung von Kupfer

Medizingeschichtlich betrachtet ist die bakterizide Wirkung von Kupfer schon sehr
lange bekannt. Der dlteste dokumentierte medizinische Gebrauch geht auf die Zeit zwi-
schen 2600 bis 2200 v. Chr. zuriick. Im Papyrus Edwin Smith, der zu den &ltesten
schriftlichen Dokumenten medizinischer Heilverfahren gehort, wurde bereits die Desin-
fektion von Wunden und Trinkwasser mittels Kupfer beschrieben (Grass et al. 2011).
Ein erster Nachweis der bakteriziden Wirkung gelang dem Schweizer Botaniker Carl
Négeli im Jahre 1893. Mit dem oligodynamischen Effekt beschrieb er die schidigende
Wirkung von in Losung gegangenen Metall-Kationen auf lebende Zellen (Négeli 1893).

In der aktuellen Literatur gibt es zahlreiche Studien, die die antibakterielle und an-
tivirale Wirksamkeit von Kupfer belegen. Vor allem Oberflichen aus Kupfer zeigten
- im Vergleich zu anderen Materialien - eine Reduktion der bakteriellen Besiedlung
um bis zu 90% (Bleichert et al. 2014, Salgado et al. 2013, Schmidt et al. 2013). In
Krankenh&usern, aber auch anderen Einrichtungen des Gesundheitswesens wurde ver-
sucht, diese Eigenschaften zur Einddmmung nosokomialer Infektionen zu nutzen. In
verschiedenen Fallstudien konnte durch die Ausstattung der Tiirgriffe, Lichtschalter
und Armaturen in Bidern mit speziellen Kupferlegierungen eine deutliche Reduktion
der Keim-Zahl auf diesen Oberflichen erreicht werden (Casey et al. 2010, Schmidt et
al. 2012). Es wurde festgestellt, dass die Verwendung kupferhaltiger Materialen die
Krankenhaushygiene verbessern und die bakterielle Keimlast senken kann (O’Gorman
und Humphreys 2012). Auch die antimikrobielle Wirkung von Kupfer-Tonen war Ge-
genstand vieler Studien. Es konnte sowohl bei In-vivo- (Foley und Blackwell 2003a) als
auch bei In-vitro-Studien (Duguid 1983, Morrier et al. 1998) eine bakterizide Wirkung

von Kupfer-Tonen nachgewiesen werden. Drake et al. (1993) beschrieben zudem in vitro
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einen synergistischen hemmenden Effekt von Chlorhexidin und Kupfer-Ionen auf das

Wachstum von Streptococcus mutans und Actinomyces naeslundii.

Gosau et al. (2013) untersuchten in einer In-vitro-Studie den antibakteriellen Effekt
von Kupferbeschichtungen auf Silikonimplantaten. Dafiir wurden konventionelle (Cu0)
sowie kupferbeschichtete Silikonproben mit unterschiedlichen Kupferkonzentrationen
(Cul und Cu2) kiinstlich gealtert und mit einer Staphylococcus epidermides-Suspension
inkubiert. Anschlieflend wurden die Oberflicheneigenschaften der Implantate sowie die
Anzahl der toten und vitalen adhérenten Bakterien mittels Fluoressenzmikroskopie be-
stimmt. Beziiglich der Oberflichenrauheit und freien Oberflichenenergie zeigten sich
in der Kontroll- und den Testgruppen (Cul und Cu2) keine signifikanten Unterschie-
de. Das Altern der Proben hatte keinen Einfluss auf die Oberflacheneigenschaften und
bakterielle Adhésion. Jedoch war die Anzahl der noch vitalen Bakterien in der Kontroll-
gruppe mit herkdmmlichem Silikonmaterial (Cu0) signifikant hoher als in den Testgrup-
pen (Cul und Cu2). Es konnte zusammenfassend eine anti-adhérente und bakterizide
Wirkung von Kupferadditiven auf Silikonimplantaten beobachtet werden. In einer Stu-
die von Foley und Blackwell (2003b) wurde der Einfluss von Black Copper Cement (ei-
nem kupferhaltigem Glasionomerzement), konventionellem Glasionomerzement sowie
einem Zinkoxidphosphat- und Polycarboxylatzements auf das In-vitro-Wachstum von
Streptococcus mutans sowie die Freisetzung von Ionen aus den jeweiligen Priifzemen-
ten verglichen. Alle Priifzemente zeigten initial den groften hemmenden Einfluss auf
das bakterielle Wachstum, der jedoch mit der Zeit deutlich nachliefs. Insgesamt konnte
fiir den Black Copper Cement die grofte antibakterielle Aktivitat gemessen werden.
Beeton et al. 2014 iiberpriiften in einer Studie die antimikrobielle Aktivitdt verschie-
dener Metallkomplexe [M(IL)(AL)|(2+) (IL steht fiir 1, 10-phenanthrolin und AL fiir
1S, 2S- oder 1R, 2R-diaminocyclohexan) sowie [Cu(IL)3|(2+). Die antimikrobielle Ak-
tivitdt wurde an verschiedenen Bakterienstimmen (u.a. auch Methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus) untersucht. Die getesteten Kupferkomplexe zeigten eine signi-
fikant erhohte Aktivitdt gegeniiber der Biofilmbildung und waren zudem effektiver in
der Biofilmbeseitigung als das ebenfalls getestete Antibiotikum Vancomycin. In einer
weiteren Studie von Agarwala et al. (2014) wurde auch die antimikrobielle Wirkung
von Nanopartikeln der Metalloxide FesO3 und CuO gegeniiber multiresistenten Biofilm-
bildenen Bakterien untersucht. Fiir die CuO Nanopartikel konnte die stiarkste antibak-
terielle Aktivitat gemessen werden. Diese war auch deutlich gréfer im Vergleich zu den

ebenfalls getesteten Eisenoxiden.

Trotz dieser eindeutigen Studienergebnisse konnte bis heute der genaue Wirkungs-
mechanismus des Kupfers nicht ausreichend gekliart werden und ist weiterhin Gegen-
stand aktueller Forschungen. Ein vermuteter Wirkungsmechanismus wurde von Rosa-
len et al. (1996a) sowie Wunder und Bowen (1999) beschrieben, bei dem eine Abnah-
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me der Saccharose-abhingigen bakteriellen Adhésion durch Hemmung der bakteriel-
len Glykosyltransferase-Enzymaktivitit festgestellt werden konnte. In einer weiteren
Studie von Rosalen et al. (1996b) wurde angenommen, dass Kupfer das bakterielle
Wachstum limitiere und die glykolytische Sequenz durch Oxidation von Thiolgrup-
pen verschiedener Enzyme hemme. Dies fiihre schlieklich zu einer verminderten Sau-
reproduktion der Bakterien. Weiterhin wurde vermutet, dass Kupfer-Ionen wichtige
metabolische Reaktionen oraler Bakterien hemmen wiirden, beispielsweise durch die
Umwandlung von Harnstoff in Ammoniak (Oppermann et al. 1980). Fasst man die
Ergebnisse zusammen, so geht man nach derzeitigem Kenntnisstand von drei verschie-

denen Angriffspunkten des Kupfers an der prokaryonten Zelle aus (Warnes et al. 2012):
1. Perforation der Zellmembran
2. Schadigung/Abbau der DNA
3. Inaktivierung von Proteinen.

In welcher Reihenfolge diese Mechanismen zeitlich verlaufen und welcher von ihnen der
entscheidende ist, wird weiterhin in der Literatur diskutiert. Man nimmt jedoch an, dass
der Verlauf vom jeweiligen Mikroorganismus abhdngig ist und daher unterschiedlich

verlaufen kann (Warnes et al. 2012).

2.4 In-vivo- und In-situ-Modelle zur Biofilmbildung

In-vivo-Untersuchungsmethoden zur Biofilmbildung werden am lebendigen Organis-
mus vollzogen. Diese Tatsache schrinkt die Untersuchungsmoglichkeiten ein, da fiir
den Menschen potentiell schiadliche Substanzen, wie z.B. antibakterielle Stoffe wie Sil-
ber und Kupfer oder auch radioaktive Marker nur eingeschrénkt bzw. iiberhaupt nicht
verwendet werden kénnen. Bevor In-vivo-Untersuchungen durchgefiihrt werden kénnen,
miissen gesundheitliche Risiken und eine mogliche Schédigung der Probanden ausge-
schlossen werden. Eine weitere Herausforderung bei dieser Art der Untersuchung stellen
die unterschiedlichen individuellen Gegebenheiten dar, die jeder Proband per se mit
sich bringt. Das bedeutet, dass die mikrobielle Flora abhingig vom Alter, Geschlecht
und allgemeinen Gesundheitszustand innerhalb eines Probandenkollektives deutlich va-
riieren kann (Hall-Stoodley und Stoodley 2002). Auch die Mundhygienemafknahmen
und die Compliance kénnen innerhalb eines Kollektivs Unterschiede aufweisen. Diese
verschiedenen Einfliisse fiihren dazu, dass die Biofilmbildung jedes Individuums sehr
unterschiedlich sein kann (Sissons 1997). Die daraus resultierenden Ergebnisse konnen

zu verfilschten Aussagen fiihren.

Vor allem der Nachweis von Erregern in Biofilmen erfordert eine moglichst genaue und

kontaminationsfreie Entnahme. Da Biofilme eine sehr diinne und fragile Struktur auf-
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weisen, stellt sich dies bei der einer In-vivo-Untersuchung als schwierig dar (Robinson
et al. 1997). Der zu untersuchende Biofilm kann bei der Entnahme z.B. beim Ablo-
sen von der Zahnoberfliche, leicht beschiddigt werden (Sandig et al. 1988). Deshalb
haben verschiedene Autoren Methoden zur Gewinnung von Biofilmen entwickelt. Man
unterscheidet diesbeziiglich zwischen In-vivo- und In-vitro-Modellen, die je nach Indi-
kation und Fragestellung unterschiedlich eingesetzt werden kénnen (Wimpenny 1997).
In der Vergangenheit wurden in der medizinischen Mikrobiologie vornehmlich In-vitro-
Untersuchungen durchgefiihrt, um so isoliert Mikroorganismen anzuziichten und diese
in Hinblick auf ihre Pathogenitit und mikrobiologischen Eigenschaften zu untersuchen.
Die heutigen Erkenntnisse iiber die Organisation von Mikroorganismen in Biofilmen
und deren komplexe Kommunikationswege haben allerdings zu einem Umdenken ge-

fithrt, so dass die Bedeutung der In-vivo-Modelle zugenommen hat (Sissons 1997).

Eine einfache Methode zur Biofilmentnahme wurde bereits von Mc Dougall et al. (1963)
durch die Plaque Gewinnung an extrahierten Zdhnen beschrieben. Da diese Methode
jedoch nur sehr eingeschrinkt anwendbar ist, wurden von verschiedenen Autoren Tra-
gersysteme entwickelt (sogenannte In-situ-Modelle), die eine intakte Entnahme der
intraoral gebildeten Biofilme ermoglichten. Theilade (1964) verwendete beispielsweise
MYLAR-Folien als Tragersystem, die intraoral auf den Zéhnen befestigt wurden. Ei-
ne dhnliche Methode wurde von Brecx et al. (1981) entwickelt, bei der mittels eines
Plast-Sprays ein diinner Film auf der Zahnoberfliche aufgespriiht wurde. Dieser konn-
te nach Biofilmakkumulation unversehrt entnommen werden. Eine andere Moglichkeit
zur Gewinnung und Entnahme von in situ gebildeten Biofilmen wurden von Macpher-
son et al. (1990) beschrieben. In diesem Zusammenhang erwiesen sich Glas und bovi-
ne Schmelzplédttchen als intraorale Anlagefliche fiir Biofilme als sehr geeignet. Diese
konnten sowohl auf Teilprothesen (Zaura-Arite und ten Cate 2000) als auch auf Kunst-
stoffschienen (Auschill et al. 2001) befestigt und spéter problemlos wieder entnommen
werden. Ein &hnlicher Ansatz zur Gewinnung von Biofilmen wurde von Liljemark et
al. (1993), Meyerowitz et al. (1991) und Wood et al. (2000) durch die Verwendung
eines Bracket-Systems, das auf den bukkalen Zahnflichen adhésiv befestigt wurde, be-
schrieben. Baier und Glantz (1978) benutzen zur Gewinnung von In-vivo-Biofilmen
herausnehmbare Kunststoffschienen, die an die Ober- und Unterkieferzahnreihen der
Probanden angepasst wurden. Die Schienen wurden zur Aufnahme der Biofilmproben
erweitert. Abgesehen von der vollstdndigen intakten Entnahme eines in situ gebildeten
Biofilms besteht auch die Moglichkeit natiirlich gewonnenes Zellmaterial zu kultivieren
(Pratten et al. 1998, Wimpenny 1997). Walker und Sedlacek (2007) veréffentlichten
diesbeziiglich ein In-vivo-Modell, bei der Biofilme von der Zahnoberfliche mechanisch
entfernt wurden. Durch die mechanische Entfernung kam es zunéchst zu einer Zersto-
rung der Struktur und Morphologie des Biofilms (Wecke et al. 2000). Im Anschluss

erfolgte auf einem entsprechenden Nahrmedium und entsprechender Oberfliche die
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Anzucht und Bildung des neuen Biofilms aus dem in situ gewonnen Zellmaterial.

Zur Untersuchung von in wvitro oder in vivo gewonnenen Biofilmproben gibt es ver-
schiedene Verfahren, die je nach Fragestellung und Untersuchungsziel unterschiedlich
Anwendung finden. Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung (REM) eignet
sich vor allem zur Darstellung der Morphologie von Mikroorganismen und komple-
xen Strukturen in Biofilmen. Es kénnen bei entsprechender Vergroferung sowohl die
Matrix als auch bakterielle Morphotypen wie z.B. ,Maiskolben“ oder ,Stoppelbiirsten®
dargestellt werden (siehe Abbildung 4) (Kolenbrander 2000, Wecke et al. 2000). Um
einzelne Bakterien rasterelektronenmikroskopisch zu untersuchen und diese artefaktfrei
darstellen zu konnen, ist in den meisten Féllen eine Vorbehandlung des Biofilms (z.B.
Dehydrierung, Fixierung, Imprignierung) notwendig, die jedoch zu einer Zerstérung
seiner ursrpriinglichen rdumlichen Anordnung fithrt (Hannig 1999, Hope und Wilson
2004). Deshalb wird die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung von Biofilmen
hauptséchlich zur Visualisierung oberflachlicher Strukturen angewendet (Friedman et
al. 1992).

Abbildung 4: REM-Aufnahme eines dentalen Biofilms: Kokkenbakterien haften an fi-
lamentartigen Bakterien und bilden sogenannte ,Maiskolbenstrukturen®
(Gibbons und van Houte 1973 S. 352)

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM), die ebenfalls zur Untersuchung
von Biofilmen benutzt wird, erfordert hingegen keine Vorbehandlungen der Praparate.
Dadurch ist es moglich, intakte und vitale Biofilmproben zu untersuchen (Lawrence et
al. 1991). Bei diesem indirekten Verfahren der Bildentstehung rastert ein Laserstrahl
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die zu untersuchende Préaparatfliche ab. Die Riickstrahlung wird durch eine konfokale
Blende von einem Detektor registriert und deren Intensitit gemessen. Durch die kon-
fokale Blende gelangen nur Intensititen einer bestimmten Ebene des Praparats zum
Detektor, so dass dieses in einzelnen Schichten abgebildet wird (siehe Abbildung 5)
(Grotz et al. 1996). Die entstandenen Schnittbilder konnen durch eine entsprechende

Datenverarbeitung zu dreidimensionalen Bildern rekonstruiert werden.

163 pn

Abbildung 5: Beispiel einer Aufnahme eines Biofilms mittels konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie (Donlan und Costertan 2002 S.171)

Eine weitere Methode, mit der Mikroorganismen in Biofilmen untersucht werden kon-
nen, ist die Vitalfluoreszenztechnik (VF). Dieses Verfahren wurde erstmals von Netu-
schil 1983 zur Untersuchung oraler Biofilme beschrieben. Mit Hilfe dieser Methode ist
es moglich, die Vitalitdt der Mikroorganismen in Biofilmen sichtbar zu machen (Netu-
schil 1983). Bei dieser Technik wird eine Substanz (Fluoresceindiacetat) benutzt, die in
Zellen aufgenommen wird. In vitalen Zellen kommt es durch enzymatische Stoffwechsel-
prozesse zu einem Umbau dieser Substanz in einen griin fluoreszierenden Farbstoff. Da
toten Zellen diese Stoffwechselaktivitat fehlt, bleibt die enzymatische Reaktion aus. Die
farblosen toten Zellen werden in einem weiteren Schritt mit einer Gegenfarbung (Ethi-
diumbromid), der speziell an Nukleinsduren bindet, rot angeférbt (siehe Abbildung 6).
Die Vitalfluoreszenztechnik ist ein anerkanntes Verfahren, tote von lebenden Bakterien
differenzieren zu konnen, und wurde in zahlreichen Studien angewendet (Netuschil et
al. 1998, Herles et al. 1994, Netuschil et al. 1996, Biirgers et al. 2009). In einigen Studi-
en werden die Vitalfluoreszenztechnik (VF) und Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

kombiniert, so dass eine dreidimensionale Darstellung der vitalen und toten Zellen im
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Biofilm erméglicht wird (Auschill et al. 2002, Zaura-Arite et al. 2001).

Abbildung 6: Vitalfluoreszenzmikroskopische-Aufnahme: vitale (griin) und tote (rot)
Staphylokokken auf einer reinen Silikonoberfliche (links) sowie mit zu-
sitzlicher Kupferbeschichtung (rechts) (Gosau et al. 2013)
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3 Material und Methode

3.1 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die antimikrobielle Wirkung von Kupferadditiven in Zinkoxid-
Phosphatzementen zu iiberpriifen. Hierzu wurde die Bildung von In-vivo-Biofilmen in
der Mundhéhle von Probanden auf einem kupfergefiillten sowie einem herkémmlichen
Zinkphosphatzement verglichen. Als Priifzemente wurden Hoffmann‘s Kupfer Cement ®
(Hoffmann Dental Manufaktur GmbH, Berlin, Deutschland) sowie Hoffmann‘s Cement
normalhéirtend® (Hoffmann Dental Manufaktur GmbH, Berlin, Deutschland) verwen-
det. Diese zahnérztlichen Zemente sind fiir den Einsatz am Patienten zugelassen und
werden in der klinischen Praxis weltweit verwendet. Die Beurteilung und Quantifizie-
rung der Biofilme auf den Materialoberflichen sollte mittels Rasterelektronenmikrosko-
pie erfolgen. Abschliefsend sollte ein moglicher praventiver Effekt gegen die Entstehung
von Biofilmen mittels antimikrobiellen Additiven in dentalen Zementen auf ihre Wirk-

samkeit gepriift und diskutiert werden.

3.2 Studiendesign und klinischer Versuchsablauf

Bei der vorliegenden Untersuchung handelt es sich um eine prospektive klinische Studie.
Insgesamt wurden 20 Probanden in die Studie aufgenommen, um die antibakteriellen
Eigenschaften der zwei Priifzemente zu beurteilen. Folgende Ein-/Ausschlusskriterien

wurden vor Studienbeginn festgelegt:
Einschlusskriterien:

e Volljahrigkeit

e Vollbezahnung (Minimum: Zihne 16-26 und 36-46)
Ausschlusskriterien:

o Alter < 18 Jahre

e Antibiose in den letzten 2 Monaten

e bekannte Xerostomie oder Bestrahlung im Hals-Kopf-Bereich
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Vor Beginn der Studie wurde ein konkreter Tages-Zeitplan zum Ablauf der Untersu-
chung festgelegt, iiber den jeder Proband informiert und aufgekldrt wurde. Die Un-
tersuchung der Studienteilnehmer erfolgte in zwei Gruppen. Die Probanden der ersten
Gruppe erhielten jeweils vier Probekorper, die zur Hélfte aus Hoffmann “s Kupfer Ce-
ment und Hoffmann 'S Cement normalhértend hergestellt wurden. Die zweite Gruppe
erhielt jeweils 4 Probekorper, die vollstindig aus einem Zement gefertigt wurden (2X

Hoffmann s Kupfer Cement / 2X Hoffmann’s Cement normalhértend).

Im Folgenden ist das Untersuchungsprotokoll zusammengefasst. Fiir jede Gruppe waren

3 Untersuchungstage notwendig:
Tag 1:
e Abdrucknahme fiir Herstellung eines Oberkiefersituationsmodells, Mundhygiene-
kontrollle und Voruntersuchung
e Herstellen eines Oberkiefersituationsmodells sowie

e Herstellen der Probekdrper und Politur

e Sterilisation der Probekorper, Tiefziehen einer Oberkiefertragerschiene im Den-

tallabor und Einbringen der Probekorper in Schienen
Tag 2:

e Eingliedern der Schienen mit Probekorpern sowie Anleitung der Probanden zur
Ausgliederung der Trégerschiene zu den Mahlzeiten und zu Mundhygienemaf-

nahmen
Tag 3:
e Entnehmen der Schiene nach einer Tragezeit von 12 Stunden

e Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der Probekorper

3.3 Ethikvotum

Die Durchfiihrung der Studie wurde erst nach Erhalt des positiven Votums der Ethik-
kommission (Antragsnummer 12/9/13) der Medizinischen Fakultit Gottingen begon-
nen. Jeder der Teilnehmer wurde miindlich und schriftlich {iber den Studieninhalt und
-ablauf sowie Datenschutz aufgeklirt. Eine Einverstdndniserkldrung jedes Probanden

lag vor.

Fiir diese klinische Studie stellten sich 20 Probanden (10 Frauen, 10 Ménner) zur Verfii-
gung. Die Rekrutierung der Studienteilnehmer erfolgte iiber Informationsblatter, wel-
che in den Raumlichkeiten der ZMK der Universitit Gottingen ausgehangen wurden.

Die Probanden meldeten sich selbstindig und freiwillig zur Teilnahme an der Studie.
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Sie konnten zu jeder Zeit ohne Angabe von Griinden die Teilnahme an der Studie
abbrechen. Jeder Proband erhielt eine Schiene mit jeweils vier Priifkérpern und wur-
de angewiesen, bei moglichen Nebenwirkungen die Schiene selbstindig zu entfernen.
Wiéhrend der Tragezeit von 12 Stunden sollten keine antibakteriellen Mundspiillésun-
gen verwendet werden. Zu Nahrungsaufnahme und Mundhygienemafnahmen sollte die

Schiene aus- bzw. wieder eingegliedert werden.

3.4 Klinische Voruntersuchung der Probanden

3.4.1 Anamnesebogen

Vor Studienbeginn wurde bei allen teilnehmenden Probanden eine Anamnese erho-
ben, um festzustellen, ob die entsprechenden Einschlusskriterien fiir die Studie erfiillt
werden. Es wurde das Alter und Geschlecht dokumentiert sowie eine mogliche Xero-
stomie, Tumorerkrankungen im Hals-/Kopfbereich und eine antibiotische Therapie in

den zuriickliegenden letzten zwei Monate vor Studienbeginn ausgeschlossen.

3.4.2 Mundhygienestatus

Zur Beurteilung der Mundhygiene wurden alle Probanden zahnérztlich untersucht. Da-
fiir wurde ein Blutungs- und Plaqueindex (SBI und API) erhoben sowie die Speichel-
flussrate bestimmt. Die Befunde jedes Probanden wurden auf dem Untersuchungsbogen

dokumentiert.

3.5 Priufzemente

Die verwendeten zahnérztlichen Zemente (sieche Abbildung 7) sind zur zahnmedizini-
schen Anwendung zugelassen und werden in der zahnérztlichen Praxis zum Befestigen
von prothetischen Kronen aus goldhaltigen oder Nichtedelmetall-Legierungen verwen-

det. Folgende Zemente wurden in der Studie iiberpriift:
HOFFMANN‘S KUPFER CEMENT ®

Zusammensetzung (Herstellerangaben): Pulver enthélt: Zinkoxid, Magnesiumoxid, Kup-
ferrhodanid; Fliissigkeit enthélt: o-Phosphorsiure

Zubereitungsform (Herstellerangaben): Pulver und Fliissigkeit werden in folgendem

Verhéltnis gemischt: 1,5 g Pulver : 1,0 g Fliissigkeit
Hersteller Etikettierung: Hoffmann‘s Kupfer Cement® | ISO 9917,CE 0482
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HOFFMANN 'S CEMENT NORMALHARTEND®

Zusammensetzung (Herstellerangaben): Pulver enthélt: Zinkoxid, Magnesiumoxid, Fliis-

sigkeit enthélt: o-Phosphorsaure

Zubereitungsform (Herstellerangaben): Pulver und Fliissigkeit werden in folgendem
Verhéltnis gemischt: 1,5 g Pulver : 1,0 g Fliissigkeit

Hersteller Etikettierung: Hoffmann‘s Cement normalhiirtend®, ISO 9917,CE 0482

b HOFFMANNS 2
M
KUPFER

» HOFFMi\NN'S 4 '
m CEMENT G

KUPFER
. Copper Cement
CEMENT

Copper Cement

HoFFMANNS

normal setting

o~

(a) Hoffmann‘s Kupfer Cement® (b) Hoffmann‘s Cement normalhirtend®

Abbildung 7: Priifzemente: jeweils Fliissigkeit (links) und Pulver (rechts)

3.6 Herstellung der Probekorper

Fiir diese Studie wurden zwei verschiedene Arten von Probekorpern hergestellt. Fiir
eine bessere visuelle Darstellung und Vergleichbarkeit der Biofilmbildung auf den jewei-
ligen Priifzementen wurden geteilte Probekorper verwendet. Eine Hilfte des Probekor-
pers wurde dabei aus kupferhaltigem, die andere aus konventionellem Zinkphosphat-
Zement hergestellt. Des Weiteren wurden Probekorper vollstandig aus jeweils kupfer-
haltigem bzw. konventionellem Zinkphosphat-Zement hergestellt. Dadurch sollte die
Plaqueakkumulation auf einer groferen Zementfliche als auf den geteilten Priifkor-

pern beurteilt und zusétzlich mogliche lokale Einflussfaktoren minimiert werden. Jeder
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Probekorper wurde als kreisrunde Scheibe mit 4 mm Durchmesser und 1 mm Schicht-
dicke definiert. Diese Mafse erlaubten einen guten Tragekomfort in der Mundhdohle der
Probanden und boten gleichzeitig ausreichend Fliche zur Biofilmakkumulation und
spateren Analyse (siehe Abbildung 8a und 8b).

(a) ganzer Probekorper: hier exemplarisch aus (b) geteilter Probekorper: gellbe Halfte mit
Hoffmann ‘s Kupfer Cement® drei Markierungen aus Hoffmann “s Cement
normalhértend®, weike Hilfte aus Hoff-

mann s Kupfer Cement®

Abbildung 8: Probekorper

Zur Herstellung wurde zunéchst eine Schablone mit 49 Probekorpern aus Plexiglas mit-
tels einer CNC-Frése hergestellt (sieche Abbildung 9). Diese konnte dann beliebig oft
mit einem Silikon dupliziert werden, um so eine entsprechende Negativ-Form zu erhal-
ten (sieche Abbildung 10). Anschlieflend wurde die Form mit dem jeweiligen Zement,
der nach einem Misch- und Aushérteprotokoll (siehe unten) zur Gewihrleistung der
Herstellerangaben angeriihrt wurde, befiillt. Die geteilten Probekdrper wurden jeweils
zur Halfte mit den beiden Priifzementen ausgegossen. Damit eine eindeutige Unter-
scheidung der beiden Priifzemente im Rasterelektronenmikroskop mdoglich war, wurde
die Halfte des konventionellen Zinkphosphatzements mit drei Markierungen versehen.
Alle Probekorper wurden abschliefsend poliert, um Silikonreste und Unreinheiten zu

entfernen und eine moglichst glatte Oberfliche zu erhalten.

1. Abwiegen des Pulver- /Fliissigkeitsanteils im Verhéltnis 1,5 : 1 mit einer
Feinwaage (Cubis MSA, Sartorius, Deutschland)

2. Anmischen der Komponenten auf einer 20 °C temperierten Glasplatte fiir
90 Sekunden

3. Abbindezeit des Zements fiir 10 Minuten

4. Entnahme aus der Form
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5. Politur mit einem Nassschleifgerdt (Motopol 8, Buehler Ltd.,Coventry, Grofs-
britanien) und Nasschleifpapier 1000 Kornung (Buehler, Lake Bluff, IL,
USA)

Abbildung 10: Silikongufsform
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3.7 Herstellung der Tragerschiene und Eingliederung

Nach der Abformung des Oberkiefers mit einer Alginat-Abformmasse (Palgat Plus®,
3M ESPE, Deutschland) konnten die Abdriicke mit Superhartgips (GC Fujirock EP®,
GC Europe, Belgien) ausgegossen werden. Auf den getrimmten Modellen wurden zu-
niichst die Unterschnitte im Bereich der Zahnreihen mit Silikon (Silaplast Futur®,
Detax GmbH & Co. KG, Deutschland) ausgeblockt. Anschliefend wurden die Probe-
korper vestibuldr auf den Pramolaren und Molaren mit Klebewachs (Deiberit ® Bohme
& Schops Dental GmbH, Deutschland) befestigt. Zur Herstellung der Trigerschienen
wurden die Folien aus einem thermoplastisch verformbaren Kunststoff (Erkodur ®, Er-
kodent, Deutschland) auf den Modellen tiefgezogen (siehe Abbildung 11). Anschlie-
Kend wurden die Tragerschienen mit einer Schere auf dem Modell zugeschnitten und
die Priifkorperoberflichen mit einem Skalpell freigelegt (siehe Abbildung 12). Die fer-
tiggestellten Schienen wurden schlieklich den Probanden eingesetzt, ggf. individuell

angepasst und mogliche Druckstellen entfernt (siehe Abbildung 13).

Abbildung 11: Herstellung der Trigerschiene
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Abbildung 12: Fertiggestellte Schiene mit Probekérpern auf dem Modell

A

e

Abbildung 13: Tragerschiene mit Probekorpern in situ



3 Material und Methode Seite 27

3.8 Beurteilung der Plaqueakkumulation

3.8.1 Rasterelektronenmikroskopie

Die Probekérper wurden zur Darstellung des Biofilms im Rasterelektronenmikroskop
(Quanta FEG 200, FEI Company, USA siehe Abbildung 14) untersucht. Vor Beginn
der Untersuchungen des Probandenkollektivs wurden REM-Testaufnahmen angefertigt.
Dafiir wurden vier ungetragene Probekorper (ohne Biofilm) mit denen, die 12 Stunden
in situ waren, verglichen. Die Probekorper fiir diese Testreihe wurden dabei vom Priif-
zahnarzt selbst intraoral getragen. Es sollte evaluiert werden, inwiefern sich der Biofilm
auf den Probekorpern durch eine Ubersichtsaufnahme im Rasterelektronenmikroskop
darstellen lasst. Biofilmbedeckte Areale sollten sich eindeutig von biofilmfreien Arealen

abgrenzen lassen.

.
[

I

Abbildung 14: Rasterelektronenmikroskop (Quanta FEG 200, FEI Company, USA)

Um eine iibersichtliche Darstellung der Priifkérper zu erhalten, wurden Sekundérlektro-
nenabbildungen mit einer 50 bis 60-fachen Vergroferung angefertigt. Diese Betriebsart
ist gut zur Anfertigung topographischer Oberflichenaufnahmen geeignet. Die Aufnah-
men wurden im High-Vacuum-Modus (HV) bei einem Umgebungsdruck von 10~>mbar
mit Hilfe eines Large Field Detectors (LFD) durchgefithrt. Die Anregungsspannung
(HV) wurde mit 1-3 kv moglichst niedrig gewéhlt, um das Risiko einer Artefaktbil-

dung und Oberflichenschédigung, die vornehmlich bei héheren Spannungen auftritt,
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zu vermeiden. Um eine bessere Tiefenschérfe zu erhalten, wurde ein geringer Arbeitsab-
stand (WD) von ca. 10 mm gewéhlt. Bei der Auswertung der Testaufnahmen konnten
mit Biofilm besiedelte von biofilmfreien Bereichen deutlich unterschieden werden (siehe
Abbildung 15). Der Biofilm stellte sich in der REM-Ubersichtsaufnahme kontrastreicher
und dunkler als die freie Zementoberfliche dar (siehe Abbildung 15b). Nachdem diese
Differenzierung sichergestellt werden konnte, erfolgte die Untersuchung der Priifkérper

des Probandenkollektivs in gleicher Art und Weise.

(a) Probekoérper ohne Biofilm (b) Probekorper nach 12 Stunden intraora-
ler Verweildauer (biofilmbesiedelte Berei-
che durch Pfeile markiert)

Abbildung 15: Vergleich biofilmfreier /-belegter Probekorper

Des Weiteren sollte anhand der REM-Aufnahmen auch Aussagen iiber die Qualitit
des Biofilms gemacht werden. Dafiir wurden REM-Aufnahmen mit einer hoheren Ver-
grokerung (bis zu 12000-fach) angefertigt, so dass eine Darstellung einzelner Bakterien
im ym-Bereich sowie anderer Strukturen und Bestandteile des oralen Biofims mdoglich

war.

3.8.2 Energie-Dispersive-Rontgenanalytik (EDX-Spektrum und
EDX-Mapping)

Mittels Energie-Dispersiver-Rontgenanalytik (EDX-Analytik) sollte auferdem die Ele-
mentzusammensetzung des Pulveranteils beider Priifzemente sowie deren Kupferanteil
bestimmt werden. Bei dieser Untersuchung wird die elementspezifische, charakteristi-
sche Rontgenstrahlung gemessen, die bei der Anregung eines Atoms durch einen Elek-
tronenstrahl abgegeben wird. Durch das Auftreffen des Elektronenstrahls auf ein kern-

nahes Elektron im Atom wird dieses herausgeschlagen und die entstandene Liicke durch
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ein energiereicheres Elektron einer dufieren Schale geschlossen (sieche Abblidung 16).
Bei diesem Vorgang wird Rontgenstrahlung frei, die fiir jedes Element unterschiedlich
und somit spezifisch ist. Durch geeignete Detektoren (Halbleiterdetektoren) konnen die
Strahlungsintensititen gemessen und so auf das jeweilige Element geschlossen werden
(Goldstein 2003).

0 Neutron
o Proton

@ Elckiron

Unbesetzes
Elektron

heraus-
. geschlagenes
™. Elektron

)

‘e

Abbildung 16: Schematisches Atommodell zur Erklarung der Entstehung der
Rontgenemission (EDX) aus http://de.wikipedia.org/wiki/Datei: EDX-
Atommodell.gif

externe
Anregung

Im EDX-Spektrum (siehe Abbildung 17) wird die Elementzusammensetzung der jewei-
ligen Probe dargestellt. Es wird die Signalintensitét (in Abhéngigkeit von der Ener-
gie der Rontgenquanten aufgetragen. Es zeigt sogenannte elementspezifische ,Peaks®
auf einem unspezifischen Untergrund (Goldstein 2003). In dieser Studie sollten die
EDX-Spektren fiir beide Priifzemente erhoben und hinsichtlich ihrer Elementzusam-
mensetzung und Kupferanteils verglichen werden. Dafiir wurden EDX-Fliachen- und
Punktanalysen der zuvor angefertigten Sekundirelektronenbilder gemacht. Bei einer
Fldachenanalyse wird der gesamte Probenbereich abgerastert und die elementare Zu-
sammensetzung des gesamten Probenbereichs ermittelt. Bei einer Punktanalyse wird
hingegen mit einem scharf fokussierten Elektronenstrahl ein ym?-Bereich untersucht.
Anhand der Punktanalyse sollte stichprobenartig {iberpriift werden, inwiefern sich die

elementare Zusammensetzung einzelner Zementpartikel unterscheidet.



3 Material und Methode Seite 30

LSecs: 463
244 C

1.9

1.4 - n

0.5 - si

Ti

1.00 200 300 400 500 600 T.00 800 900 10.00 11.00 42.00
Energy - keV

Abbildung 17: Exemplarische Darstellung eines EDX-Spektrums

Durch ein EDX-Mapping (siehe Abbildung 18) sollten zusitzlich Bilder der Element-
verteilung auf den Oberflichen der Priifzemente angefertigt werden. Dieses Verfahren
beruht auf der Analyse von Linien gleicher Schwiirzung,/Intensitit (Aquidensiten) fiir
jeweils ein Element und deren Zuordnung zu Falschfarben. Auf diese Weise werden
fiir die Verteilung jedes Hauptelements iiber die untersuchte Fliche Einzelbilder er-
stellt. Durch Ubereinanderlegen der Einzelbilder entsteht das fertige Mapping (Pritzel
2012). Zunéchst wurden Sekundérelektronenbilder gemacht, um topographische Infor-
mationen iiber die Zementpartikelverteilung und Korngréfen zu erhalten. Anschliefend
wurden Mapping-Bilder beziiglich der Elemente Zink und Kupfer fiir die beiden Priifze-

mente erstellt und deren Verteilung den Sekundérelektronenbildern gegeniibergestellt.

Abbildung 18: Beispiel eines EDX-Mapping: Verteilung zweier verschiedener Elemente
(violett /tiirkis)
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3.8.3 Digitale Bildbearbeitung und Auswertung

Die Biofilmbesiedlung auf den Priifképern wurde mit Hilfe des Bildbearbeitungspro-
gramm Photoshop CS5 (Adobe Systems Incorporated, Californien, USA) sowie der
Oberflichenanalysesoftware ImageJ 1.48 (National Institutes of Health, Maryland, USA)
quantitativ berechnet. Um eine Erkennung der mit Biofilm besiedelten Bereiche von
den freien Zementoberflichen fiir die Bildverarbeitungssoftware ImageJ 1.48 (National
Institutes of Health, Maryland, USA) zu ermoglichen, wurden zunéchst die Graustu-
fen der REM-Aufnahmen mittels der Bildbearbeitungssoftware Photoshop CS5 (Ado-
be Systems Incorporated, Californien, USA) in Falschfarben konvertiert. Durch diesen
Vorgang wurden die verschiedenen Graustufen ab einem definierten Grenzwert einer
Falschfarbe zugeordnet. Dunklere Grauwerte, die vor allem in Biofilm besiedelten Be-

reichen vorkamen, wurden durch die Farbe Rot ersetzt. Hellere Graustufen hingegen,

die vor allem die freien Zementoberflichen représentierten, wurden durch die Farbe
Blau ersetzt (siche Abbildung 19).

(a) Orginal REM-Aufnahme (Graustufen) (b) Falschfarbendarstellung der mit Biofilm
besiedelten Areale (rot) und freien Zemen-
toberflache (blau)

Abbildung 19: Falschfarbenkonvertierung

Die Biofilmbesiedlung konnte anschliefend auf den konvertierten Aufnahmen mit der
Oberflichenanalysesoftware ImageJ 1.48 (National Institutes of Health, Maryland, USA)
quantitativ bestimmt werden. Dazu wurden die zu untersuchenden Flichen manu-
ell markiert und der prozentuale Anteil roter bzw. blauer Pixel an der markierten
Gesamtfliche berechnet. Der prozentuale Anteil roter Pixel konnte mit dem Anteil
biofilmbedeckter Flachen gleichgesetzt werden. Der Prozentwert fiir den Anteil blau-
er Pixel représentierte die biofilmfreie Zementoberfliche. Abschliefend wurden diese

Werte fiir die beiden Priifzemente miteinander verglichen und statistisch ausgewertet.
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3.9 Statistische Auswertung

Die Verteilung der Parameter Alter und Plaque (Fldchenangabe in Prozent von der Ge-
samtfliche) wurden durch die Mittelwerte und Standardabweichung beschrieben und
getrennt vom Priifzement, dem Geschlecht, den geteilten und ganzen Probekdrpern so-
wie dem Gesamtkollektiv dargestellt. Beziiglich des Parameters Plaque wurde mittels
eines allgemeinen linearen Modells fiir wiederholte Messungen der Einfluss der Zement-
art, des Alters, Geschlechts und deren Wechselwirkungen mit den geteilten, ganzen und
allen Probekorpern untersucht. Die Reihenfolge der Parameter im multivariaten Mo-
dell war von den Ergebnissen der univariaten Analyse abhéngig. Die Parameter mit
den niedrigsten p-Werten wurden dem multivariaten Modell zuerst zugefiihrt. Das Si-
gnifikanzniveau wurde fiir alle statistischen Tests bei o = 5% festgelegt. Alle Analysen
wurden mit der Statstiksoftware R (version 3.0.2, www.r-project.org) durchgefiihrt und
wiederholte Messungen durch Mittelwerte der ,Generalized Estimating Equations® mit-

tels des R-package ,,geepack® modelliert (Prentice und Zhao 1991).
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4 Ergebnisse

4.1 Probandenkollektiv

Das Probandenkollektiv dieser Studie bestand aus 10 Mannern und 10 Frauen. Da-
von erhielten jeweils fiinf Manner und fiinf Frauen vier ganze Probekdrper, die andere
Hilfte des Kollektivs hingegen geteilte Probekorper. Die Probanden waren zwischen 23
(Minimum) und 34 (Maximum) Jahren alt. Das Durchschnittsalter der Studienteilneh-
mer betrug 26 Jahre mit einer Standardabweichung von 3,42 Jahren. Eine Ubersicht
iiber die Verteilung der Mittelwerte + Standardabweichungen des Probandenalters dif-
ferenziert nach dem Geschlecht und den ganzen oder geteilten Probekorpern sowie
dem Gesamtkollektiv wird in Tabelle 1 dargestellt. Insgesamt war das Alter in beiden
Probandengruppen gleichméfig verteilt. Die mannlichen Probanden waren im Durch-
schnitt etwas élter (26,3 Jahre) als die weiblichen Studienteilnehmer (25,7). Auferdem

war die Altersdifferenz bei den Mannern grofer als bei den Frauen.

Probekorper Geschlecht Alter
ganze Probekdrper o 27.8 £ 5.67
Q 25 + 2
geteilte Probekorper o 24.8 + 0.84
Q 26.4 + 3.36
Gesamtkollektiv J 26.3 + 4.14
Q 25.7 £ 2.71

Tabelle 1: Verteilung der Mittelwerte und 4+ Standardabweichungen des Probandenal-
ters abhéngig vom Geschlecht innerhalb der ganzen und geteilten Probekor-
per sowie fiir das Gesamtkollektiv
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4.2 Ergebnisse der klinischen Voruntersuchung

Bei der Auswertung der Anamnesebogen wurde darauf geachtet, dass jeder der 20 Stu-
dienteilnehmer die Einschlusskriterien der Studie erfiillt. Bei allen Studienteilnehmern
konnte anamnestisch eine Tumorerkrankung im Hals- /Kopfbereich, eine Xerostomie so-
wie eine Antibiotika-Gabe in den letzten 2 Monaten vor Studienbeginn ausgeschlossen
werden. Auferdem wurden von jedem Probanden die erhobenen Untersuchungsbefun-
de des Mundhygienestatus ausgewertet. Bei allen Studienteilnehmern wurde sowohl ein
Sulkus-Blutungs-Index (SBI) < 10% als auch ein Approximalraum-Plaque-Index (APT)
< 35% festgestellt Die Ergebnisse der Speichelflussrate waren ebenfalls bei jedem Pro-
banden mit > 1,5 ml/min im physiologischen Bereich. Somit konnte zu Studienbeginn
bei allen Probanden ein gesundes Parodontium und eine gute Mundhygiene festgestellt

werden.

4.3 Ergebnisse der Plaqueakkumulation auf geteilten

und ganzen Probekdrpern (quantitativ)

In Tabelle 2 werden die Mittelwerte und 4+ Standardabweichungen fiir die Messergeb-
nisse der plaquebedeckten Fliachen auf den ganzen und geteilten Probekdrpern sowie
dem Geamtkollektiv présentiert. Die Ergebnisse wurden nach dem jeweiligen Priif-
zement (konventionell oder kupferhaltig) und dem Geschlecht differenziert, um einen
moglichen Einfluss dieser Parameter auf die Plaqueakkumulation feststellen zu konnen.
Die Boxplots (siehe Abbildungen 20 und 21) zeigen die Verteilung der Messergebnisse
fir die Plaqueakkumulation (in %) auf den geteilten und ganzen Probekorpern. Die
Messwerte werden auch separat fiir Geschlecht und Priifzement (Kupfer/Konventionell)
dargestellt. Insgesamt zeigte sich auf den geteilten Probekérpern unabhéngig vom Priif-
zement eine hohere Plaqueakkumulation als auf den ganzen Probekorpern (siehe Abbil-
dungen 20 und 21). Zudem waren die ganzen und geteilten Probekorper der méannlichen
Probanden tendenziell mehr mit Plaque bedeckt als bei den weiblichen Studienteilneh-
mern (sieche Abbildungen 22, 23 und 25).
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Probekorper  Priifzement Geschlecht Plaque (%)

Plaque (9+J %)

Ganze Kupfer d 44.7 £+ 6.52 40,8 + 9,72
Q 36.9 + 11.1
Konventionell ¢ 45.72 £ 8.49 40,32 + 13,53
Q 34.93 + 15.86
Geteilte Kupfer d 53.88 + 22.13 50,87 + 22.1
Q 47.87 £ 22.23
Konventionell & 51.8 +27.29 47,27 +23.45
Q 42.75 £ 18.56
Gesamtkollektiv  Kupfer d 50.82 + 18.8 47,52 + 19,4
Q 44.22 + 19.74
Konventionell & 49.77 + 22.78 44,96 + 20,85
Q 40.14 + 17.83

Tabelle 2: Mittelwert und + Standardabweichung differenziert nach Priifzement, Ge-
schlecht, geteilten und ganzen Probekorpern sowie dem Gesamtkollektiv
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Abbildung 20: Verteilung des Parameters Plaque (in %) bei Ménnern und Frauen auf
geteilten Probekorpern mit kupferhaltigem und konventionellem Zement
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Abbildung 21: Verteilung des Parameters Plaque (in %) bei Ménnern und Frauen auf
ganzen Probekorpern mit kupferhaltigem und konventionellem Zement
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Abbildung 22: Verteilung des Parameters Plaque (in %) fiir Manner und Frauen auf
geteilten Probekoérpern unabhingig vom Priifzement
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Abbildung 23: Verteilung des Parameters Plaque (in %) fiir Manner und Frauen auf
den ganzen Probekérpern unabhingig vom Priifzement

Der signifikante Einfluss des Geschlechts auf die Plaqueakkumulation bestétigte sich
auch im Allgemeinen Linearen Modell fiir die ganzen Probekorper (siehe Tabelle 3b Ge-
schlecht p=0,02). Aukerdem konnte sowohl fiir die ganzen als auch die geteilten Probe-
korper eine signifikanter synergistischer Einfluss des Probandenalters und -geschlechts
auf die Plaqueakkumulation festgestellt werden, so dass das jiingere weibliche Pro-
banden allgemein eine geringere Plaqueakkumulation aufwiesen (siche Tabelle 3a und
3b Alter x Geschlecht p<0,001). Bei den geteilten Probekorpern zeigte sich zudem
ein signifikanter kombinierter synergistischer Einfluss des Alters, Priifzements und Ge-
schlechts auf den Parameter Plaque (siehe Tabelle 3a Alter x Priifzement x Geschlecht
p= 0,003). Zudem féllt bei der Betrachtung der Tabellen 3a und 3b auf, dass der
jeweilige Priifzement (Kupfer/Konventionell) weder bei den ganzen noch geteilten Pro-

bekdrpern einen Einfluss auf die Plaqueakkumulation hatte.
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Parameter P

Alter 0.1406
Priifzement 0.4102
Geschlecht 0.6890
Alter x Priifzement 0.3108
Alter x Geschlecht <0.001
Priifzement x Geschlecht 0.2109
Alter x Priifzement x Geschlecht 0.0036

(a) geteilte Probekorper

Parameter P

Alter 0.5200
Priifzement 0.7068
Geschlecht 0.0222
Alter x Priifzement 0.1936
Alter x Geschlecht 0.0095
Priifzement x Geschlecht 0.3849
Alter x Priifzement x Geschlecht 0.3024

(b) ganze Probekorper

Tabelle 3: Ergebnisse des allgemeinen linearen Modells: Einfluss (p-Werte) des Alters,
Priifzements und Geschlechts sowie deren Wechselwirkungen auf den Para-
meter Plaque fiir geteilte und ganze Probekorper

4.4 Ergebnisse der Plagueakkumulation im

Gesamtkollektiv (quantitativ)

In den Boxplots (siehe Abbildung 24 und 25) wird die Verteilung der Messwerte fiir die
Plaqueakkumulation fiir das Geamtkollektiv (geteilte und ganze Probekorper zusam-

mengefasst) dargestellt. Die Tendenzen, die zuvor bei der getrennten Auswertung der

Probekorper in den Boxplots (siehe Abbildungen 22 und 23) beobachtet wurden, trafen

auch fiir das Gesamtkollektiv zu. Es zeigte sich eine tendenziell vermehrte Plaqueakku-

mulation bei den ménnlichen Probanden (siehe Abbildung 25). Allerdings konnte dieser

Einfluss des Geschlechts im allgemeinen linearen Modell nicht bestétigt werden (siehe

Tabelle 4 Geschlecht p=0,23). Insgesamt konnte bei keinem der getesteten Parameter

ein signifikanter Einfluss auf die Plaqueakkumulation festgestellt werden (siehe Tabelle

1),
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Abbildung 24: Verteilung des Parameters Plaque (in %) bei Méannern und Frauen im
Gesamtkollektiv auf kupferhaltigem und konventionellem Zement
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Abbildung 25: Verteilung des Parameters Plaque (in %) fiir Manner und Frauen im
Gesamtkollektiv
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Parameter P

Alter 0.9088
Priifzement 0.7323
Geschlecht 0.2323
Alter x Priifzement 0.6831
Alter x Geschlecht 0.2557
Priifzement x Geschlecht 0.2554

Alter x Priifzement x Geschlecht 0.9417

Tabelle 4: Ergebnisse des allgemeinen linearen Modells: Einfluss (p-Werte) des Alters,
Priifzements und Geschlechts sowie deren Wechselwirkungen auf den Para-
meter Plaque fiir das Gesamtkollektiv

4.5 Ergebnisse der Plaqueakkumulation (qualitativ)

Um Aufschlufs iiber die Morphologie und Strukturen innerhalb des intraoral gebildeten
Biofilms zu bekommen, wurden Aufnahmen mit bis zu 12000-facher Vergrofserung von
jedem Probekorper angefertigt. Alle Probekorper waren mit Biofilm bedeckt, wobei die
Besiedlungsdichte und Dicke der Plaque entsprechend der getesteten Einflussparame-
ter Geschlecht und Alter (siehe Tabelle 3a und3b) variierte. Anhand der angefertigten
REM-Bilder konnten keine Unterschiede in der Plaqueakkumulation auf beiden Test-
zementen dargestellt werden. Die Abbildungen 27 und 26 zeigen exemplarisch zwei
Auschnitte aus den angefertigten REM-Aufnahmen. Auf Abbildung 26 ist ein Aus-
schnitt einer mit Plaque besiedelten Oberfliche eines Probekorpers mit 2589-facher
Vergroferung dargestellt. Auf der Oberfliche des Probekorpers ist ein heterogener Be-
lag zu erkennen. Dieser bedeckt die Oberfliche nicht vollstindig, so dass freie Areale
der Zementoberfliche zusehen sind. Des weiteren sind Trocknungsrisse innerhalb der
Oberflache zu erkennen. Auf Abbildung 27 ist bei 11242-facher Vergoferung ein Aus-
schnitt des heterogenen Belags aus Abbildung 27 dargestellt. Man erkennt deutlich
Stabchen- sowie Kokken-Bakterien, die in einer Matrix eingebettet sind. Weitere Anga-
ben hinsichtlich der verschiedenen bakteriellen Morphotypen sowie genauere Angaben

zu Plaquedicke konnen anhand dieser Aufnahmen nicht getroffen werden.
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Abbildung 26: REM-Aufnahme (2589-fache Vergroferung): Bakterienaggregation, ein-
gebettet in einer Matrix aus extrazelluldren Polysacchariden

Abbildung 27: REM-Aufnahme (11242-fache Vergroferung): Bakterienaggregation,
vornehmlich aus Kokken- und Stibchenbakterien



4 Ergebnisse Seite 42

4.6 Ergebnisse der EDX-Analytik

Die Sekundérelektronenbilder der beiden Priifzementpulver wurden zur besseren Dar-
stellung der Zementpartikel mit 1000-facher Vergroferung angefertigt (siehe Abbildun-
gen 28 und 29). Sie zeigen die unterschiedlichen Pulverkérner, die am ehesten als ein
heterogenes Kristallkonglomerat beschrieben werden kénnen. Die Korngréfen variie-
ren dabei zwischen 1um - 40 um. Die Kornverteilung und -dichte variiert innerhalb der
Aufnahmen. Zwischen den Zementkornern sind teilweise schwarze Areale der kohlen-
stoffhaltigen Trégerfolie des Probenhalters sichtbar. Auf beiden REM-Aufnahmen mit
1000-facher Vergroferung sind zwischen den beiden Priifzementen morphologisch keine
Unterschiede zu erkennen. Lediglich die Korndichte ist auf Abbildung 28 héher als bei
29.

a5
w

K

Abbildung 28: REM-Aufnahme (1000-fache Vergroferung): Hoffmann‘s Cement nor-
malhértend Pulveranteil
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Abbildung 29: REM-Aufnahme (1000-fache Vergroferung): Hoffmann‘s Kupfer Ce-
ment Pulveranteil

Die EDX-Spektren der Flachenanalyse werden in Abbildung 30 und 31 dargestellt.
In beiden Priifzementen sind ausgeprigte Zink-, Sauerstoff- und Kohlenstoffpeaks zu
erkennen. Der hohe Anteil an Kohlenstoff ist vor allem durch die kohlenstofthaltige Tra-
gerfolie zu erkliaren. Aufserdem konnte ein geringerer Magnesiumpeak gemessen werden.
Es fallt auf, dass sowohl im Hoffmann‘s Cement normalhértend als auch Hoffmann‘s
Kupfer Cement kein eindeutiger Kupferpeak vom breiten unspezifischen Untergrund
der Bremsstrahlung abgrenzbar ist. Insgesamt sind sich die beiden Priifzemente in ih-
rer elementaren Zusammenzetzung sehr dhnlich.

LSecs: 63
736

589

44
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147
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Energy - keV

Abbildung 30: EDX-Spektrum der Flachenanalyse: Hoffmann'‘s Cement
normalhéirtend®
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Abbildung 31: EDX-Spektrum der Flichenanalyse: Hoffmann‘s Kupfer Cement

In den Abbildungen 32 und 33 sind die entsprechenden Elementverteilungsbilder (Map-
pings) fiir das Element Kupfer zu den beiden REM-Aufnahmen der Priifzemente (siehe
Abbildung 28 und 29) zu sehen. In der Probe des Hoffmann‘s Cement normalhértend
(sieche Abbildung 32) ist keine vermehrte Anreicherung von Kupfer erkennbar. Es wer-
den lediglich unspezifisch und heterogen verteilte Strahlungen detektiert. Im Gegensatz
dazu ist auf dem Mapping fiir Hoffmann‘s Kupfer Cement (siche Abbildung 33) inner-
halb einiger Bereiche ein erhohter Kupfergehalt feststellbar. Diese Areale sind eindeutig

bestimmten Zementpartikeln zuzuordnen.

Abbildung 32: Der Abbildung 28 zugehoriges EDX-Mapping fiir das Element Kupfer
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Abbildung 33: Der Abbildung 29 zugehoriges EDX-Mapping fiir das Element Kupfer

Zur genaueren Analyse der elementaren Zusammensetzung dieser kupferreichen Parti-

kel wurde neben dem Mapping eine EDX-Punktanalyse durchgefiihrt und mit benach-

barten Bereichen verglichen. Auf den Abbildungen 34a und 35a sind die Messbereiche
rot markiert. Daneben sind in den Abbildungen 34b und 35b die dazugehorigen EDX-
Spektren fiir diese Bereiche dargestellt.

b A T

-Z_EI 20um .
(a) REM-Aufnahme (siehe auch
Abbildung29): Kreuz markiert zu

untersuchendes Partikel

LSees: 61
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0. ’ ¥ ¥ y
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(b) EDX-Spektrum des markierten Zement-
partikel

Abbildung 34: Punktanalyse eines Zementpartikels aus Abbildung 29

In Abbildung 34b sind deutliche Peaks fiir Zink, Schwefel und Kupfer zu erkennen. Im
Vergleich zu den EDX-Flichenanalysen konnte kein Peak fiir Magnesium und Sauer-

stoff gemessen werden. Diese Zusammensetzung weicht deutlich von den Ergebnissen
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der EDX-Fliachenanalyse beider Priifzemente ab und ist nur in den schon im Mapping
gezeigten kupferreichen Regionen zu finden. Das EDX-Spektrum des angrenzenden
Bereichs in Abbildung 35b zeigt hingegen erhohte Peaks fiir Zink, Sauerstoff und Ma-
gnesium. Diese Zusammensetzung ist mit den Ergebnissen der EDX-Flichenanalyse
beider Priifzemente vergleichbar (sieche Abbildung 30 und 31).
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(a) REM-Aufnahme (siehe auch (b) EDX-Spektrum des markierten Zement-
Abbildung29):  Kreuz  markiert zu partikels
untersuchendes Partikel

Abbildung 35: Punktanalyse eines Zementpartikels aus Abbildung 29
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

In der Literatur gibt es zahlreiche Studien, die sich mit Biofilmen und der bakteriellen
Adhiésion auf verschiedenen medizinischen Biomaterialien (Kathetern, kiinstlichen Ge-
lenkprothesen, Knochenzementen, dentalen Materialen) beschiftigen (Song et al. 2015,
Veerachamy et al. 2014, Zhang et al. 2011, McConoughey et al. 2014, Yousif et al.
2015, Jacqueline und Caillon 2014). Ein besonderer Fokus vieler Autoren liegt in die-
sem Zusammenhang auf der Uberpriifung von méglichen antimikrobiellen Substanzen,
die eine Biofilmbildung reduzieren oder verhindern kénnen (Kowalczuk et al. 2012, El-
lenrieder et al. 2012, Perez et al. 2014, Gosau et al. 2013, Hachem et al. 2009). Zur
Erforschung der Biofilmbildung und mikrobiellen Prozesse wurden in der Vergangen-
heit eine Vielzahl von In-vivo-Modellen entwickelt (Rupp und Fey 2001, Harraghy et al.
2006, Bjarnsholt et al. 2013, Coenye und Nelis 2010, Seth et al. 2012). Dennoch gibt es
gegenwirtig keinen ,,Goldstandard”, da jedes Modell - abhéingig vom individuellen Im-
munsystem des Wirts, der Oberflichenbeschaffenheit des Untersuchungsmaterials und

der jeweiligen Fragestellung - unterschiedlich gut geeignet ist (Lebeaux et al. 2013).

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, unter moglichst physiologischen Bedin-
gungen die Biofilmbildung auf einem konventionellen und einem mit Kupfer angerei-
cherten dentalen Befestigungszement zu evaluieren und in diesem Zusammenhang die
antimikrobielle Wirksamkeit von Kupfer auf den oralen Biofilm zu iiberpriifen. Fiir die
vorliegende Fragestellung wurde ein spezielles In-vivo-Modell verwendet. Dieses stellt
die direkteste und natiirlichste Art der Untersuchung von Biofilmen dar (Wimpenny
1997), da dieser in situ, das heikt physiologisch im Mund des Probanden, gebildet
wird. Jedoch fiihrt genau dies zu Schwierigkeiten bei der Durchfiithrung der Studie so-
wie der Auswertung und Vergleichbarkeit der Ergebnisse. Zunéchst kann die Erprobung
antibakterieller Substanzen ein gesundheitliches Risiko fiir die Probanden darstellen.
Da es sich bei den Priifzementen dieser Studie um bereits seit Jahren zugelassene
Produkte handelt (Gorodovsky und Zidan 1992), konnte ein gesundheitliches Risiko
der Probanden nahezu ausgeschlossen werden. Des Weiteren liegen bei in vivo durch-
gefiihrten Untersuchungen durch interindividuelle Unterschiede (wie z.B. mikrobielle

Ausgangsflora, Mundhygiene, Erkrankungen, Speichelflussrate, Medikamente etc.) ver-
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schiedene Ausgangsbedingungen vor (Sissons 1997). Daher wird von vielen Autoren bei
der Untersuchung von oralen Biofilmen eine klinische Voruntersuchung der Probanden
durchgefiihrt, um so diese individuellen Einflussfaktoren zu minimieren und anndhernd
gleiche Bedingungen fiir eine bessere Vergleichbarkeit der Resultate zu schaffen (Faust
2010, Nascimento et al. 2013, Papavasileiou 2013, Jentsch et al. 2014). Bei der vor-
liegenden Studie wurde daher ebenfalls eine klinische Voruntersuchung (Anamnese,
Mundhygiene-Indizes, Speichelflussrate) der Probanden in Anlehnung an die Studie
von Papavasileiou (2013) durchgefiihrt und entsprechende Ein- und Ausschlusskriteri-

en definiert.

An der vorliegenden Studie nahmen insgesamt 20 Probanden, jeweils 10 Manner und
10 Frauen, teil. Eine grofere Anzahl an Studienteilnehmern wéire wiinschenswert und
statistisch sicherlich aussagekréftiger gewesen. Auf Grund des relativ komplexen Her-
stellungsprozesses der dentalen Triagerschienen und des aufwendigen Studienprotokoll
wurde die Anzahl auf 20 Probanden begrenzt. Dennoch ist diese Kollektivgrofe mit
denen aktueller Untersuchungen in der Literatur vergleichbar. In vielen Studien war
die Probandenzahl sogar deutlich kleiner gewéhlt worden. Prada-Lopez et al. (2015b)
verglichen in einer In-vivo-Untersuchung die Wirkung zweier antisptischer Mundspiil-
l6sungen auf die orale Biofilmakkumulation. An der Studie nahmen 15 Probanden
teil. In einer Untersuchung von Biirgers et al. (2010) wurde in einer In-vitro- und
In-vivo-Untersuchung die initiale Biofilmakkumulation auf zwei verschiedenen Implan-
tatoberflichen untersucht. An dieser Untersuchung nahmen 6 Probanden teil. Arweiler
et al. (2004) untersuchten die dreidimensionale Struktur und Vitalitidt dentaler Biofil-
me, die simultan an verschiedenen Stellen in der Mundhéhle innerhalb von 48 Stunden

gewachsen waren. In diese Untersuchung wurden 8 Probanden einbezogen.

Die intraoral gebildete Plaque besitzt eine sehr diinne und fragile Struktur (Robinson
et al. 1997). In fritheren In-vivo-Studien wurden in situ gebildete Biofilme von der
Zahnoberfliche mit Papierspitzen oder Scalern fiir eine spitere Untersuchung entnom-
men (Al-Ahmad et al. 2010). Allerdings wurde dabei die dreidimensionale Struktur
des Biofilms, die fiir die interzelluliren Kommunikationswege unter den einzelnen Mi-
kroorganismen sowie deren metabolische Kooperation von grofser Bedeutung ist, zer-
stort (Kuramitsu et al. 2007). In der aktuellen Literatur werden daher verschiedene
Tragermaterialien benutzt, um eine schonende Entnahme des dreidimensionalen Bio-
filmgefiiges zu ermoglichen. Die Varianten und Gestaltung der Triagersysteme sind sehr
unterschiedlich und wurden bereits in Abschnitt 2.4 beschrieben. Sie umfassen un-
ter anderem Kunststofffolien (Theilade 1964), Plast-Spray-Filme (Brecx et al. 1994),
Bracket-Systeme (Meyerowitz et al. 1991), Glas- /Schmelzplittchen (Macpherson et al.
1990), Splintsysteme (Nyvad und Kilian 1987), metallische Biigel /Bogen (Krekeler et
al. 1990) und Kunststoffschienen (Auschill et al. 2004, 2005, Eckelmann 1995). Diese
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verschiedenen Trégersysteme haben das gemeinsame Ziel, den Biofilm in der Mund-
hohle zu sammeln und dessen méogliche Zerstorung bzw. Interferenzen bei der physiolo-
gischen Biofilmakkumulation zu verhindern (Wehle 2004). Aufgrund ihrer unterschied-
lichen Gestaltung gibt es, abhidngig vom Ziel der Untersuchung, Vor- und Nachteile
in ihrer Anwendung. Kunststofffolien (Theilade 1964) und diinne Plast-Spray-Filme
(Brecx et al. 1994), die der Zahnoberfliche direkt anliegen, sind Zungen- und Mund-
schleimhautbewegungen ungeschiitzt ausgesetzt. Dadurch kann es einerseits zu deren
Ablosung kommen, andererseits kann die Biofilmbildung beeintréchtigt werden (Wehle
2004). Ahnliches gilt fiir adhésiv befestigte Bracketsysteme, an denen der Biofilm durch
die Zungen- und Schleimhautbewegungen zerstort werden kann. Durch die Siure-Atz-
Technik beim Festkleben der Brackets kommt es zudem zu einer Entmineralisierung
des Zahnschmelzes, so dass fiir diese Art der Biofilmgewinnung auch eine gewisse In-
vasivitdt zu beriicksichtigen ist. Dadurch, dass die adhésiv befestigten Systeme sich
nicht aus der Mundhéhle ausgliedern lassen, ist auch eine adiquate Mundhygiene fiir
die Probanden wéihrend der Tragezeit nicht moglich. Auf Grund dieser Problemati-
ken werden in jiingeren Studien vor allem Trégersysteme verwendet, die eine Ein- und
Ausgliederung des Trégersystems fiir den Probanden ermoglichen (Prada-Lopez et al.
2015a, Quintas et al. 2015).

Fiir diese klinische Studie wurden tiefgezogene Kunststoffschienen als Triagersystem be-
nutzt, die in Anlehnung an Studien von Gosau et al. (2010) und Wehle (2004) gestaltet
wurden. Bei dieser Methode handelt es sich um eine systematisch reproduzierbare und
kostengiinstige Variante, die Probekorper intraoral in entsprechender Position zu fi-
xieren. Die zuvor angesprochenen Problematiken anderer Trégersysteme konnen durch
diese Art der intraoralen Befestigung minimiert bzw. ausgeschlossen werden. So ist es
fiir die Probanden jederzeit mdoglich, die Schiene zur Durchfiihrung von Mundhygie-
nemafnahmen einfach aus der Mundhohle zu entfernen und im Anschluss wieder zu
integrieren, ohne dabei den gebildeten Biofilm zu zerstoren. Des Weiteren kénnen irre-
versible Schidden an Hart- und Weichgeweben, wie z.B. durch das Anétzen von Zéahnen
bei adhésiven Systemen, ausgeschlossen werden. Aufserdem wurde versucht den Abrieb
der Plaque durch die Zunge zu verhindern, indem die Probekdrper jeweils bukkal im
Oberkiefer in der Pré-/Molarenregion platziert wurden. Ein gewisser Abrieb des ge-
bildeten Biofilms durch die Wangenschleimhaut konnte hingegen nicht ausgeschlossen
werden. Dieser ist jedoch auch als physiologisch zu betrachten, da an den Zahnoberfla-
chen in der Mundh6hle immer ein natiirlicher mechanischer Abrieb sowohl durch die
Wagenschleimhaut von vestibuldr als auch von palatinal und lingual durch Zungenbe-
wegungen vorliegt (Zanatta et al. 2011).

Abgesehen von einem geeigneten Triagersystem zur Biofilmgewinnung wurde vor der

Durchfiihrung dieser Studie die intraorale Verweildauer der Probekorper festgelegt. In
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der Literatur gibt es diesbeziiglich keine einheitlichen Angaben. Je nach Fragestel-
lung und Autor sind diese sehr unterschiedlich, mit zeitlichen Differenzen von weni-
gen Sekunden (Baier und Glantz 1978) bis hin zu mehreren Tagen (Auschill et al.
2002) aufgefiihrt. Diese unterschiedlichen Zeiten lassen sich dadurch erkldren, dass die
Plaquebildung ein Prozess ist, der bereits nach wenigen Minuten durch die Erstbesied-
lung der Zahnoberfliche mit frithkolonisierenden Streptokokken einsetzt (Rosan et al.
1982) und bis zur Ausreifung einer reifen Plaque zwei Wochen andauern kann (Hellwig
et al. 2007). Deshalb sind zur Untersuchung der Biofilmstruktur und Morphologie, die
grofere Plaquemengen erfordert, eher lingere Tragezeiten empfehlenswert. Zur Unter-
suchung von initialen Adhésionsprozessen der Biofilmbildung hingegen sollten kiirzere
Tragezeiten angestrebt werden (Wehle 2004). In den meisten aktuellen Studien wurde
vornehmlich die initiale Plaquebildung untersucht, so dass sich die dortigen Angaben
auf eher kiirzere Zeiten beziehen (Al-Ahmad et al. 2013: 30 min bis 120 min, Biir-
gers et al. 2010: 12 Stunden, Wehle 2004: 16 Stunden, Nascimento et al. 2013 und
Nascimento et al. 2014: 24 Stunden). Da in der vorliegenden Untersuchung ebenfalls
primére Adhésionsprozesse von Interesse waren, wurde eine intraorale Verweildauer von
12 Stunden festgelegt. Diese Tragedauer wurde in Studien von Biirgers et al. (2010)
und Papavasileiou (2013) beziiglich der Biofilmakkumulation als ausreichend betrach-
tet. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung bestétigen dies, da die Probekorper
im Mittel 35-55% mit Biofilm bedeckt waren.

Die in der Literatur beschriebenen Untersuchungsmethoden zur Biofilmbildung und
mikrobiellen Adhésion wurden in Abschnitt 2.4 vorgestellt. Jede dieser Methoden hat
ihren Indikationsbereich und ist abhéngig vom Fokus der Untersuchung einer anderen
tiber- bzw. unterlegen. Zurzeit ist die Konfokale-Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)
sicherlich eine der geeignetsten Methoden, um einen In-vivo gebildeten Biofilm in seiner
Gesamtheit mit all seinen Schichten zu untersuchen (Zaura-Arite und ten Cate 2004,
Zaura-Arite et al. 2001). Diese Technik liefert Schichtbilder und ermdglicht es so, auch
tiefergelegene Regionen innerhalb des Biofilms darzustellen, ohne diesen dabei zersto-
ren zu miissen (Netuschil et al. 1998). Durch die Verwendung zusétzlicher Marker und
Fluoressenzfarbstoffe (Vitalfluoressenztechnik) ist es zudem moglich, Informationen
iiber Zusammensetzung, biochemische Vorginge und Vitalitit der Mikroorganismen
innerhalb des Biofilms zu erhalten (Faust 2010). In dieser Studie waren allerdings solche
Informationen nicht von primirem Interesse. Vielmehr sollte die Biofilmakkumulation
(prozentuale Anteil der mit Biofilm bedeckten Flichen) auf den beiden Priifzementen
insgesamt und quantitativ bestimmt werden, um so Riickschliisse auf die antibakte-
rielle Wirksamkeit des Kupfers ziehen zu kénnen. In der vorliegenden Untersuchung
wurde deshalb eine elektronenmikroskopische Untersuchung der Biofilme verwendet.
Die Darstellung von Biofilmen mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM) ist in der

Literatur haufig beschrieben und eignet sich besonders gut zur Visualisierung ober-
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flachlicher Strukturen. Vor allem in Studien, die Substanzen auf ihre antibakteriellen
Eigenschaften untersuchten, wurde die Rasterelektronenmikroskopie zur Darstellung
der bakteriellen Morphologie und der quantitativen oberflichlichen Verteilung des Bio-
films verwendet (Albuquerque et al. 2015, Du et al. 2012, Biirgers et al. 2010, Hannig
1999, Jentsch et al. 2002). Des Weiteren besteht bei der Rasterelektronenmikrosko-
pie die Moglichkeit, bei entsprechender Vergroferung und zusétzlicher Vorbehandlung
(Dehydrierung, Fixierung, Impréagnierung) Aussagen zur Qualitit des Biofilms (Mor-
photypen der Bakterien, Matrixbestandteile) machen zu kénnen (Wecke et al. 2000).
Auf eine derartige aufwendige Vorbehandlung wurde jedoch in dieser Studie verzich-
tet, da es hierbei zu einer Zerstorung des urspriinglichen Biofilmgefiiges kommen kann
(Donlan und Costerton 2002). Eine anschliefende Beurteilung der Plaqueverteilung auf
den Probekorpern wire dann nicht moglich gewesen. Dennoch wurde versucht, gewisse
Informationen zur Qualitédt des Biofilms und der Mikroorganismen zu erhalten, so dass
neben den REM-Ubersichtsaufnahmen auch Aufnahmen mit hoherer Vergrokerung an-
gefertigt wurden. Auf Grund der fehlenden Vorbehandlung der Biofilmproben wurden
die Ergebnisse der qualitativen Biofilmuntersuchung rein deskriptiv dargestellt und kei-
ne weitere statistischen Auswertung durchgefiihrt. Fasst man die Ergebnisse zusammen,
so kann die elektronenmikroskopische Untersuchung in dieser Studie als geeignete Me-
thode zur Beurteilung der Biofilmakkumulation gesehen werden. Sie ermdglichte eine
einfache und systematisch reproduzierbare Anfertigung von Ubersichtsaufnahmen der
einzelnen Probekorperoberflichen. Mittels dieser gelang es, die Oberflichen der Pro-
bekorper vollstindig darzustellen. Im Anschluss war es moglich, die Biofilmakkumu-
lation digital zu berechnen. Andere Untersuchungsmethoden, wie die bereits erwiahn-
te Konfokale-Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM), sind ihr diesbeziiglich unterlegen
(Wecke et al. 2000), weil hier nur sehr kleine Oberflichenabschnitte beurteilt werden
konnen. Jedoch gehen im Gegensatz dazu auch viele Informationen iiber die Qualitit
des Biofilms und dessen Zusammensetzung verloren. Jegliche Aussagen zur Art der
Mikroorganismen, deren Vitalitit, Pathogenitit und Anordnung im Biofilm lassen sich
nicht treffen und miissen bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt werden.
Daher konnte in zukiinftigen Untersuchungen zu diesem Thema die Verwendung der

CLSM-Darstellung eine wichtige Rolle spielen.

Die Biofilmakkumulation (prozentualer Anteil der mit Biofilm bedeckten Fliachen) auf
den REM-Ubersichtsaufnahmen wurde mit der Computersoftware ImageJ 1.48 (Natio-
nal Institutes of Health, Maryland, USA) bestimmt und anschliefend statistisch ausge-
wertet. Die Vermessung erfolgte in Anlehnung an die Studien von Papavasileiou (2013)
und Chen et al. (2015). Das Erkennen und Markieren der Biofilm-bedeckten Flidchen
auf den REM-Aufnahmen konnte mit Hilfe der beiden digitalen Bildverarbeitungspro-
gramme Photoshop CS5 (Adobe Systems Incorporated, Kalifornien, USA) und ImageJ
1.48 (National Institutes of Health, Maryland, USA) prézise durchgefiihrt werden. Bei
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dieser Methode konnen jedoch insbesondere bei zwei Arbeitsschritten potentielle Un-
genauigkeiten bzw. Messfehler auftreten. Einerseits konnten bei der Konvertierung der
Graustufen der REM-Aufnahmen mittels der Bildbearbeitungssoftware Photoshop CS5
(Adobe Systems Incorporated, Kalifornien, USA) in Falschfarben Biofilm-bedeckte Fl&-
chen mit helleren Grauwerten von der Software nicht korrekt erkannt worden sein. Dies
ware dadurch zu erkldren, dass fiir die dunkleren Biofilm-bedeckten Flachen ein gewis-
ser Grenzwert als Graustufe definiert wurde, der moglichst alle Plaqueareale korrekt
erfassen sollte. Dennoch kann ein solcher Wert der realen Situation nur sehr nahe kom-
men, jedoch dieser nie vollstindig gerecht werden. Denn Plaqueareale, die diesen Wert
moglicherweise unterschritten haben, kdnnten von der Software als freie Zementflache
erkannt worden sein. Zudem konnten im Umkehrschluss dunklere freie Zementstellen,
wie beispielsweise Risse oder Locher innerhalb der Zementoberflache, irrtiimlicherwei-
se als Biofilm identifiziert worden sein. Eine zweite mogliche Ungenauigkeit konnte bei
der manuellen Markierung der zu analysierenden Oberfliche aufgetreten sein. Es wurde
versucht die zu untersuchenden Oberflichen so exakt wie moglich zu kennzeichnen. Da-
zu wurde diese von mehreren Untersuchern unabhéngig voneinander durchgefiihrt und
die Ergebnisse verglichen. Allerdings kénnen individuelle Ungenauigkeiten nicht génz-
lich ausgeschlossen werden, da diese manuell durchgefiihrt wurden. Dennoch erwies sich
die digitale Auswertung der REM-Ubersichtsaufnahmen in der zuvor beschrieben Form
als einfache und zuverldssige Untersuchungsmethode, der nach derzeitigem Stand der

Wissenschaft entsprechende iiberlegene Alternativen fehlen.

Abgesehen von der Untersuchung des gebildeten Biofilms auf den Probekdrpern wur-
den auch die beiden Priifzemente selbst mittels Energie-Dispersiver-Rontgenanalytik
(EDX-Analytik) untersucht. Dieses Untersuchungsverfahren wurde hinzugezogen, da
die antimikrobielle Wirkung des im Priifzement enthaltenen Kupfers von dessen Dosis
und Verteilung abhingig ist. Es eignet sich gut zur ortsauflésenden qualitativen und
semi-quantitativen Untersuchung der chemischen Zusammensetzung eines bestimmten
Materials und wurde bereits oft zur Analyse von dentalen Werkstoffen eingesetzt (Grech
et al. 2013, Aguiar et al. 2012, Kasraei und Azarsina 2012). Mit dieser Methode konn-
te durch die EDX-Spektren die Zusammensetzung der einzelnen Elemente angegeben
werden und die Mengenverhéltnisse durch die unterschiedlichen Peaks der Elemente
im EDX-Spektrum abgeschitzt werden. Eine genaue quantitative Angabe der einzel-
nen Mengen war mit diesem Verfahren in der vorliegenden Untersuchung jedoch nicht

moglich.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die quantitative Bewertung der Biofilmbildung zeigte zwischen den beiden untersuch-
ten Priifzementen keine signifikanten Unterschiede auf. Im Mittel waren die Oberfla-
chen der Probekorper zwischen 35-55% mit Biofilm bedeckt. Bei einer zu erwartenden
antimikrobiellen Wirkung des kupferhaltigen Priifzements hétte hier ein deutlicher Un-
terschied auf den REM-Aufnahmen erkennbar sein miissen. Jedoch wurde beim kup-
ferhaltigen Zement eine zwar statistisch unauffillige, aber dennoch vermehrte Biofilm-
akkumulation im Vergleich zum konventionellen Zement festgestellt. Weder bei der
separaten Auswertung der Probekorper (geteilt/ganz) noch fiir das Gesamtkollektiv
konnte ein signifikanter Einfluss des Kupfers auf die Biofilmakkumulation festgestellt
werden (siehe Tabellen 3a, 4). Demzufolge konnte ein hemmender Einfluss des Hoff-

mann s Kupfer Cement auf die bakterielle Biofilmbildung nicht nachgewiesen werden.

In der Literatur gibt es nur vereinzelt Studien, die die antimikrobielle Wirkung eines
kupferhaltigen dentalen Befestigungszements untersucht haben. Die Ergebnisse einer
ahnlichen klinischen Studie wurden 2003 von Foley und Blackwell (2003a) veréffentlicht.
In dieser wurden die kariostatischen bzw. antibakteriellen Eigenschaften eines kupfer-
haltigen Zinkoxid-Phosphatzements (Black Copper Cement®, BCC, Vevey, Schweiz)
untersucht. Insgesamt nahmen 45 Patienten an der Untersuchung teil, die in drei Grup-
pen unterteilt wurden. Bei jedem Patienten lagen zwei kariose Milchmolarldsionen in
zwei verschiedenen Quadranten vor, die nach Entnahme einer Probe unterschiedlich
versorgt wurden. Die erste Gruppe erhielt in beide Kavititen eine Glasionomerze-
mentfiillung, wobei eine Lésion zusatzlich mit einer Unterfiillung aus kupferhaltigem
Zinkoxid-Phosphatzement versorgt wurde. Die zweite Gruppe erhielt in einer Kavi-
tat eine Fiillung aus kupferhaltigem Zinkoxid-Phosphatzement, wéhrend die andere
unversorgt blieb. In einer dritten Gruppe wurde eine Lésion mit einer Glasionomer-
zementfiillung versorgt und die zweite Lésion ebenfalls nicht gefiillt. 30 Zahnpaare
wurden nach einem Monat extrahiert und ausgewertet, 15 Paare erst nach sechs Mo-
naten. Nach einem Monat konnte beim kupferhaltigen Zinkoxid-Phosphatzement eine
bedeutende Abnahme der Anzahl anaerober Bakterien sowie speziell der Lactobazil-
len feststellt werden, nach sechs Monaten war die signifikante Minderung zuséitzlich
auch bei Streptococcus mutans zu beobachten (p=0,038). Bei Glasionomerzement zeig-
te sich beziiglich der Abnahme der Bakterienzahl kein signifikanter Unterschied zur
unversorgten Kontrollgruppe. Die Autoren vermuteten den antimikrobiellen bzw. kari-
ostatischen Effekt durch die Freisetzung von Kupfer- und Zinkionen aus dem Zement.
Die Ergebnisse von Foley und Blackwell (2003a) bestatigen die Wirksamkeit eines Kup-
feradditivs in einem Zinkphosphatzement und weichen daher deutlich von denen der
vorliegenden Arbeit ab. Denn in unserer Untersuchung konnten keine statistisch si-

gnifikanten Unterschiede der beiden Priifzemente im Hinblick auf die Biofilmbildung
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festgestellt werden (p=0.7323). Allerdings sind die Ergebnisse von Foley und Blackwell
(2003a) nicht direkt mit denen unserer Studie vergleichbar, da sie sich in Bezug auf die
Methodik und das Studiendesign deutlich unterscheiden. Foley und Blackwell (2003a)
beschrénkten sich in ihrer Untersuchung vor allem auf die antibakterielle Wirkung des
Zements gegeniiber kariogenen Keimen ( Streptococcus mutans, Laktobazillen). Die all-
gemeine Biofilmbildung auf dem Priifzement (Black Copper Cement ®, Vevey, Schweiz)
war nicht von primérem Interesse. Es wurde die antibakterielle Wirkung mittels Bak-
terienzéhlung (colony-forming-units) untersucht. In unserer Studie wurde hingegen die
Plaqueakkumulation (Biofilmbedeckung in %) bestimmt. Auferdem unterschied sich
bei Foley und Blackwell (2003a) der Zement der Kontrollgruppe (Glasionomerzement,
Chemfil Superior®, Dentsply, Konstanz, Deutschland) sehr vom verwendeten Priifze-
ment (Zinkoxid-Phosphatzement, Black Copper Cement ®, Vevey, Schweiz). Auf Grund
deutlicher Unterschiede in der Zusammensetzung der beiden Zemente, konnte die an-
tibakterielle Wirkung dem Kupfer nicht eindeutig zugesprochen werden. Prinzipiell
hitten auch andere Inhaltsstoffe des kupferhaltigen Zink-Phosphatzementes, die im
Glasionomerzement nicht enthalten sind (z.B Zink), fiir die antibakterielle Wirkung
verantwortlich gewesen sein kénnen. In unserer Studie wurden hingegen zwei Zink-
Phosphatzemente verglichen, die sich lediglich durch den Kupferzusatz in ihrer Zusam-
mensetzung unterschieden, so dass viel eher ein Zusammenhang zwischen der antibak-

teriellen Wirkung und des Kupferzusatzes hergestellt werden konnte.

Im gleichen Jahr veroffentlichten dieselben Autoren Daten zu einer Studie, welche sich
mit der Ionenfreisetzung in verschiedenen Restaurationsmaterialien sowie deren Wir-
kung auf das Wachstum von Streptococcus mutans befasste. Die Versuche umfassten
unter anderem die Untersuchung des kupferhaltigen Zinkoxid-Phosphatzements (Black
Copper Cement®, Vevey, Schweiz). Dieser zeigte den stérksten hemmenden Einfluss
aller Testmaterialien auf das Wachstum des Streptococcus mutans. Die Autoren resii-
mierten, dass sowohl die saure Abbindereaktion als auch die Kupfer- und Zinkionenfrei-
setzung mit der Hemmung des bakteriellen Wachstums assoziiert war (Foley und Black-
well 2003b). Schmalz und Rotgans (1977) iiberpriiften in einer In-vitro-Untersuchung
die antibakteriellen Eigenschaften eines kupferhaltigen und konventionellen Zinkoxid-
Phosphatzements. Anhand einer Bakteriensuspension des Testkeims Streptococcus mu-
tans wurden Dosisreaktionskurven fiir die Priifzemente erstellt. Dafiir wurden Probe-
korper unterschiedlicher Gréfsen hergestellt und in die Suspension gelegt. Diese wurden
nach drei Minuten, 30 Minuten, einer Stunde bzw. 24 Stunden aus der Suspension ent-
fernt. Die Dosiswirkungskurven zeigten eine signifikante Abhédngigkeit des antibakteri-
ellen Effekts von der Oberflichengrofe der Probekdrper fiir beide Priifzemente. Beim
kupferhaltigen Zement wurde eine stirkere antibakterielle Wirkung festgestellt. Diese
nahm bei beiden Priifzementen mit der Zeit ab, war jedoch bei den kupferhaltigen

weniger stark ausgeprégt. Insgesamt folgerten die Autoren, dass das Kupferadditiv die
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antibakterielle Aktivitit signifikant steigere.

Die oben genannten Studien belegen einen antibakteriellen Effekt von Kupferzuséitzen
in Zinkoxid-Phosphatzementen und weichen somit von den Resultaten der vorliegenden
Arbeit ab. In der Literatur gibt es zahlreiche Publikationen, die auch die antimikrobi-
ellen Eigenschaften von Kupfer in anderen dentalen Werkstoffen (Amalgamen, Lacken
und Kunststoffen) iiberpriiften (Bundy et al. 1980, Morrier et al. 1998, Gama-Teixeira
et al. 2007). Dabei fillt auf, dass sich die Ergebnisse beziiglich der antimikrobiellen
Wirksamkeit von Kupfer widersprechen. In einer Literaturiibersicht von Jakob (2012)
iiber antibakterielle Zusitze in dentalen Fiillungswerkstoffen wird dies verdeutlicht. So
konnte in einigen klinischen Studien zu konventionellen Amalgamen mit erhéhter Kup-
ferfreisetzung kein signifikanter antibakterieller Effekt festgestellt werden (Wallman-
Bjorklund et al. 1987, Glasman und Miller 1984). Studien von Bundy et al. (1980),
Morrier et al. (1998) und Netuschil et al. (1996) hingegen bestétigen die antimikro-
bielle Wirkung von Kupfer in Amalgamen. Ein Grund fiir die unterschiedlichen Da-
ten sind sicherlich die verschiedenen Versuchsabldufe und Analysemethoden, die eine
Vergleichbarkeit der Studienresultate erschweren. Abgesehen von grundsétzlich unter-
schiedlichen In-vivo- bzw. In-vitro-Studienmodellen bestehen auch bei der Angabe der
Plaquemenge unter den Autoren deutliche Differenzen. So wurde in einigen Studien die
Bakterienzahl als Mafk fiir die Plaquemenge angegeben, wihrend andere Autoren die
prozentuale Plaquebedeckung der Oberflache favorisierten (Wehle 2004). In der vorlie-
gende Arbeit wurde sich auf die Plaqueakkumulation (Biofilmbedeckung in %) bezogen.
Diese Methode ist gut geeignet, um allgemeine Aussagen zur Quantitit des gebildeten
Biofilms machen zu kénnen, und so indirekt die hemmende Wirkung des Kupfers auf
die Biofilmbildung beurteilen zu kénnen. Hier lassen sich signifikante, also klinisch rele-
vante, Unterschiede ausreichend darstellen. Von Vorteil ist dabei, dass alle Bestandteile
des gebildeten Biofilms beriicksichtigt werden (verschiedene Mikroorganismen, extra-
zellulire polymere Substanzen). Aussagen zur Vitalitat und Pathogenitit der Mikroor-
ganismen im Biofilm sind allerdings nicht moglich mit dieser Methode. In diesem Fall
ware die Angabe der Bakterienzahl besser geeignet gewesen. Als weiterer Grund fiir die
unterschiedlichen Ergebnisse in den oben genannten Studien wird ein variabler Kupfer-
gehalt sowie unterschiedliche Kupferionenfreisetzungen aus den Materialien diskutiert
(Jakob 2012). Dabei scheint Letzteres einen groferen Einfluss auf die antibakterielle
Wirkung zu haben. In einer Untersuchung von Hans et al. (2013) wurde ebenfalls die
Freisetzung von verschiedenen Kupferionen aus elementarem Kupfer analysiert und
auf deren antimikrobielle Eigenschaften untersucht. Es wurde festgestellt, dass bei ele-
mentarem Kupfer im wéssrigen Milieu eine vermehrte CuO-Freisetzung vorldge. In
trockener Umgebung hingegen kiime es zu einer vermehrten Cu,O-Freisetzung. Beziig-
lich der antibakteriellen Eigenschaften wurde Cu,O deutlich potenter als CuO einge-

schitzt. Die Ursache fiir die unterschiedlich starke antimikrobielle Wirkung der beiden
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Verbindungen wurden durch die zuvor entstandenen Zellwandschiden der Bakterien,
beim direkten Kontakt mit Kupfer in trockener Umgebung erklart. Dadurch kénnten
die toxischen CuyO-Ionen leichter in das Zellinnere eindringen, und dort die bakterielle
DNA schédigen. In wissriger Losung kime es zu keinem direkten Kontakt zwischen
Kupfer und Zellwand, so dass die Ionen zunéchst die Zellwand durchdringen miissten.
In einer Untersuchung von Mathews et al. (2013) wurde dieser antibakterielle Mechanis-
mus des Kupfers ebenfalls untersucht. Auch hier zeigte sich, dass zunéchst ein direkter
Kontakt der Bakterien mit der Kupferoberfliche notig sei, um einen Zellwandschaden
zu verursachen. Im Anschluss kiime es dann, durch das Eindringen der Kupfer-Ionen
in die Zellen und der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, zu einer irreversiblen Schidi-
gung der DNA und weiterer verschiedener Zellbestandteile. Es gibt weitere Studien die
ebenfalls zwischen einzelnen Kupferverbindungen unterschieden. Kupfer-I-Iodid wurde
in diesem Zusammenhang als relativ gering antibakteriell wirksames Agens beschrie-
ben (Knappwost 1953), wihrend Kupfer(IT)-Oxalat und Cuprioxyd (Kupfer(IT)-Oxid)
als deutlich effektiver befunden wurden (Jakob 2012). Die Erkenntnisse dieser Studien,
liefern eine Erklarung fiir die ausbleibende antimikrobielle Wirkung des kupferhalti-
gen Zements in der vorliegenden Untersuchung. Im kupferhaltigen Priifzement wurde
entsprechend den Herstellerangaben Kupferthiocyanat (CuSCN) verwendet. Die Ver-
wendung von elementarem Kupfer ist nicht dokumentiert. Demnach war ein direkter
Kontakt mit elementarem Kupfer auf der Oberfliche der Probekorper nicht moglich,
wodurch ein damit verbundener Zellwandschaden wahrscheinlich ausblieb. Es ist zu-
dem anzunehmen, dass die in Losung gegangenen Kupferionen nicht ausreichend in die
Zellen eindringen konnten, um intrazelluldr eine toxische Wirkung zu entwickeln. Des
Weiteren ist von einer sehr geringen Menge an Kupfer im Priifzement auszugehen. Es
werden keine genauen Mengenangaben vom Hersteller beziiglich der enthaltenen Kup-
fermenge gemacht. Allerdings werden die anderen Bestandteile des Zementpulveranteils
mit Zinkoxid 80-90%, Magnesiumoxid 5-10% und Calciumfluorid 0-5% angegeben, so
dass der Anteil des Kupferthiocyanat < 1% angenommen werden kann. Diese Annahme
wurde auch durch die Ergebnisse der durchgefiihrten EDX-Analytik in unserer Unter-
suchung bestétigt.

Abgesehen von den zwei Priifzementen bzw. dem Kupfer als Einflussfaktor auf die
Plaqueakkumulation wurden noch weitere mdogliche Einflussparater im Allgemeinen
Linearen Modell getestet. Untersucht wurden im diesem Zusammenhang das Alter und
Geschlecht der Probanden. Hier konnte in der Probandengruppe mit den ganzen Pro-
bekorpern ein signifikanter Einfluss des Geschlechts auf die Plaqueakkumulation fest-
gestellt werden. Aufserdem zeigte sich sowohl fiir die ganzen als auch die geteilten Pro-
bekdrper ein signifikanter synergistischer Einfluss des Probandenalters und -geschlechts
auf die Biofilmakkumulation, so dass bei jiingeren weiblichen Probanden allgemein ei-

ne geringere Plaquemenge vorlag. Im Gesamtkollektiv, das heift bei der Betrachtung
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aller Probekorper, lagen hingegen alle Werte der getesteten Einflussparameter ober-
halb des Signifikanzniveaus von 5%. Die Griinde fiir den signifikanten Einfluss des
Geschlechts auf die Plaqueakkumulation in der Gruppe mit den ganzen Probekorpern
zu nennen, erweist sich als schwierig. In der Literatur gibt es Publikationen, die von
einer vermehrten Plaqueakkumulation bei Mé&nnern im Vergleich zu Frauen berich-
ten (Micheelis 1991, Micheelis 1993). Als Hauptursache werden dort die schlechteren
Mundhygiene- und Erndhrungsgewohnheiten bei Mannern aufgefiithrt. Dadurch, dass
bei allen Probanden vor dem Tragen der Trégerschiene eine klinische Voruntersuchung
durchgefiihrt wurde und die Mundgesundheit mittels API und SBI bestimmt wurde,
lagen zum Untersuchungsbeginn bei allen Probanden annédhernd gleiche Ausgangsbe-
dingungen vor. Zudem erfolgte das Tragen der Schiene nur iiber einen kurzen Zeitraum
von 12 Stunden und die Probanden wurden angewiesen die Schiene zu den Mahlzeiten
zu entfernen. Daher konnen sowohl eine schlechtere Mundhygiene als auch Erndhrungs-
gewohnheiten der ménnlichen Probanden in der vorliegenden Arbeit weitestgehend aus-
geschlossen werden. Eine andere Annahme wére, dass bei Mannern grundsétzlich eine
vermehrte bzw. schnellere orale Biofilmbildung vorlége als bei Frauen. Diese Hypothese
widerspricht allerdings der Mehrzahl an Untersuchungen in der Literatur (Lukacs und
Largaespada 2006). Demnach ldge bei Frauen ein hormonell-bedingt héheres Kariesri-
siko vor als bei Ménnern. Zwar ist das Kariesrisiko nicht mit der Biofilmakkumulation
in der Mundhdhle gleichzusetzen, dennoch gibt es gemeinsame Einflussfaktoren, die
sowohl fiir die Biofilmbildung als auch das Kariesrisiko von Bedeutung sind. Dazu
gehoren beispielsweise die Speichelflussrate und -zusammensetzung. Untersuchungen
haben gezeigt, dass Frauen eine signifikant niedrigere Speichelflussrate als Manner ha-
ben (Percival et al. 1994, Eliasson et al. 2006). Da der Speichel wichtige Funktionen wie
mechanische Reinigung, das Puffern von Sduren, Remineralisation sowie antibakterielle
Eigenschaften besitzt (Ferraro und Vieira 2010), sind diese protektiven Eigenschaften
auf Grund des geringeren Speichelflusses bei Frauen herabgesetzt. In unserer Unter-
suchung wurden allerdings keine Unterschiede beziiglich der Speichelflussrate bei den
weiblichen und ménnlichen Probaden festgestellt. Auch die Zusammensetzung des Spei-
chels gerade hinsichtlich der antibakteriellen Eigenschaften ist bei Frauen anders als
bei Mannern. Eliasson et al. (2006) untersuchten die IgA-Konzentrationen im Speichel
von Méannern und Frauen und stellten bei den ménnlichen Studienteilnehmern hohere
IgA-Konzentrationen fest. Fasst man diese Erkenntnisse zusammen, so liasst sich die
Ursache fiir eine erhohte Biofilmakkumulation der ménnlichen Probanden in der Grup-
pe mit ganzen Probekorpern nicht eindeutig kldren. Da die Ergebnisse des Allgemeinen
Linearen Modells diesen Einfluss des Geschlechts weder fiir die geteilten Probekorper
noch fiir das Gesamtkollektiv bestétigten und auch die Anzahl der Probanden mit 20
relativ gering war, sollte dieser Zusammenhang nicht fehlinterpretiert werden.

Bei der Auswertung der Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung fiel auf, dass auf
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den geteilten Probekorpern im Mittel eine 7-10% hdohere Biofilmakkumulation vorlag
als auf den ganzen Probekorpern (siehe Tabelle 2). Eine Erkldrung dafiir ldsst sich
durch mogliche Unterschiede in der Oberflichenbeschaffenheit der Probekdrper geben.
Bei der Herstellung der geteilten Probekdrper wurden die zwei Priifzemente durch ein
zweizeitiges Ausgieflen und Aushérten der Silikongufsform miteinander verbunden. Bei
diesem Prozess entstand zunéchst eine Zementfuge zwischen den beiden Priifzemen-
ten, die im weiteren Verarbeitungsprozess durch das Polieren der Probekorperober-
fliche entfernt werden sollte. Ein vollstdndiges Entfernen dieser Zementfuge, um eine
gleichwertig homogene Oberfliche wie bei den ganzen Probekorpern herzustellen, ist
allerdings nicht moglich. Daher ist anzunehmen, dass die entstandene Zementfuge als
Pradilektionsstelle fiir Bakterien und Plaque fungierte, so dass in diesen Bereichen eine

vergleichsweise hohere Biofilmakkumulation gemessen wurde.

Die Ergebnisse der qualitativen Untersuchung der Biofilme auf den beiden Priifze-
menten (Konventionell/Kupfer) anhand der REM-Aufnahmen mit bis zu 12000-facher
Vergroferung wiesen beziiglich der Biofilmdichte und Morphologie keine Unterschie-
de auf. Auf allen Zementproben stellte sich der Biofilm als heterogener Belag dar, in
dem Stébchen- sowie Kokken-Bakterien und Matrixbestandteile nachgewiesen werden
konnten. Weitere Angaben hinsichtlich der verschiedenen bakteriellen Morphotypen
sowie genauere Angaben zu Biofilmdicke konnten, wie bereits schon in Abschnitt 5.1
beschrieben, auf Grund einer fehlenden Vorbehandlung der Proben nicht gemacht wer-
den. In der Literatur gibt es Publikationen, die anhand von REM-Untersuchungen
genauere Beschreibungen der Morphotypen vorgenommen haben. Steiner (2012) un-
tersuchte beispielsweise die antibakterielle Wirkung verschiedener Mundspiillésungen
(Chlorhexamed Forte® 0,2 %, Listerine®, Hexoral® und Meridol®) an in vitro ge-
wachsenen Multispeziesbiofilmen. Dafiir wurden die Testlosungen auf die auf spezi-
ellen Thermanox-Deckglaschen kultivierten Multispeziesbiofilme aufgebracht und im
Anschluss die Reduktion bzw. morphologischen Verdnderungen der Mikroorgansimen
unter dem REM dokumentiert. Die Auswertung der Biofilme auf den Trigern ergab
ein heterogenes Bild in Bezug auf deren Zusammensetzung und relative Haufigkeit der
Bakterien. Insgesamt wurde bei den mit den Mundspiillésung behandelten Biofilmen im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollbiofilmen deutlich geringere Gesamtbakterien-
mengen gemessen, wobei durch Chlorhexamed Forte® 0,2 % die deutlichste Reduktion
der Bakterienmenge festgestellt wurde. Bei dieser Studie stellte sich die Rasterelek-
tronenmikroskopie als geeignete Methode zur Darstellung der Bakterien und einzelnen
Morphotypen dar. Dabei war es auch mdglich, Deformitaten und verédnderte Oberfla-
chen der Bakterien mittels des REM zu beschreiben.

Die Ergebnisse der EDX-Analyse zeigten fiir beide Priifzemente anndhernd gleiche

elementare Zusammensetzungen. Ihre beiden Spektren wiesen deutliche ,Peaks* fiir
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Zink, Kohlenstoff, Sauerstoff und Magnesium auf. Abgesehen vom Kohlenstoff entspre-
chen diese Angaben weitestgehend denen des Herstellers (Hoffmann Dental Manufaktur
GmbH, Deutschland) (siehe Abschnitt 3.5). Dabei war der hohe Anteil an Kohlenstoff
durch die kohlenstofthaltige Tragerfolie zu erkldren. In einer Untersuchung von Prause
(2010), bei der an verschiedenen ausgewéhlten zahnirztlichen Materialien eine EDX-
Analyse durchgefiihrt wurde, waren unter anderem zwei Zinkoxid-Phosphatzemente
anderer Hersteller (Harvard Zement, Harvard Dental International GmbH, Deutsch-
land und Fleck ‘s Zement Keystone Industries, USA) untersucht worden. Ein Vergleich
der EDX-Spektren mit denen dieser Studie zeigte sehr dhnliche fiir Zinkoxid-Phosphat-
Zemente charakteristische elementare Zusammensetzungen. Bei der Analyse des Hoff-
mann s Kupfer Cement fiel jedoch auf, dass ein zu erwartender Peak fiir Kupfer im
EDX-Spektrum fehlte. Daher konnte zumindest auf dem zu untersuchenden Bereich
in der REM-Aufnahme kein Kupfer festgestellt werden. Auch das Element-Mapping
fiir Kupfer der gleichen REM-Aufnahme zeigte nur vereinzelt Partikel mit einer er-
hohten Kupferanreicherung. Schliefslich weisen diese Ergebnisse auf eine sehr geringe
Kupferanreicherung im Hofmann “s Cupfer Cement hin. Es muss allerdings beriicksich-
tigt werden, dass die untersuchten Ausschnitte der REM-Aufnahmen nur einen sehr
kleinen Teil der Gesamtprobe reprisentieren und daher deren Ergebnisse lediglich einen
Hinweis auf die tatsdchliche elementare Zusammensetzung aller Probenbereiche geben

konnen.

5.3 Schlussfolgerung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die antimikrobiellen Eigenschaften eines Kup-
feradditivs in einem dentalen Befestigungszement anhand eines realistischen in-vivo-
Biofilmmodells zu {iberpriifen. Obwohl die antibakterielle Wirkung von Kupfer in der
Literatur bereits von zahlreichen Autoren beschrieben wurde, konnten die Ergebnisse
dieser Untersuchung einen hemmenden Einfluss des Kupfers auf die bakterielle Bio-
filmbildung nicht bestétigen. Die Ergebnisse der EDX-Analytik wiesen zudem auf einen
sehr geringen Kupfergehalt im Priifzement hin. Jedoch konnten keine genauen quantita-
tiven Angaben zur Kupfermenge im Priifzement sowie eine Dosis-Wirkungs-Beziehung
gemacht werden. Des Weiteren war es nicht moglich, Aussagen zur Vitalitat der Mikro-
organismen zu machen, so dass diesbeziiglich weitere Untersuchungen folgen miissen.
Es zeigt sich jedoch bereits jetzt, dass ein -wie vom Hersteller propagierter- antimikro-
bieller Effekt nicht zu beobachten war. Deshalb erscheint die Verwendung von Kupfer

in einem Zinkoxid-Phosphatzement als nicht sinnvoll.
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6 Zusammenfassung

Die Akkumulation von dentalen Biofilmen auf der Oberfliche von Biomaterialien (Kro-
nen, Implantaten, Fiillungsmaterialien, Befestigungszementen) kann zur Bildung von
Kandidosen, Sekundéirkaries und parodontalen bzw. periimplantiren Entziindungen
fiihren und somit ihren Langzeiterfolg limitieren. Materialien mit anti-adhésiven oder
antimikrobiellen Eigenschaften kénnten das Risiko solcher Erkrankungen reduzieren
und damit die Lebensdauer zahnérztlicher Konstruktionen erhéhen. Ziel dieser Arbeit
war es, die antimikrobielle Wirkung von Kupfer in einem bereits klinisch etablierten
kupferhaltigen Zinkoxid-Phosphatzement (Hoffmann ‘s Kupfer Cement) zu iiberprii-
fen. Hierzu wurde anhand eines realistischen In-situ-Modells die mikrobielle Besiedlung
des kupferhaltigen (Hoffmann “s Kupfer Cement) mit einem konventionellen Zinkoxid-

Phosphatzement (Hoffmann “s Cement normalhéirtend) verglichen.

An dieser klinischen Studie nahmen 20 Probanden (10 Frauen und 10 Ménner, Durch-
schnittsalter 26 Jahre) teil. Das Probandenkollektiv wurde in zwei Gruppen mit jeweils
10 Probanden (5 Ménner, 5 Frauen) aufgeteilt. Eine Gruppe erhielt geteilte Probekor-
per, deren eine Hilfte aus kupferhaltigem und die andere aus konventionellem Zinkoxid-
Phosphatzement gefertigt waren. Die andere Gruppe wurde mit Probekorpern vollstén-
dig aus jeweils kupferhaltigem bzw. konventionellem Zinkphosphat-Zement versorgt.
Jeder Proband erhielt 4 Zementproben, so dass insgesamt 40 geteilte und 40 ganze Pro-
bekorper in situ waren. Als Trégersystem dienten individuell hergestellte Oberkiefer-
Tiefziehschienen, in die die Probekorper bukkal in der Pramolaren-/Molarenregion in-
tegriert wurden. Die Tragedauer betrug 12 Stunden. Die Zementproben wurden mit
dem Rasterelektronenmikroskop untersucht und die prozentuale Biofilmakkumulation
auf der Probekorperoberfliche mit der Bildverarbeitungssoftware ImageJ 1.48 (Na-
tional Institutes of Health, Maryland, USA) vermessen. Des Weiteren wurde anhand
einer EDX-Analytik die elementare Zusammensetzung beider Priifzemente untersucht.
Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels eines Allgemeinen Linearen
Modells, in dem abgesehen von der Zementart auch das das Alter und Geschlecht der

Probanden als mogliche Einflussfaktoren auf die Biofilmakkumulation getestet wurden.

In der vorliegenden Untersuchung waren die Oberflichen der Probekérper im Mittel
zwischen 35-55% mit Biofilm bedeckt. Beziiglich der Biofilmakkumulation konnte so-

wohl in der Gruppe mit den ganzen als auch den geteilten Probekdrpern kein signifikan-
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ter Unterschied zwischen den beiden Priifzementen festgestellt werden. Das Alter und
Geschlecht der Probanden schien jedoch einen signifikanten Einfluss auf die Biofilm-
akkumulation zu haben, so dass bei jiingeren weiblichen Probanden unabhingig vom
Priifzement die niedrigste Plaqueakkumulation gemessen wurde. Die EDX-Spektren der
beiden Priifzemente zeigten im festen Zementanteil die fiir Zinkoxid-Phosphatzement
typischen Hauptelemente Zink, Sauerstoff und Magnesium. Ein zu erwartender Kupfe-
ranteil konnte anhand der EDX-Spektren in keinem der Priifzemente ausreichend nach-
gewiesen werden. Fasst man die Ergebnisse dieser klinischen Untersuchung zusammen,
so konnte die antimikrobielle Wirkung von Kupfers in einem Zinkoxid-Phosphatzement

nicht bestatigt werden.
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