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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es das Ausmal’ der Biofilmbildueuf einem Kompositmaterial, dem ein
antibakterieller Wirkstoff auf Bispyridiniumbasi©¢tenidindinydrochlorid) zugesetzt war,
unter oralen Bedingungen zu testen. Es wurde urdetsob und in welchem Umfang die
Adharenz der Bakterien und die anschliel3ende Bibiidung durch das Antiseptikum beein-

flusst werden.

Hierzu wurden von 6 gesunden Probanden individ@herkiefertrageschienen, bestiickt mit
Prufkdrpern aus dem antiseptisch angereichertenpésitmaterial (n=192), tber einen Zeit-
raum von 3 und 7 Tagen getragen. Die Octenidin Kotration der Prifkérper betrug 3%
und 6%. Analog dazu wurden Kontrollprifkorper (r6) ®hne antiseptisch wirkenden Zusatz
getragen. Um zu untersuchen, ob die Oberflachergkeih des Komposits einen Einflul3 auf
die Biofilmbildung hat, wurde ein Teil der zu Vegiing gestellten Prufkdrper poliert, der

andere Teil der Proben verblieb im unpolierten Zndt

Weiterhin wurde ein Teil der polierten und unpdber Prifkorper vor der intraoralen Exposi-
tion in einem Thermocycler einem kinstlichen Altegsprozel3 unterzogen. Es sollte analy-
siert werden, ob Alterung und Auslaugungsphanonumen-situ-Biofilmbildung beeinflus-
sen. Die Biofilmbildung wurde mittels Rasterelekieomikroskopie (REM) und die Vitalitat

der Mikroorganismen mittels Fluoreszensmikrosk¢pid) analysiert.

Bei der elektronenmikroskopischen Auswertung walr gen mit Octenidindihydrochlorid
angereicherten Prufkdrpern, sowohl nach 3 als aach 7 Tagen intraoraler Exposition, im
Vergleich zu den Kontrollprifkérpern ohne antiseghien Zusatz eine deutliche Reduktion

der Biofilmbildung zu verzeichnen.

Die fluoreszensmikroskopische Auswertung zeigte éeduktion der Vitalitat der Mikroor-

ganismen fur beide Konzentrationen des Antisept&um

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass dieicherung der Kompositprifkorper mit

Octenidindihydrochlorid eine hemmende Wirkung aefid-situ Biofilmbildung ausibt.
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1.2 Abstract

The aim of this study was to investigate in sitafibin formation on an experimental resin
composite containing the antimicrobial additiveemitiinedihydrochlorid under oral condi-

tions.

We analysed whether there is an influence on theratice of bacteria and the following bio-
film formation. Six healthy volunteers were invallveThey received individually produced
intraoral splints containing the specimens (n= 1®&h octenidinedihydrochlorid in a con-
centration of 3% and 6% . Analogous specimens witlize antimicrobial additive served as
control (n= 96). The splints were exposed in tha oavity for a period of three and seven
days. One part of the resin composite specimenspoblshed, the other part of the resin
composite specimens remained unpolished in ord@éndoout if biofilm formation is affected
by the surface quality of the composite.

Furthermore, another part of the polished and raistped specimens was thermocycled be-
fore oral exposure to observe, if an aging andaiytrocess compromised the in situ biofilm

formation. In situ biofilm formation was evaluatbgt scanning electron microscopy (SEM)

and biofilm viability was assessed by fluorescemeeroscopy (FM).

SEM analysis showed a significant reduction of imoformation on the specimens enriched
with the antimicrobial additive after three and eevays of intraoral exposure in comparison

to the control group.

FM evaluation evidenced a decrease of microorgamisiability for both concentrations of
octenidinedihydrochlorid.

In summary we could realize, that enrichement oegperimental resin composite with the
antibacterial additive octenidindihydrochlorid had inhibiting effect on in situ biofilm for-

mation.
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2 Einleitung
2.1 Der Biofilm

2.1.1 Bedeutung und Problematik von Biofilmen

Der Gedanke, dass Bakterien vorzugsweise Oberftablegrachsen, kam bereits sehr frih

auf.

Im Jahre 1675 beschrieb Antoni van Leeuwenhoek/k81a1979; Christersson et al., 1991;
He et al., 2009) bei mikroskopischen Untersuchurgesammliungen von kleinsten Lebewe-
sen in der menschlichen dentalen Plaque. Mit Hifses selbst entwickelten Mikroskops
konnte er als erster Bakterien beobachten. Er belgté mit seiner Beschreibung von Bazil-
len, Kokken und Spirillen das Gebiet der Baktemido aus der spater die Mikrobiologie her-

vorgegangen ist.

In den 1930er Jahren untersuchte Claude E. ZoBebd]l, 1943) mikroskopisch naturlich
vorkommendes Meerwasser, welches er in sterilesflaichen sammelte. Er stellte fest, dass

viele Bakterien des Meerwassers vorzugsweise geuan eine Oberflache wachsen.

Im Laufe der Geschichte haben Mikrobiologen herafisglen, dass Bakterien, nachdem sie
sich an eine Oberflache angelagert haben, versamaetly wachsen und eine Biofilmbildung
einleiten. Bereits im Jahre 1964 untersuchten Rilpthell und Kevin Marshall (Marshall et
al., 1971) die ersten Stadien der Biofilmbildungemen Bakterienkulturen. Sie konnten zwi-
schen einer reversiblen Anhaftung von BakterienOdrerflachen und einer nachfolgenden
irreversiblen Bindung unterscheiden. Diese irrepdesBindung ist ein sehr entscheidender
Schritt, denn er macht das erste Stadium der Bibfildung aus (Costerton, 1999).

Dieses Phanomen der Adhéasion von Mikroorganismedlkarflachen jeglicher Art mit nach-

folgender Bildung eines Biofilmes ist allgegenwgifHannig und Hannig, 2009).

Mikrobielle Biofilme sind ubiquitar. Es existierelne Oberflache, welche nicht von Mikro-
organismen besiedelt wird. Sie kbnnen an allenrAiten Phasengrenzen entstehen, wenn
gewisse Voraussetzungen erfillt sind. Dazu gehémerieuchtes Milieu, das Vorhandensein
einer Grenzflache, die Anwesenheit von Mikroorgar@e und eine Nahrstoffquelle. Da diese
Bedingungen vielerorts erfullt sind, nimmt der Bhof nicht nur in der Medizin eine bedeu-
tende Rolle ein, sondern auch in Bereichen wieltlaweltbiologie und in technischen Sys-
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temen (Costerton et al., 1978; Donlan et al., 20@&hnig et al., 2007; Hall-Stoodley et al.,
2004; Costerton et al., 1987).

Die Biofilmbildung kann sich in vielen Bereichersaehr nitzlich erweisen, wie z.B. in der
Abwassertechnik, der biologischen Abfallbeseitigurtigr der Bodensanierung, wo entspre-
chende Mikroorganismen eingesetzt werden, um Bathewistoffe zu zersetzen (Bouwer et
al., 1993; Mac Donald et al., 1993; Marjaka et2003; Hori et al., 2001; Hori et al., 2010).

Fast Gberall wo Biofilme entstehen, kbnnen sie alobeh unerwiinschte oder sogar schadliche
Auswirkung haben. Sie werden als Ursache fur diestehung zahlreicher Probleme und
Schaden verantwortlich gemacht, wie fur die Verumgeing von Trinkwassersystemen, Bio-
korrosion, Biofouling, Kontamination von Lebensreitt, Besiedelung von Schlauchsystemen
zahnarztlicher Behandlungseinheiten, um nur eiligispiele zu nennen (van der Wende et
al., 1989; Peyton et al., 1995; Aulicino et al.p20Flemming et al., 1996; Videla et al., 1992;
Olsen et al.,1949; Gouidera et al., 2009; Flemm2@§)2; Walker et al., 2000; Kumar et al.,
2010; Spratt et al., 2004).

Aus medizinischer Sicht stellen Biofilme eine grdBerausforderung dar. Da sie auch an
Oberflachen von Fremdmaterialien wie z.B. NahtmakeKathetern, Implantaten, Operati-
onsbestecken, Endoskopen oder Herzschrittmachefinden sind, die in den Kérper einge-
bracht bzw. mit ihm in unmittelbaren Kontakt gelhtawerden, geht von ihnen die Entste-

hung zahlreicher Infektionen aus.

Man hat herausgefunden, dass Bakterien, die sickirem Biofilm organisiert haben eine
aul3erordentlich hohe Resistenz gegen antibakee@elbstanzen aufweisen. Diese Erkenntnis
ist von grof3er Bedeutung und wird mittlerweile dis Hauptursache fiir eine Reihe von nur
unzureichend zu behandelnden chronischen Infekii@mgesehen. Dazu gehdren beispiels-
weise die Endokarditis, die zystischen Fibrose,@kteonekrose oder Osteomyelitis (Coster-
ton et al., 1999; Sedghizadeh et al., 2008; Lawderdt al., 2009; Edmiston et al., 2006;
Brady et al., 2008; Sawhney et al., 2009; Scheld.e1978; Costerton, 2005).

So tritt nattrlich auch bei der Verwendung dent&estaurationsmaterialien immer wieder
eine bakterielle Besiedelung auf, die aus zahnnmmadcher Sicht ihre Probleme mit sich
bringt. Folglich wird im Bereich der Zahnmedizirhso sehr lange Forschungsarbeit geleis-
tet, um mehr Gber das Phanomen der Biofiimbilduagihszufinden. In der Mundhdhle wer-

den die bakteriellen Biofilme auch als Plaque bgreet. Die Plaque stellt mikrobiologisch
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einen komplex aufgebauten bakteriellen Biofilm @afilson et al., 1996; Lillemark et al.,
1997; Thrower et al., 1997; Embleton et al., 18®&dshaw et al., 1999; Marsh, 1999).

Dieser Biofilm wird als einer der Hauptfaktoren fiie Entstehung von Karies und Parodonti-
tis angesehen, den haufigsten InfektionskrankhelieenMenschen (Bowden, 1990; Loesche,
1982; Loesche, 1986; Moore et al., 1983; Marsh62@uggenheim, 1974; Liliemark et al.,
1996; Appelbaum et al., 1979; Scheie, 1994). Dabsteht u.a. von zahnmedizinischer Seite
her ein grof3es Interesse an der Erforschung variegften Mitteln zur Biofilmentfernung, -
zerstorung bzw. zur Vermeidung ihrer Entstehungréal993; Verkaik et al., 2010).

Uber die konventionellen MundhygienemafRnahmen Isirggiot es vielfaltige Methoden, um
Einflu’ auf den dentalen Biofilm zu nehmen. Neben 8iofilmentfernung von Zahnoberfla-
chen durch mechanische Reinigung, spielt der Eiresatimikrobieller Substanzen eine wich-
tige Rolle. Diese kénnen Zahnpasten oder Mund@suitigen zugesetzt sein (Carter et al.,
2001; Marsh, 1993; Wilson, 1996; Emilson, 1994;0mmer et al., 1997).

Eine weitere Option lage in der Anreicherung demt&destaurationsmaterialien und Prothe-
senwerkstoffe mit antiseptisch wirksamen Substan&érzu gibt es bereits zahlreiche Stu-
dien, jedoch handelt es sich bislang noch um experanentelle Mdéglichkeit der Biofilm-

kontrolle.

2.1.2 Definition und Entstehung oraler Biofilme

Allgemein kann man Biofilme als Bakterienpopulaganeingebettet in eine selbst produzier-
te extrazellulare Matrix polymerer Molektile, de&ren (Costerton et al., 1994).

Biofilme stellen sehr heterogene Systeme dar uridenehinsichtlich ihrer Struktur und Zu-
sammensetzung eine grol3e Variabilitdt auf. Siechest aus bakteriellen Mikrokolonien, die
meistens aus zahlreichen unterschiedlichen Baktgezies zusammengesetzt sind (Coster-
ton et al., 1999; Cate, 2006). Die einzelnen Kaanweisen ein charakteristisches Aussehen
auf. Sie imponieren als turmartige oder pilzformigebilde (Stoodley et al., 1999; Costerton
et al., 1994; Costerton, 1995). Neben Mikroorgamisrhestehen Biofilme hauptsachlich aus
Wasser, welches mit den extrazellularen polymerebstanzen eine schleimartige Matrix
bildet. Zwischen den zahllosen bakteriellen Enkitaeestreckt sich ein Netzwerk winziger
Kanalchen. Diese Kanélchen gewahrleisten den Asstaund Transport von N&hrstoffen
und Stoffwechselprodukten (Stoodley et al., 1993tkar-Nielsen et al., 2000).

-5-
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Die Komplexitat der Biofilmstruktur und des Stoffevesels fuhrt dazu, sie mit Geweben ho-

herer Organismen zu vergleichen (Costerton e1884; Costerton et al., 1999).

Im Verbund des Biofilms zu leben, ist fir Mikroorgemen mit zahlreichen 6kologischen
Vorteilen verbunden. Im Gegensatz zu Bakterienlamitonischer Lebensform, welche No-
xen unmittelbar ausgesetzt sind, stellt der Biofiime schiitzende Gemeinschaft dar. AuRerer
Stress wie Substratmangel, die Exposition von ttda Substanzen (z.B. Antibiotika) oder
extreme pH-Schwankungen kénnen besser abgefangedenv@Vatnik et al., 2000; Mabrouk
et al., 2010; Carlsson 1997). Die Matrix verleiehdviikroorganismen eine gewisse mechani-
sche Stabilitdt und bietet ihnen die Mdglichkemasgetische Wechselwirkungen aufzubauen.
Dartber hinaus findet neben einem gegenseitigera@tausch auch eine Verstandigung
durch spezielle Signalmolekile untereinander skatses Phanomen des interzellularen In-

formationsaustausches bezeichnet man als Quorusingen

Auf diese Weise stellen Biofilme kleine leistundstie Okosysteme dar, welche auf Umwelt-
reize reagieren konnen (Chalmers et al., 2008;rdaan et al., 2008; Kolenbrander et al.,
2002; Sedgley et al., 2008; Hojo et al., 2009).

Bei der Entwicklung eines reifen Biofilms handedtsgch um ein sehr komplexes Phanomen.
Die Biofilmbildung stellt einen dynamisch ablaufemdProzess dar, gekennzeichnet durch
eine stetige Reorganisation der bakteriellen Miktokien. Eine Schlisselfunktion bei der
Besiedelung intraoraler Oberflachen nimmt Biellikelschicht ein. Sie ist fur die bakteriel-
le Adharenz von grofRer Bedeutung. Auf einer griahdijereinigten Zahnoberflache bildet
sich schon wenige Sekunden nach Speichelkontaktirestrukturierter azellularer Film, das
sog. exogene Zahnoberhautchen bzw. die exogenkdPdih erster Linie besteht die Pellikel
aus Proteinen des Speichels, sog. Glycoproteimemes prolinreichen Proteinen, Serumpro-
teinen, Enzymen sowie Immunglobulinen. Da diesadiie eine Eigenladung besitzen, kann
eine elektrostatische Bindung an die Phosphat- Kaldiumgruppen der Zahnhartsubstanz
ermdglicht werden. Dieser so entstandene Film fiabreiner Anderung der Oberflachenla-
dung, was wiederum dazu fuhrt, dass Mikroorganisméndieser Pellikel in Wechselwir-
kung treten. Zu den bedeutendsten Fruhbesiedldnterzdgrampositive Streptokokken (S.
sanguis, S. mutans) und Aktinomyceten (v.a. A.o88s und A. naeslundii), die durch bakte-
rielle Oberflachenmolekile mit der dentalen Pellikéeragieren und an diese binden (Rosan
et al., 1982; Rosan et al., 1982; Lillemark et E97).

Nach dieser initialen Besiedelung findet im weitekéerlauf ein Plaguewachstum durch eine
Vermehrung der bereits angehafteten Bakterien uadAdhasion und Vermehrung neuer
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bakterieller Spezies statt. Dazu gehdren gramneg&akterien wie Fusobacterium nuclea-
tum, Prevotella intermedia und Capnocytophaga, wilsbesondere die Fusobakterienarten
eine bedeutende Rolle beim Plaguewachstum habem histaherausgefunden, dass Fusobak-
terien die Fahigkeit besitzen, an samtlichen bidiekannten oralen Mikroorganismen Uber
Koaggregation zu binden. (Unter Koaggregation eétsman die Haftung genetisch unter-
schiedlicher Bakterienarten. Koadhasion bedeutetHhiftung genetisch identischer Bakte-

rienarten.)

Nach ungefahr einer Woche sind weitere gramneg&alkaerien in der Plaque prasent. Dazu
gehdren Porphyromonas gingivalis, Campylobacteusedikenella corrodens, Actinobacil-

lus actinomycetem comitans und Spirochaten wie EtBponema denticola.
Nach einem Zeitintervall von 10-14 Tagen ist dexgRkebiofilm ausgereift.

Schwache elektrostatische Anziehungskrafte sorgeerst dafiir, dass die Bakterien auf der
Zahnoberflache gehalten werden. Eine irreversibiibeftung wird durch spezifische stereo-
chemische Wechselwirkungen erreicht. Dabei haneelsich um Wechselwirkungen zwi-
schen Rezeptoren der Pellikel und spezifischen iigdmolektlen, den Adhasinen, auf der

mikrobiellen Zelloberflache (Bowden et al., 1998).

Koaggregations- und Koadhéasionsprozesse weiterkrotiganismen an bereits angeheftete
Zellen fuhren zu einem konfluenten Wachstum undief@lich zur Ausbildung eines Biofilms
(Kolenbrander, 2000; Stickler, 1999).

Welil sich die Bakterien von einer Oberflache odaem Biofilm zuriick in die planktonische
Phase ablésen kdnnen, ist eine Besiedelung ne@ehdfi moglich (Marsh et al., 2003; Hell-
wig et al., 2007).

Biofilme bilden sich in allen Bereichen der Mundl&Hm Allgemeinen herrscht ein Gleich-
gewicht zwischen Wirt und Biofilm, jedoch kann einekontrollierte Akkumulation dieses
Gleichgewicht stéren und Erkrankungen wie z.B. @Giiig, Parodontitis, Karies, Periimplan-

titis verursachen.
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2.1.3 Beeinflussung der Biofilmbildung durch demd4#tz von Res-

taurationsmaterialien mit antibakteriell wirkendeéomponenten

Mikroskopische Untersuchungen an Zahnen zeigtess dich Bakterien zuerst bevorzugt in
Grubchen, Fissuren oder Oberflachendefekten, wielsich Abrasion entstehen kénnen, an-
lagern (Nyvad et al., 1987). Solche unebenen, radtischen bieten u.a. Schutz vor Scher-
kraften und geben den Mikroorganismen so mehr ideftontakt miteinander zu treten. Dar-

aus resultiert ein schnelleres Bakterienwachstutrderi Ausbildung einer reiferen und auch

somit pathogeneren Plaque.
Folglich sind auch dentale Restaurationsmaterialender Besiedelung betroffen.

Bedingt durch die Oberflachenmorphologie des vede&n Materials, vollzieht sich die
Plagueanlagerung unterschiedlich stark und sch8ellneigen Materialien mit einer rauhen
Oberflache und hoher freier Oberflachenenergietatkarer zu Belagsbildung (Quirynen et
al., 1990; Quirynen et al., 1994; Quirynen etH95; Carlehn et al., 2001).

Hahn et al. (1993) konnten zeigen, dass Keramikifgignt weniger zur Plaqueanlagerung
neigt als Schmelz oder Komposit. Dies ist auf V@estene Faktoren, wie die freie Oberfla-

chenenergie und materialspezifische Eigenschafigickzufihren (Hahn et al., 1993).

Auschill et al. (2002) untersuchten den Effekt dést Restaurationsmaterialien auf den den-
talen Biofilm in vivo. Bei den verwendeten Mateigal handelte es sich um Gold, Amalgam,
Keramik, Komposit, Kompomer und Glasionomerzem@tie genannten Materialien erhiel-
ten eine gleiche Oberflachenbearbeitung. Danacldevdas Biofiimwachstum analysiert und
verglichen. Sie kamen zu der Erkenntnis, dass ngitgsikalischen Parametern wie der
Oberflachenrauhigkeit auch die chemische Zusamnmnsg des Materials eine entschei-
dende Rolle spielt. So setzen Amalgame lonen dliei,Bakterien abtoten. Glasionomerze-
mente sind dafir bekannt Fluoridionen freizusetoim das Wachstum und die Vitalitat sich
anlagernder Bakterien beeinflussen. Dariiber higéases Daten, dass auch Gold mit Bakte-
rien interagiert (Aughtun et al., 1988; Auschillatt, 2002).

In einer Studie von Beyth et al. (2008) wurde wsueht, ob eine Interaktion zwischen Bak-
terien- und Kompositoberflache zu einer Anderung @eerflachentopographie fiihrt. Sie
konnten in lhrer Arbeit nachweisen, dass Streptou®anutans einen Anstieg der Oberfla-
chenrauhigkeit induziert, welche wiederum die Aelaong von Bakterien begunstigt (Beyth
et al., 2008).
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Die Kontrolle der Biofilmbildung stellt eine dauafte alltagliche Herausforderung dar. Ne-
ben den konventionellen MundhygienemalRnahmen whamscher Reinigung, die im We-

sentlichen von der Mitarbeit und dem Geschick darelaten abhangt, und dem Einsatz anti-
bakterieller Stoffe, besteht ein gesteigertes &#®e in der Entwicklung plagueabweisender

Dentalwerkstoffe bzw. mit antiseptisch wirksamereAgien angereicherten Werkstoffen.

Auf diese Weise hatte man eine neue Moglichked,RBlofilmbildung zu reduzieren bzw. zu
hemmen. Die daraus resultierenden Folgen wie Ka@ewivitis, Parodontitis kbnnten posi-

tiv beeinflul3t werden. Ideal ware sicherlich eiseierhafte Inhibition der Plaquebildung.

Es gibt bereits eine Vielzahl von Studien, in dedentale Werkstoffe, welchen antibakteriel-

le Agenzien zugesetzt sind, untersucht wurden.

So untersuchten Pinheiro et al. (2005) die antdraidte Aktivitat von Glasionomerzementen,
denen verschiedene Antibiotika zugesetzt wurderBenug auf Mikroorganismen karioser
Lasionen. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass Glasienzement angereichert mit 1% Metro-
nidazol, 1% Ciprofloxacin und 1% Cefaclor zu eisgnifikant hoheren Reduktion von Bak-
terien im infizierten Dentin fuhrt, im Vergleich Zonventionellem Glasionomerzement. Es

resultierte eine durchschnittliche Reduktionsrate 98,65% aller lebensfahigen Bakterien.

Eine Studie von Beyth et al. (2006) beschaftigtd snit der antibakteriellen Wirksamkeit
eines Komposits in Kombination mit 1% quatdaren Amimm-Polyethylenimin-
Nanopartikeln (PEI) auf die 4 Stunden Biofilmbilduim vivo. Die Analyse der intraoral ge-
tragenen Prufkorper zeigte eine signifikante Reiduktler lebenden Bakterien im Biofilm um
mehr als 50%. Interessanterweise kam es jedocln dierc Zusatz der Nanopartikel zu keiner
Reduktion der Biofilmdicke. Rasterelektronenmikrogische Analysen der Prifkorper zeig-
ten Unterschiede in der Biofilmstruktur. Im Vergleizu den Kontrollprufkérpern mit einem
etablierten Biofilm und zahlreichen Bakterien waresi dem experimentell hergestellten

Komposit nur wenige Bakterienzellen mit einer kiaMembran zu erkennen.

Langhorst et al. (2009) untersuchten die Wirksatndigies experimentell hergestellten Kom-
posits angereichert mit amorphem Kalziumphosphatinblick auf den Remineralisierungs-
effekt auf oberflachliche Schmelzlasionen ahnlieneh einer frihen Karies in vitro. Zu Ver-
gleichszwecken blieb ein Teil der kinstlich herghitgn Lasionen unbehandelt, ein Teil wur-
de mit dem experimentellen Komposit behandelt undaveiterer Teil mit einem gebrauchli-
chen Fluor freisetzenden Zement. Bei den oberfiéfobh Schmelzlasionen, welche mit dem

experimentellen Kunststoff behandelt wurden, waedrRemineralisierung von 14% zu ver-
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zeichnen. Der Fluor freisetzende Zement erreichiteanen Remineralisierungseffekt von
4%. Im Vergleich dazu wiesen die unbehandelten Kdiptifkdrper eine Demineralisierung
von 55% auf.

Auch Moreau et al. (2011) beobachteten fur ein expntell hergestelltes Komposit mit
amorphem Kalziumphosphat ph-neutralisierende Ejeften und eine moderate antibakte-

rielle Wirkung gegen Streptococcus mutans.

Jedoch gibt es bisher noch keinen Werkstoff, dereachende biofilmreduzierende bzw. mik-
robiozide Eigenschaften aufweist und fiir den peengen Einsatz in der Mundhdhle geeig-

net ist.

Die lokale Fluoridierung ist eine gangige Method® &ntstehung von Karies entgegen zu
wirken. Der antikariogene Effekt von mit Fluor angieherten Restaurationsmaterialien wur-
de in zahlreichen Studien belegt (Dionysopoulosl.e®2003; Zimmermann et al., 1984; Cate,
1999; Kotsanos, 2001; Yaman et al., 2004; Lennah. 2007).

So sind Glasionomerzemente schon sehr lange inra&inSurch die Freisetzung von Fluori-
dionen, die das Wachstum und die Vitalitat sicragatnder Bakterien beeinflussen, besitzen
sie eine gewisse Karies protektive Wirkung. Diesekihg bleibt auch nach Aushartung des
Materials noch bestehen. Der Werkstoff ist zudeokdninpatibel und die Werkstoffeigen-

schaften werden durch die antibakterielle Subsiietzt modifiziert.

Ein wesentlicher Nachteil der Glasionomerzementadbe jedoch darin, dass sie aufgrund
ihrer Werkstoffeigenschaften nicht in kaubelasteRagionen eingesetzt werden kdnnen
(Zimmermann et al., 1984; Smales et al., 2000al#dtal., 2002; Dionysopoulos et al., 2003;
Rodrigues et al., 2005).

Weiterhin hat sich der Einsatz antiseptischer Mpitdésungen wie z.B. Chlorhexidin, Spul-
l6sungen auf Basis von Octenidin oder Amin-/Zinafidhaltige Mundspullésungen zur Pra-

vention oraler Infektionen als effektive MaRnahmeiesen.

In einer Pilotstudie von Frencken et al. wurde al@rbakterielle Effekt von mit Chlorhexidin
angereichertem Glasionomerzement im Vergleich zaovéntionellem Glasionomerzement
getestet. Es stellte sich heraus, dass der mitri@alin angereicherte Glasionomerzement
einen starkeren Effekt in Bezug auf die Reduktion Wikroorganismen hat als herkémmli-

cher Glasionomerzement (Frencken et al., 2007jd,rkD11).
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Analog dazu konnte auch eine antibakterielle Witkuon Kompositen in Kombination mit

Chlorhexidin nachgewiesen werden (Jedrychowski.£1883; Leung et al., 2005).

Jedoch hélt dieser anfangs starke antibakteridfekEnicht sehr lange an, ein Nachteil, der

sich aus der Freisetzung des antibakteriellen Zasargibt (Ribeiro et al., 1991).

Ein weiteres Problem, welches durch die Zugabe atebakteriellen Agens Chlorhexidin
entsteht, ist die negative Beeintrachtigung der haeischen Eigenschaften des dentalen
Werkstoffes (Addy et al., 1981).

Daneben kommen auch Antibiotika wie Vancomycin ollietronidazol als antimikrobielle
Zuséatze in Frage. Aber auch hier kommt es zur Beantigung der Werkstoffeigenschaften
und einer nur kurzen und begrenzten antimikrolmeWarkung (Kudou et al., 2000; Pinheiro
et al., 2005).

Imazato et al. (1995) beschéftigten sich in ihreud®n mit einem neuen, antibakteriell wir-
kenden Monomer, MDPB (12-methacryloyloxydodecylgyrium bromid). Dabei handelt es
sich um ein polymerisierbares Bakterizid, welchesem®m Komposit zugesetzt wird. MDPB
kam bereits erfolgreich in einem Adhasivsystem Zinmsatz. Die Wirkung beruht auf einer
sogenannten Kontaktinhibition, durch welche das Ngaon von Bakterien behindert wird.
Die positiv geladenen Pyridiniumgruppen des MDPBrAgimers lagern sich an die negativ
geladenen Bakterienzellwande an. Dadurch kommtuesrem Ungleichgewicht der elektri-
schen Ladungen, was eine Zerstérung der Zellwandsoemit eine Bakteriolyse zur Folge
hat. Es ist jedoch notwendig noch weitere Untersagkn durchzufiihren, um das Monomer
effektiv einzusetzen (lzutani et al., 2011; Imazeattal., 1994; Imazato et al., 1995; Imazato et
al., 2003; Imazato et al., 2009; Ebi et al., 2001).

lzutani et al. (2011) konnten ebenfalls eine staak@ibakterielle Wirkung des Monomers
MDPB auf die Lebensfahigkeit und den Stoffwechsah Btreptococcus mutans feststellen.
Das antibakterielle Monomer MDPB wirkt im unpolynséerten Zustand stark bakterizid.
Die Autoren dieser Studie konnten nachweisen, désdrige Konzentrationen von MDPB
einen hemmenden Effekt auf die Stoffwechselfunktronm Streptococcus mutans austben.
Hoch konzentriertes MDPB hingegen hat die Fahigkanerhalb von kirzester Dauer Strep-

tococcus mutans sowohl in planktonischer Form adh am Biofilm abzuttten.

Giammanco et al. (2009) kamen zu ahnlichen ErgsbnisZiel ihrer Studie war es den anti-
bakteriellen Effekt eines MDPB-haltigen Schmelzéniinadhasivs in Bezug auf Enterococ-
cus faecalis zu testen. Auch sie konnten einekestaantibakteriellen Effekt, der auf Kontak-
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tinhibition beruht, aufzeigen. In einer weiterenvitro-Untersuchung von Thome et al.
(2009) galt es herauszufinden, ob es durch die Adweg von einem MDPB haltigen Kom-
posit zu einer Beeintrachtigung kiinstlich hergdtstekarioser Lasionen kommt. Verglichen
wurden unter anderem ein MDPB-haltiges Komposit eird konventionelles Komposit in
Kombination mit einem MDPB-haltigen und MDPB-frei@dhasivsystem, sowie ein Glasio-
nomerzement. Das MDPB-haltige Komposit hemmte 8lgmt die Progression der kariésen
Lasionen verglichen mit dem konventionellen Kompasiabhéngig vom verwendeten Adha-
sivsystem. Vergleichbare Daten zeigten sich bei derwendeten Glasionomerzement. Den-
noch ist das MDPB-haltige Komposit in seinen meddren Eigenschaften und seiner anti-

bakteriellen Wirkung dem Glasionomerzement tberlege

In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dasshdden Zusatz von Metallionen gute Re-

sultate bzgl. der antibakteriellen Aktivitat ertiglerden konnten.

Yoshida et al. (1999) untersuchten in vitro Kompssdenen sie die silberhaltigen Materia-
lien Novaron und Amenitop zusetzten, auf ihre akibriellen Eigenschaften, mechanischen
Eigenschaften und die Abgabe von Silberionen. Béid¢erialien erwiesen sich als erfolg-
reich im Hinblick auf ihre antibakterielle Eigensthgegen Streptococcus mutans. Es konnte
eine antibakterielle Wirksamkeit von bis zu 6 Mamafestgestellt werden. Weiterhin kam es
zu einer nicht nennenswerten Freisetzung von Silben bei beiden Materialien. Die Werk-
stoffeigenschaften des amenitophaltigen Komposwsesen sich im Vergleich zu dem Kon-
trollkomposit und dem novaronhaltigen Kompositd@gsitlich schlechter. Hingegen waren bei
dem Novaron haltigen Komposit keine signifikantegrdderungen verglichen mit dem Kon-

trollkomposit zu beobachten.

Oppermann et al. (1980) kamen in ihrer In-vitrogdituzu vergleichbaren Ergebnissen. Sie
beschaftigten sich mit dem Effekt von fluor- unahti fluorhaltigen Kupfer-, Silber- und
Zinnsalzen auf den Sauregehalt in der dentalenuBlagur Silber- und Kupfersalze gab es
keinen signifikanten Unterschied in ihrer hemmenéirkung bzgl. der Séaureproduktion in
der Plaque. Diese Salze erwiesen sich als dewfiektiver als fluoridhaltige Zinnsalze oder
Natriumfluorid. Bei allen getesteten Metallen wuelae Anreicherung von Kationen in der

Plague beobachtet.

Yamamoto et al. (1996) konnten ebenfalls in vitireeeantibakterielle Wirkung gegen Strep-
tokokken fur den in Komposit enthaltenen Filler Si@ngereichert mit Silberionen, nach-

weisen.
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Die Ergebnisse sprechen daflr, dass der antibakéeEffekt durch die Abgabe von Silberio-

nen zustande kommt.

Silber wird bereits seit langerer Zeit als antinlidelle Substanz in der Medizin eingesetzt.
So werden z.B. Katheter und Kanilen damit ausgadédeDa es auch sehr effektiv gegen pa-
rodontale Bakterien und Streptokokken wirksaml#gy,es nahe, silberhaltige Zusétze in den-
tale Werkstoffe zu inkorporieren (Yoshida et a@99, Burgers et al., 2009; Spacciapoli et al.,
2001; Kassaee et al., 2008).

Der Wirkmechanismus beruht auf der Absorption dése& durch Proteine und Polysaccha-
ride der Bakterienzellen und der hohen Affinitat, deren DNA zu binden. Dies wiederum

beglnstigt eine Hemmung des Bakterienwachstums.

Leider ist auch hier dieser antibakterielle Effekir von kurzer Dauer (Modak et al., 1973;
Fang et al., 2006; Yamamoto et al., 1996).

Als noch effektiver stellte sich der Einsatz vomiNpartikeln heraus.

So wurde z.B. gezeigt, dass ZnO-Nanopartikel eaitdnes und hoheres Wirkspektrum als
regulares ZnO aufweisen (Jones et al., 2008; Seatirat., 2010; Zhou et al.,2008; Allaker,
2010). Hernandez et al. (2008) beschaftigten sickimer In-vitro-Studie mit bakteriostati-
schen und bakteriziden Effekten von Silber-, Zinkexund Goldnanopartikeln auf Strep-
tococcus mutans Stamme. Sie konnten einen deutbitieren antimikrobiellen Effekt von
schon geringen Konzentrationen an Silbernanopéamtike Vergleich zu den Zinkoxid- und
Goldnanopartikeln nachweisen. Cheng et al. (20h®&)rauchten ein experimentell hergestell-
tes Komposit angereichert mit Kalziumphosphatnaridqgdn und quatdrem Ammoniumdi-
methacrylat. Sie konnten gute antibakterielle Biedrzielen. In einer weiterfiihrenden Studie
(Cheng et al., 2012) erganzten sie das Komposituma weitere Komponente. Sie flgten
Silbernanopartikel hinzu. Diese Kombination erwgssh als noch effektiver gegen Strep-

tococcus mutans.

Da es sich bei vielen dieser Studien um In-vitrasviehe handelt, sind noch weitere Unter-
suchungen durchzufihren, um diese Materialien atéaguter In-vivo-Bedingungen einzu-

setzen.

Es lassen sich grundsatzlich zwei Werkstoffklasseterscheiden. Zum einen gibt es Werk-
stoffe, in denen antimikrobielle Substanzen gebarsied, und zum anderen Werkstoffe, die
antimikrobielle Substanzen freisetzen. Dabei miussergewissen Anforderungen, wie z.B.

der Biokompatibilitdt bzw. Biotoleranz gerecht wend Dies bedeutet, dass die zum Einsatz
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kommenden Werkstoffe und Substanzen fir ihre Vddaaer im Koérper, die unter Umstan-

den Monate oder auch sogar Jahre betragt, keirgatinen Einflu3 auf den Organismus aus-
tben durfen. Im Rahmen ihrer Einsatzzeit in vivankat es zu keiner Zersetzung, Zellveran-
derung oder toxischen Wirkung. Weiterhin sollter @lVirkkomponenten die mechanischen
Eigenschaften des Werkstoffes nicht negativ baess#n. Wichtig ist auRerdem, dass der
Verbund zur Zahnhartsubstanz nicht beeintrachtigt. WWinschenswert ware auch eine dau-

erhafte Wirkung der antimikrobiellen Komponente.

Insgesamt betrachtet zeigt die Uberwiegende Andahlzu diesem Thema durchgefiihrten
Untersuchungen nur eine Testung von antibaktenieflebstanzen in vitro. Daraus lasst sich
jedoch nicht automatisch auf gleiche oder vergleach Ergebnisse unter In-vivo-
Bedingungen schlussfolgern. Bei bisherigen In-v&tadien (Jedrychowski et al.,1983;
Leung et al., 2005; Ribeiro, 1991; Takahashi, 2086yinc et al., 2010; Kassaee et al., 2008;
Imazato et al., 2003) wurden die Prufkorper mitflgguorkommenden Bakterienstammen der
Mundhdhle, Speichelproben von Probanden oder aucleiner ausgewéhlten Bakterienspe-
zies der Mundflora konfrontiert. Jedoch ist unteicken Bedingungen fraglich, in wie fern
beispielsweise Enzyme des Speichels in vivo einefiuB ausiben oder ob sich die Bakteri-

enstdmme unter oralen Bedingung anders verhaléan altro.

In-vivo-Studien zur Auswirkung von antibakteriellékgenzien auf den dentalen Biofilm
wurde bislang nur selten durchgefiuhrt und habenstmdégeén Charakter von Pilotstudien
(Frencken et al., 2007 ; Beyth et al., 2010).

2.2 Ziel der Arbeit

Aus zahnmedizinischer Sicht stellen mikrobielle fitime die Hauptursache fur die Entste-
hung von Karies und Parodontitis dar. Da sie auehQberflachen von dentalen Restaurati-
onsmaterialien besiedeln, besteht ein grof3es b¥eran der Erforschung von effizienten Mit-
teln bzw. Materialien, die zu einer Zerstérung odealerweise sogar einer Vermeidung von

Biofilmen beitragen.

Ziel unserer Arbeit war es, herauszufinden ob d@eeinflussung der Biofilmbildung auf
Kompositen, angereichert mit dem antibakteriellemkéfoff Octenidindihydrochlorid statt-
findet.
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Um die Wirkung des Bakterizids Octenidindihydroaidounter Realbedingungen zu testen,
wurde diese Untersuchung durchgefuhrt. Hier kamem, Gegensatz zu den In-vitro-
Untersuchungen, zusatzliche Einflussfaktoren weeldhaltsstoffe des Speichel, die Tempe-
ratur der Mundhoéhle und die Biofilmbildung unter Milh6hlenbedingungen hinzu. Die Beur-
teilung des AusmalRes der Biofilmbildung fand insdieStudie mittels rasterelektronenmikro-
skopischer Auswertung statt. Um den Anteil der helesn und toten Mikroorganismen zu ana-
lysieren, wurde die Fluoreszensmikroskopie angeee(tdannig et al., 2007; Hannig et al.,
2009).
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3 Material und Methode

3.1 Probanden

An der vorliegenden Studie nahmen 6 gesunde Prelpand Alter von 25 bis 40 Jahren teil.

Die Einwilligung zu der Studie erfolgte schriftlicbas positive Votum der Ethikkommission

der Arztekammer des Saarlandes lag vor (Kenn-Ng/0B).

Die Probanden wurden hinsichtlich ihrer oralen @eéit inspiziert, um parodontale Er-
krankungen und unversorgte kariose Lasionen auskeRen. Als Einschluf3kriterium war
eine volle Bezahnung Voraussetzung. Die Mundscliaute aller Probanden wiesen bei der

intraoralen Inspektion keine Auffalligkeiten auf.

Als Ausschlu3kriterium galt eine Antibiotikatherapin einem Intervall von 6 Monaten vor
Versuchsdurchfihrung, da diese einen Einflu3 aefRibfilimbildung ausiben kann. Eine
Schwangerschaft stellte ebenfalls ein Ausschlu@kuin dar. Die Probanden waren alle
Nichtraucher. Die Erhebung einer allgemeinen urezigien Anamnese ergab keine Medi-
kamenteneinnahme, sowie keine Erkrankungen decBgdriisen. Wahrend der Studie soll-

ten die Probanden auf den Gebrauch antibakteriilgrdspilldsungen verzichten.

Von allen Probanden wurden Alginatabformungen (Bitug cremix®, Dentsply Detrey,
Konstanz, Deutschland) des Oberkiefers angefeutigt Gipsmodelle hergestellt. Auf diesen
Modellen wurde fir jeden Probanden eine individu@berkiefertrageschiene, die die Pra-
molaren- und Molarenregion umfasste, im Tiefziefalaen aus Polyether-Kunststoff ange-
fertigt (Thermoforming foils®, Erkodent, Pfalzgrateeiler, Deutschland).

Es wurden bukkal im Bereich der Pramolaren und kwolagleichzeitig jeweils bis zu vier
Prufkorper pro Seite montiert. Zur sicheren Befgsig der Prifkérper dienten mehrere Re-
tentionsbohrungen in den entsprechenden RegionerchDdie Trageschienen konnte eine
definierte reproduzierbare Exposition der Priufkéipeder Mundh6hle gewéhrleistet werden.

Die Fixierung und Montierung der Prifkorper erfelghit einer additionsvernetzenden Sili-
konmasse (President light body®, Coltene, AltstaetSchweiz) unmittelbar vor der Inkorpo-
ration (Hannig, 1999) . Die Prufkorper wurden vidigdig in die Silikonmasse eingebettet,
lediglich die der Mundhdhle zugewandte Seite blisbedeckt.
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3.2 Experimentelles Komposit

Als experimentelles Testmaterial dienten von demgiHeraeus Kulzer hergestellte Prufkor-
per aus einer auf dem Markt zugelassenen lichthdete Kompositmasse (Venus, Heraeus
Kulzer, Hanau, Deutschland; Tab. 1), der Octenidiydiochlorid (N,N’-(1,10 decandiyldi-
1[4H]-pyridinyl-4-yliden) bis-(1-octanamin) dihydcblorid), (ODH, C36H62N4*2HCI, mo-
lare Masse : 623.83 g/mol; Abb. 1) in den Konzditren von 3 Gew.-% und 6 Gew.-% zu-
gesetzt wurde.

H

@/NW
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Abbildung 1: Strukturformel von Octenidindihydroohb

Die Monomere Bis-GMA (Bisphenol-A-Glycidyldimethatat) und TEGDMA (Triethyl-
englycol-Dimethacrylat) wurden in einem Verhaltmisn 70:30 gemischt und die entspre-
chende Menge an Octenidindihydrochlorid dazu gegebas Gemisch wurde unter standi-
gem Ruhren, um eine komplette L6sung des Octenldyddochlorids zu gewahrleisten, auf
70°C erhitzt. Danach erfolgte die Zugabe von Pimitiatoren und Stabilisatoren. Bei gleich-
bleibender Temperatur wurden dann 75g anorganisthlistoffe (Bariumglas: mittlere Parti-
kelgroRe von D50=0,7 um und Si50=0,04 um) in kleinen Portionen zu je 25¢g beige
mischt. Das experimentelle Komposit wurde in Forngegossen (50 x 50 x 1,5 mm), auf
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Raumtemperatur abgekihlt und von beiden Seitefefieils 8 Minuten mit einem Palatray
Lichthartegerat (Heraeus, Hanau, Deutschland)deatdtédrtet (siehe Tab. 1).
Aus den so entstandenen Plattchen wurden Prufkdrpsner Dimensionierung von 5 X 5 x

1,5 mm angefertigt.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Kompositprufkorpet Herstellerangaben (Venus, Hera-
eus Kulzer, Hanau, Deutschland)

Prufkdrper Antiseptischer | Aufbau der Matrix Fallkorper

Zusatz ODH

[wt. %]

Kontrollprufkdrper 0 Monomere: Ba-Al-B-Si Glas (R=0,7
(Venus®) Bis-GMA, TEGDMA UmM; Dnax< 2.0 um)
Venus® mit 3% 3 Initiatoren: Campherchino{ SiO; (range: 0.01-0.07
antiseptischem ne Stabilisatoren pm; D50=0.04 pum).
Zusatz Pigmente Fullkérpergehalt: 78 wt. %
Venus® mit 6% 6 (60 vol.%)
antiseptischem
Zusatz

Fur die nachfolgenden Untersuchungen wurden je ré@&&per mit dem antiseptisch wir-
kenden Zusatz in Konzentrationen von 3% bzw. 6%jeals Kontrollmaterial 96 Prufkorper
ohne antiseptischen Zusatz zur Verfiigung gesidituntersucht werden sollte, ob die Ober-
flachenrauhigkeit des Komposits einen Einflul3 aef Biofilmbildung hat, wurde die Halfte
der zu Verfugung gestellten Prifkorper poliert. €ime Standardisierung der Prifkérperober-
flache zu erreichen, erfolgte eine Politur auf mindalschleifgerat (Gripo 2V, Metkon In-
struments Ltd., Bursa, Turkey) mit Silikonkarboraoldleifpapier (SIC grinding paper, bueh-
ler-met, 40599 Disseldorf) mit einer Kérnung bis2800, was einer Hochglanzpolitur ent-
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spricht. Die unpolierten Prufkdrper wurden nacheihHerstellung durch Heraeus Kulzer

nicht weiterbearbeitet.

Weiterhin wurde jeweils die Halfte der poliertendwmpolierten Prufkdrper vor der intraora-
len Exposition einem kinstlichen Alterungsprozefrogen, um den Einflu3 von Alterung

und Auslaugungsphanomenen auf die In-situ-Biofilohioig zu untersuchen.

Um eine kunstliche Alterung zu provozieren, wurdi Prifkorper einer Temperaturwech-
selbelastung in einem Thermocycler unterzogen (25@en, 5° und 55° mit Haltezeiten
von jeweils 30s in destilliertem Wasser) (Willyt€bermocycler V 2.8, Fa. Willytec GmbH,
82166 Gréfelfing).

Vor der intraoralen Exposition wurden die Prufkdrp@ 30 Minuten in 70%igem Alkohol
gereinigt, danach mit destilliertem Wasser abgespid es erfolgte nach kurzer Trocknung
die Fixation und Montierung an den entsprechendagédvorrichtungen der Oberkiefertrage-

schienen.

Zu Vergleichszwecken wurden Prufkorper, die niadnt den Probanden getragen wurden, mit
und ohne antibakteriellen Zusatz untersucht.

3.3 In-situ-Biofilmbildung

Die Prufkdrper wurden Uber einen Zeitraum von 3 énagen intraoral exponiert. Wéahrend
der Tragezeiten wurden die Trageschienen zur Ngkruaond Flissigkeitsaufnahme, mit
Ausnahme von Wasser, sowie zur individuellen Zahigeng entnommen und in einer
feuchten Kammer gelagert. Die Schienen wurden kéte@igung unterzogen, lediglich kurz
unter Wasser abgespiNach Abschlufd der In-situ-Exposition wurden diei€ochn, fir 10 s
mit 0,9% iger Kochsalzlosung (0,9% NaCl), abgespDiie Prufkdrper wurden aus den
Schienen entnommen und es schlol3 sich die Biofiéyaa im Labor anDie Besttickung der
Trageschienen erfolgte im Rahmen der In-situ-Untdrang derart, dass pro Versuchsreihe

die “ polierten®, “ unpolierten “ , “ kinstlich géarten* und “ungealterten* Prufkdrper
gleichzeitig intraoral exponiert wurden. Jedoch aeur die Prufkdrper mit bzw. ohne aniti-

septischem Zusatz in separaten Versuchsreihenemibbanden getragen.
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3.4 Analyse der bakteriellen Adharenz und Biofilmbildun

Nach 3- bzw. 7-tagiger intraoraler Expositionsyairden die Prifkérper aus den Trageschie-

nen entnommen.

Nach einer jeweils entsprechenden Weiterverarbgitlen Prifkorper im Labor wurden diese
bezuglich des in-situ gebildeten Biofilms rastek&lenenmikroskopisch und fluoreszenzmik-

roskopisch untersucht.

3.5 Vorbereitung der Prufkorper fur die rasterelektramekroskopi-
sche Untersuchung

Nach Entnahme der Prifkérper wurden diese fur 2d&n in 2,5%igem Glutaraldehyd bei
4°C fixiert. Sofort im Anschluf erfolgte eine 5ngdiSpilung fir jeweils 10 Minuten in PBS
(Phosphat buffered saline; PAA Laboratories GmbaksdRing, AT) und eine 10 minltige
Spulung in Aqua dest. (B. Braun Melsungen AG, 34RG8sungen), um eine vollstandige
Entfernung des Glutaraldehyds zu gewahrleisiBamach wurden die Proben in einer aufstei-
genden Ethanolreihe von 50% bis 90% fur jeweildvi@uten entwéasserDie Entwasserung
in 100%igem Ethanol wurde zweimal fur jeweils 15nMtien durchgefuhrt, wobei der letzte
Schritt bei verschlossenem Gefal3 vollzogen wurdescAlie3end wurden die Proben fir 30
Minuten in 1,1,1,1,3,3,3-HexamethyldisilazddMDS, Acros Organics, USA) getrocknet.
Nach einer weiteren Lagerung der Proben fir 12 terutlem Abzug, wurden diese mittels
doppelseitiger Klebefolie (Plano, Wetzlar) auf RElbbenteller fixiert und mit Gold/ Palla-
dium gesputtert (20 nm, Edwards Sputter Coater B1&@wards Ltd., GB). Fur die raster-
elektronenmikroskopische Untersuchung der Biofilmede ein Fei XL30 ESEM FEG Ras-
terelektronenmikroskop genutzt (Fei Company, Einveimo NL). Jeder Prufkdrper wurde in
vier Vergrol3erungsstufen (500-, 1600-, 5000- und@0-fach) beurteilt. Mittels der raster-
elektronenmikroskopischen Analyse kann eine Ausséager das Ausmafld der in-situ-

Biofilmbildung auf den Prifkorperoberflachen geteof werden.

Um eine quantitative Bewertung des Biofilms vornelnmu kénnen, wurde ein Scoring, wel-
ches 10 Stufen beinhaltet, entwickelt. Anhand de&#ét sich jeder Prifkérper nach bakteri-
eller Besiedelungsdichte und Struktur des Biofiemsrdnen (siehe Tab. 2).
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Tabelle 2a: Scoring zur Bewertung des Ausmafe8dtmbildung basierend auf den ras-
terelektronenmikroskopischen Analysen

Score Beschreibung
Etablierter mehrschichtiger Biofilm bedeckt Obert
flache vollstandig, ausgepragte Biofilmstruktur,
10 mikrobielle Besiedelung des Biofilms > 90 %
er Vergrol3erung
Etablierter Biofilm mit Bedeckung der Oberflache >
50 % , mikrobielle Besiedlung des Biofilms > 90 %
9
& Etablierter Biofilm mit Bedeckung der Oberflac
= <50%
8
Prufkorper in 1600-facer VergrofRerung
' Kolonien mit Biofilmarchitektur , hoher Antejl
Mikroorganismen
7
Prufkorper in 1600-facher Vergrof3erung
1y Tt P Biofilmstruktur aufgelockert, reduzierter Anteil
L Mikroorganismen
6
Pfk(‘jp | 5000-facher VergrofRerung
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Tabelle 2b:

Biofilmstruktur aufgelockert, Kompositfullkbrper
: erkennbar, verteilte Mikroorganismen
5
Prufkorper in 5000-facer VergrolRerung
o Biofilmstruktur aufgelockert, Fullkorper auf mehr
als 50 % der Oberflache sichtbar, verteilte Mikro-
4 organismen
Prufkorper in 1600-facher Vergrof3erung
R dichte Pellikelschicht, kaum mikrobielle Besied-
e lung
3
Prufkorper in 5000-facher VergrofRerung
homogene Pellikelschicht, Kompositoberflache
erscheint glatt, Fullkérper und Matrix deutlich-dif
2 ferenzierbar
Prufkorper in 5000-facher Vergrof3erung
SRR aufgelockerte Pellikelschicht , deutlich erkennbare
' Kompositoberflache
1
Prufkorper in 5000-facher VergrofRerung
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3.6 Vorbereitung der Prufkorper fur die Fluoreszenzoskiopie /
Live-dead-staining

Die fluoreszensmikroskopische Untersuchung derilBief wurde fur die Kompositproben
mit 3% und 6% antiseptisch wirkendem Zusatz souiredie Kontrollproben ohne Zusatz

durchgefuhrt.

Nach Entnahme der Prifkérper, wurden diese in ON##GI gepuffert. Es schlol3 sich eine
unmittelbare Weiterbearbeitung an, um eine Versxing des Verhaltnisses von lebenden zu
toten Zellen zu vermeiden. Die Biofilme wurden riilfe eines ,live-dead staining” Kits
(BacLight® Bacterial Viabillity Kit L7012, MoleculaProbes, Carlbad, USA) gefarbt, wel-
ches zwei Nukleinsaurefarben verwendet, den gniordészierenden SYTO 9 Farbstoff und
das rot fluoreszierenden Propidiumiodid. Je 1ulkKemponenten des Kits, SYTO 9 Farb-
stoff und Propidiumiodid, wurden im Verhdltnis lgémischt und zu 1ml physiologischer
Kochsalzlésung hinzugefiigt. Die Prifkérper wurde®6-Loch-Mikrotiterplatten gelegt und
jedes Napfchen mit 100ul der hergestellten Losusfgllh. Es schloR sich eine 15 mindtige
Inkubation bei Raumtemperatur und in vélliger Duhké an. Danach wurde jeder Prufkor-
per auf einem Objekttrager platziert, mit Fixietldg bedeckt und bei 4°C bis zur Auswer-
tung gelagert. Die SYTO 9 Farbelosung farbt alyahl tote als auch lebende Bakterien
grun. Propidiumiodid hingegen penetriert nur Baktemit beschadigter Zellmembran. Be-
finden sich nun beide Farbstoffe in einer Baktezreédle, so verursacht Propidiumiodid eine
Reduktion der SYTO 9 Fluoreszenz. Folglich werdeaktBrien mit intakter Zellmembran
grun, zerstorte Bakterien rot fluoreszierend daejkksDas Emissionsmaximum von SYTO 9
liegt bei etwa 500 nm bei einer Anregungswelleng&xgn 480 nm. Propidiumiodid hat sein

Emissionsmaximum bei 490 nm und emittiert Licht d&llenlange von 635 nm.

Die Beurteilung der Proben fand mit einem Auflichluoreszenzmikroskop (Axio Skop, Carl
Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) in Kombinatiort der Bildverarbeitungssoftware

Axio Vision 4.8 (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Gaten, Deutschland) bei 1000-facher
Vergrol3erung statt.

Durch die fluoreszenzmikroskopische UntersuchundiesMdglichkeit gegeben, lebende und
tote Mikroorganismen auf den Prifkérpern zu idérigfen. Somit konnten Biofilme diffe-
renziert werden, die Uberwiegende Anteile leberatter toter Mikroorganismen enthielten
bzw. bei denen lebende und tote Organismen infgdai@nteilen vorhanden waren (Decker,
2001).
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3.7 Auswertung und statistische Verfahren

Im Rahmen der statistischen Auswertung dientenraéerelektronenmikroskopischen Auf-
nahmen von insgesamt 144 Prifkorpern, in den \d&enungen von 500-, 1600-, 5000- und
20 000-fach, als Grundlage, um die Wirksamkeitatgsseptischen Zusatzes Octenidindihyd-
rochlorid zu evaluieren. Es nahmen 6 gesunde Pdaraan der vorliegenden Studie teil. Von
jedem Probanden standen Prifkérper zur Verfuguregdd Parameter Antiseptikumskon-
zentrationen von 0%, 3% und 6%, kinstlich gealf@@), nicht gealtert (NTC), poliert
(P) und nicht poliert (NP) nach 3- und 7-tagigdranraler Exposition erflillten. Es entstanden
24 Untergruppen mit jeweils n=6 Prifkérpern. Untietd wurde priméar der Einflul3 der Kon-
zentration des antiseptischen Agens auf die Biddilddung bei den einzelnen Probanden nach
einer oralen Expositionsdauer von 3 und 7 TagentaNiéghrend wurde ermittelt, ob kunstli-
che Alterung und Politur die Biofilmbildung beei@thtigen. Es wurden Mittelwert, Stan-
dardabweichung und 95% Konfidenzintervalle berethbDer Mann-Whitney-Test (U-Test)
diente als statistischer Vergleich. Als Schwelleriviiér einen statistisch signifikanten Unter-
schied wurde p = 0,05 festgelegt. Fur multiple Veole erfolgte eine Adjustierung des
Schwellenwertes (Bonferroni). Die Bewertung denfeszensmikroskopischen Aufnahmen
erfolgte deskriptiv.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswirkungen auf die Biofilmbildung

4.1.1. Einflu der Konzentration des antiseptiacAgenz Octenidin-

dihydrochlorid auf die Biofilmbildung bei den einaen Probanden

Sowohl nach 3-tagiger als auch 7-tagiger intrao@lposition war bei 4 Probanden (A, B,
D, E) eine geringere Biofilmbildung auf den Prifém mit dem antiseptischen Zusatz von
3% und 6% zu erkennen im Vergleich zu den Kontréfl@rpern ohne antiseptischen Zusatz
(siehe Tab. 3).

Fur Proband C ist nach 3-tagiger Expositionszeih Eanflul? des antiseptischen Agenz in
den Konzentrationen von 3% und 6% auf die Biofilohlng zu verzeichnen (siehe Tab. 3).

Nach 7-tagiger oraler Exposition ist lediglich twr Wirkstoffkonzentration von 3% eine
geringere Biofilmbildung zu beobachten. Fur Prob&#onnte aber keine eindeutige Wir-
kung des Antiseptikums Octenidindihydrochlorid dig Biofilmbildung nachgewiesen wer-
den (siehe Tab. 3).

Bei Proband F wurde die Biofilmbildung nach 3-tagigxposition nicht beeinflusst, nach 7
Tagen lediglich geringfiigig im Vergleich zu den Katiproben (siehe Tab. 3).

In den Diagrammen 1 und 2 sind die Ergebnisse igieshzelnen Probanden grafisch darge-
stellt.

.25 -



Ergebnisse

Tabelle 3: Ubersicht tiber die Biofilmbildung denzélnen Probanden (A bis F) nach 3- und
7-tagiger oraler Exposition fur die Prufkorper @96, 3% und 6% des Antiseptikums Octeni-
dindihydrochlorid (ODH). Angegeben sind die Mittelie (jeweils n= 4) und Standardab-
weichungen des Ausmal3es der Biofilmbildung nachwising geman Tabelle 2 (Scores 1-
10).

3 Tage orale Exposition 7 Tage orale Exposition
Proband A |B |C |D |E |F |A |B |C |D |E |F

80 |30 |53 |95 |45 |20 |100|9g |78 |100| 95 |55
ODH

+ + + + + + + + + + + +
0% -

1,6 (1,2 133 |09 |21 |10 |4 |40 1,3 [190|09 |15

40 |15 (6,7 |58 [28 |25 |33 |40 |55 |90 |53 |38
ODH

+ + + + + + + + + + + +
3%

24 |05 (1,7 1]08 |15 (09 |13 |16 |17 |12 |21 |04

28 |20 /80 (38 |15 (20|28 |20 |77 |55 |35 |33
ODH

+ + + + + + + + + + + +
6% -

0,8 |00 |00 |18 |05 |00 |15 (07 |13 [18 [17 |13
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Biofilmbildung unter Antiseptikumeinfluss
nach 3 Tagen

10

9

8

7 4
S
= 6 1 DODH 0%
o
2 5 [ BODH 3%
L 4] [ ] DODH 6%
(@]
O
n 3 1

2 4 |

l 4 | |

0 T T T

A B C D E F
Probanden

Diagramm 1: Grafische Darstellung der Biofiim-Seofér die Probanden A bis F nach 3-
tagiger oraler Exposition in Abhangigkeit von deorkentration des Antiseptikums ODH
(0%, 3% und 6% Octenidindihydrochlorid).

Biofilmbildung unter Antiseptikumeinfluss
nach 7 Tagen

=
o

T OODH 0%

T BODH 3%

OODH 6%

Score Biofilm

S P N W A~ OO ~ [ee] ©
|

Probanden

Diagramm 2: Grafische Darstellung der Biofilm-Seofér die Probanden A bis F nach 7 —
tagiger oraler Exposition in Abhangigkeit von deorkentration des Antiseptikums ODH
(0%, 3% und 6% Octenidindihydrochlorid).
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4.1.2 Einflul3 der Konzentration des antiseptischganz auf die Bio-
filmbildung im Hinblick auf die Parameter gealt€fC), nicht gealtert
(NTC), poliert (P) und nicht poliert (NP)

Nach einer Mittelung Uber alle Probanden, wurdedigérgealterten und nicht gealterten, po-
lierten und unpolierten Prufkérper eine Reduktien Biofilmbildung sowohl nach 3-tagiger,
als auch 7-tagiger oraler Exposition beobachtet.

Aus Tabelle 4 wird ersichtlich, dass mit steigenidenzentration des Antiseptikums Octeni-

dindihydrochlorid eine starkere Biofilmreduktioragfindet.

In den Diagrammen 3 und 4 sind die Ergebnisse igiudterschiedlich bearbeiteten Prifkor-
per grafisch dargestellt.

Tabelle 4: Ubersicht iber die Biofilmbildung denzélnen Probanden (A bis F) nach 3- und
7-tagiger Expositionszeit fur die Prifkérper mit 0386 und 6% des Antiseptikums Octeni-
dindihydrochlorid (ODH). Angegeben sind die Mittelkte (jeweils n=6) und Standardabwei-
chungen des Ausmalies der Biofilmbildung nach Ausimgrgemald Tabelle 2 (Scores 1 bis
10) auf gealterte (TC) und nicht gealterte (NT@)jgrte (P) und unpolierte (NP) Prufkorper.

3 Tage orale Exposition 7 Tage orale Exposition

NTC- | NTC- NTC- | NTC-
Prufkérper| TC-NP | TC - P TC-NP| TC-P

NP P NP P
ODH 65 +/62 +*|(47 *|42 |85 /90 +(92%* |83 +
0% 3,7 3,1 3,4 3,3 2.1 2.4 1.3 2.1
ODH 52 +|35 +|34 +|28 +|48 +|45 +|[57 +|55 +
30 2.9 2.3 1,5 2,1 1,5 3,6 2,0 2.8
ODH 22 +|33 +|30 +(20 |40 |27 (49 +|44 =+
6% 1,1 2.6 1,7 0,0 2,7 2,7 2.1 1,5
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Biofilmbildung nach 3 Tagen im Bezug auf die Parameter gealtert(TC), nicht
gealtert(NTC), poliert(P), nicht poliert(NP)

10

9

8

7
£
£ 61 @ODH 0%
bﬁ 51 | BODH 3%
‘g a1l | OODH 6%
n

3 L]

2 —

1 L] [

0 ; ; ;

TC-NP TC-P NTC - NP NTC-P

Diagramm 3: Grafische Darstellung der Biofilm-Scofér die einzelnen Prufkdrper nach 3-
tagiger oraler Exposition in Abhangigkeit von deardmetern gealtert (TC), nicht geemt
(NTC), poliert (P) und nicht poliert (NP) in den Kzentrationen 0%, 3% und 6% des Anti-
septikums Octenidindihydrochlorid.

Biofilmbildung nach 7 Tagen im Bezug auf die Parameter gealtert(TC), nicht
gealtert(NTC), poliert(P), nicht poliert(NP)

10

9

8 —

7 L]
£
£ 61 @ODH 0%
EE 5 1+ BODH 3%
§ a1l | | | | OODH 6%
n

3 L] [

2 — |

1 L] [

0 ; ; ;

TC-NP TC-P NTC - NP NTC-P

Diagramm 4: Grafische Darstellung der Biofilm-Scofér die einzelnen Prufkdrper nach 7-
tagiger oraler Exposition in Abhangigkeit von deardmetern gealtert (TC), nicht gealtert
(NTC), poliert (P) und nicht poliert (NP) in den Kzentrationen 0%, 3% und 6% des Anti-
septikums Octenidindihydrochlorid.
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4.1.3 Einflul? des antiseptischen Agenz in 3%- ud-iger Konzent-
ration auf die Biofilmbildung nach 3- und 7-tagigealer Exposition

unabhangig von den Parametern Politur und kinstliéfterung

Wie in Abbildung 2 grafisch dargestellt, zeigtehsitach einer 7-tagigen Expositionszeit eine
im Mittel starkere Biofilmbildung auf den Kontrohigfkdrpern ohne antiseptischen Wirkstoff,
als auf den Prufkérpern mit Antiseptikum (p< 0,Q0B&i den Prufkérpern mit 3% des Anti-
septikums liel3 sich sowohl nach 3- (p= 0,0@alk) auch nach 7- tagiger intraoraler Exposition
eine signifikante Reduktion (p< 0,001) der Biofiiliung, verglichen mit den Kontrollpruf-
korpern ohne Zusatz, erkennéinalog dazu war auch bei den Prufkérpern mit 6%septi-
schem Wirkstoff nach 3 (p< 0,001) und 7 (p< 0,00&pen eine signifikante Reduktion zu
verzeichnen.Vergleicht man die Priufkérper mit 3% und 6% Antiglepm, so ist nach 3
(p= 0,06) und 7 (p= 0,02) Tagen intraoraler Exposinur ein tendenzieller Unterschied zu

erkennen.
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Abbildung 2: Grafische Darstellung der Wirkung @esiseptischen Zusatzes Octenidindihyd-
rochlorid in den Konzentrationen von 3% und 6% dig Biofilmbildung nach 3- und 7-
tagiger intraoraler Expositionszeit, unabhéangig Wuolitur und kunstlicher Alterung. Jeder
Mittelwert setzt sich aus 24 Einzelwerten zusamni®a.Fehlerbalken stellen ein Konfiden-
zintervall von 95% dar.
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4.1.4 Beispiele der rasterelektronenmikroskopischealyse der Bio-

filmbildung

In den nachfolgenden Abbildungen sind rasterelelnonikroskopische Aufnahmen von
Biofilmen auf Kontrollprufkdrpern ohne Octenidingiirochlorid und Prufkdrpern mit 3%
und 6% des Antiseptikums in 5000-facher Vergrofigruan unterschiedlichen Probanden
nach 3- und 7-tagiger intraoraler Exposition datgjés

Prinzipiell zeigte sich mit steigender Konzentratibes Octenidins eine deutliche Reduktion
der Biofilmbildung, die jedoch fiir jeden Probandgmz individuell ausfallt (Abb.3-7).

v - . B gt b ok
SR S S e e |
,j AccV SpotMagn Det WD Exp b—————{ 5um &
®10.0KV 3.0 5000x SE 10.1 557 Probel160thermo/unpol3TageFES y
. i & T #7 k!

- W ¢

o X - = e
AccV SpotMagn Det WD Exp b——— 5um
100KV 30 5000x SE 10.1 383 Probel44therm/unpol3TageFEoW

— R

Prufkdrper ohne ODH in 5000-facher Vergrof3erung  fh@riper mit 3% ODH in 5000-facher Vergrof3erung
Biofilmbildung Score 10 Biofilmbildung Score 5

C)

Abbildung 3: Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen von Biofilmen nach 3-tagiger intra-

oraler Exposition auf thermisch belasteten unpo-
lierten Prufkérpern ohne das Antiseptikum Oc-
tenidindihydrochlorid (ODH), mit 3% des Anti-

septikums und 6% des Antiseptikums in 5000-
facher VergréRerung nach Auswertung gemali

L'?,__L1U.U'kv3._n 5000x SE_10.1 569 Prohe184Thermo/unpol3TageFE6 Tabelle 2 (Scores 1_10)

Prufkérper mit 6% ODH in 5000-facher VergréRerung
Biofilmbildung Score 2
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lagn Det WD Exp |—| 5,um B A Sput.Magn " Det WD E)‘(p ) |_—| 5,u.m.
kV 30 5000x SE 101 315 Pruhe135the|mu/puI3TageRuqu 10, 271 lhBlm/puISTag

Prufkorper ohne ODH in 5000-facher VergroBerungPrufkorper mit 3% ODH in 5000- facher VergréReyun
Biofilmbildung Score 6 Biofilmbildung Score 2

Abbildung 4: Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen von Biofilmen nach 3-tagiger intra-
oraler Exposition auf thermisch belasteten po-
lierten Prifkérpern ohne das Antiseptikum Oc-
tenidindihydrochlorid (ODH), mit 3% des Anti-
septikums und 6% des Antiseptikums in 5000-
£ _ _ 2. facher VergroRerung nach Auswertung gemali
T e ORI Toclc 2 (Scores 1-10).

Prufkérper mit 6% ODH in 5000 facher VergroBerung
Biofilmbildung Score 1
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o i e S o ey D s S ok £y o=

.V Spot Magn o sehccV SpotMagn  Det WD Exp fb—+—— Sum
4101 0 KV 30 5000x SE 10 1 347 the139thB|mu/puITTagERuqu ‘ B .J - ]0 0kvV 30 5000,( SE 101 514 Pluhel?Slhel|nu/'pu|7TageRup3
T : 2 : - —

Prufkorper ohne ODH in 5000-facher VergroBerungPrufkorper mit 3% ODH in 5000-facher VergroBegun
Biofilmbildung Score 10 Biofilmbildung Score 2

Abbildung 5: Rasterelektronenmikroskopische
¢ ¢ Aufnahmen von Biofilmen nach 7-tagiger intra-

. oraler Exposition auf thermisch belasteten po-
lierten Prufkdrpern ohne das Antiseptikum Oc-
tenidindihydrochlorid (ODH), mit 3% des Anti-

septikums und 6% des Antiseptikums in 5000-
facher VergréRerung nach Auswertung gemalf

Det WD Exp ) — 5um

00kV30 5000x SE 95 451 Pluhe195the|mu/|JDI7TageRU6 B Tabelle 2 (Scores 1- 10)

o & el N -

Prufkorper mit 6% ODH in 5000-facher Vergréf3erung
Biofilmbildung Score 1
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A)

# o
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W

¢ & AccV SpotMagn Det WD Exp b—————— 5S5um
L “1100kv 3.0 5000x SE 10.1 359 Probel22unbel/pol7TageSAovW .l 100kY 30 5000x SE 10.1 526 Probe178unbel/pol7 TageSA3

Prufkdrper ohne ODH in 5000-facher Vergréerungifi@rper mit 3% ODH in 5000-facher Vergrof3erung
Biofilmbildung Score 10 Biofilmbildung Score 6

Abbildung 6: Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen von Biofilmen nach 7-tagiger intra-
oraler Exposition auf thermisch unbelasteten
polierten Prufkdrpern ohne das Antiseptikum
Octenidindihydrochlorid (ODH), mit 3% des
Antiseptikums und 6% des Antiseptikums in

. - .+ 5000-facher VergrofRerung nach Auswertung

cc.V  Spot Magn
kv 3.0 5000x SE 1
= qgra o v

Mibitan

0.1 39 ProbelOunbsl/polTTagoSA___ gemal Tabelle 2 (Scores 1-10).

_ e Caka :

Prufkérper mit 6% ODH in 5000-facher VergréRerung
Biofilmbildung Score 2
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.
3 gam

obe1 P3unbelunpol7 TageRip3

-

Prufkdrper ohne ODH in 5000-facher VergrofRerungPriufkdrper mit 3% ODH in 5000-facher Vergrof3eyun
Biofilmbildung Score 10 Biofilmbildung Score 6

gemal Tabelle 2 (Score 1-10).

Prufkérper mit 6% ODH in 5000-facher VergréRerung
Biofilmbildung Score 3
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4.1.5 Rasterelektronenmikroskopische Analyse voaltgegen (TC)

und nicht gealterten (NTC) Prufkoérpern, die niahitaoral exponiert

wurden

Bei der rasterelektronenmikroskopischen Analyse gealterten und nicht gealterten Pruf-
kérpern ohne Octenidindihydrochlorid, mit 3% und 8flo des Antiseptikums, die nicht in-
traoral exponiert wurden, konnten keine Auffalligka in der Oberflachenstruktur bzgl. der
Integritat des verwendeten Komposits festgestedliden (Abb. 8).

Abbildung 8: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmon nicht gealterten (A, C, E) und
durch 7-tdgiges Thermocycling gealterten (B, D, F)ifkorpern mit 0% (A, B), 3%
(C, D) und 6% (E, F) des Antiseptikums Octenidnydirochlorid in 20 000-facher VergroR3e-
rung.
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4.1.6 Beispiele der fluoreszensmikroskopischen yselder Biofilm-

bildung

Die rasterelektronenmikroskopischen Ergebnisse &urdurch die fluoreszensmikroskopi-
schen Analysen bestatigt.

Nachfolgend sind fluoreszensmikroskopische Aufnahmen Biofilmen in 1000-facher Ver-
gréRerung auf Kontrollprifkérpern ohne Octenidindifochlorid und Prifkérpern mit 3%
und 6% des Antiseptikums nach 3- und 7-tdgigeraaraler Exposition von unterschiedli-
chen Probanden dargestellt. Die griine Farbung septi&rt den Anteil vitaler Mikroorga-
nismen, die rote Farbung den Anteil avitaler Mikogsmismen. Auch hier wird deutlich, dass
eine steigende Konzentration des Antiseptikums iditedihydrochlorid eine starkere Re-
duktion der Biofilmbildung induziert, die jedochrfigden Probanden ganz individuell ausfallt
(Abb. 9).
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Abbildung 9: Reprasentative Beispiele eines 3 Tatgn (A, C, E) und 7 Tage alten (B, D, F)
Biofilms auf intraoral getragenen Prufkdrpern olfaeB), mit 3% (C, D) und 6% (E, F) des
Antiseptikums ODH in 1000-facher VergréRerung. Biefilmbildung wurde durch das An-

tiseptikum beeinflu3t, was durch eine zunehmend Frbung (avitale Mikroorganismen)
deutlich wird.
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4.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ndelgeh intraoraler Exposition eine deut-
lich héhere Biofilmbildung stattgefunden hat al€m& TagenDie Kontrollprifkdrper ohne
Antiseptikum zeigten in der fluoreszensmikroskop&st Analyse, unabhéangig von Politur,
Expositionszeit und kunstlicher Alterung eine h@meAnteil vitaler (griine Farbung) Mikro-
organismen, verglichen mit den Prifkorpern, die 38t und 6% Antiseptikum versehen wa-
ren. Dartber hinaus war das Ausmalf} der Biofilmbildurayyie der Anteil vitaler Mikroor-
ganismen (grune Farbung) auf den Priufkdrpern mit @étenidindihydrochlorid weitaus
deutlicher reduziert, als auf den Prufkorpern 38 Antiseptikum.Es fallt auf, dass bei den
Prufkdrpern mit 3% antiseptischem Zusatz nach 3magne Reduktion der Biofilmmatrix zu
verzeichnen istBei den Prifkérpern mit 6% Antiseptikum ist nacir&gen bereits kaum

noch eine Biofilmmatrix zu erkennen.
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4.2.1 Einflu3 von Alterung und Auslaugungsphanomesd# die Bio-
filmbildung

Nach 3 Tagen intraoraler Exposition zeigt sich éem kinstlich gealterten (TC 0%) Kon-
trollprifkérpern ohne das Antiseptikum Octenidindliochlorid eine tendenziell h6here Bio-
filmbildung als auf den ungealterten (NTC 0%) Rdipern (p= 0,08). Durch den Zusatz des
Antiseptikums kam es zu einer tendenziellen Veetngg der Biofilmbildung, jedoch war
kein statistisch signifikanter Unterschied zwisch@mstlich gealterten (TC) und nicht geal-
terten (NTC) Prufkérpern zu erkennen. Ein signifitex Unterschied ergab sich fir die kiinst-
lich gealterten Prufkorper mit 6% Antiseptikum (6@) im Vergleich zu den kinstlich geal-
terten Kontrollprifkérper (TC 0%) ohne AntiseptiRyp= 0,001), (Abb. 10).
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Abbildung 10: Grafische Darstellung der Biofilmhildg auf kiinstlich gealterten (TC) und
nicht gealterten (NTC) Prufkdrpern ohne, mit 3% umid 6% des Antiseptikums Octenidin-
dihydrochlorid nach 3 Tagen intraoraler Expositidader Mittelwert setzt sich aus 12 Ein-
zelwerten zusammen. Die Fehlerbalken stellen emfidenzintervall von 95% dar.
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Aus Abbildung 11 wird ersichtlich, dass nach 7 Tragdraoraler Exposition die Biofilmbil-
dung durch den Zusatz des Antiseptikums in den Eotrationen von 3% und 6% sowohl bei
den kinstlich gealterten (TC 3%; TC 6%) als audhdba ungealterten (NTC 3%; NTC 6%)
Prufkdrpern statistisch signifikant verringert iist Vergleich zu den jeweiligen Kontrollprif-
korpern (TC 0%; NTC 0%) ohne Antiseptikum (p=0,Q0)nsichtlich des Ausmal3es der
Biofilmbildung ergeben sich zwischen den kinstggalterten Prifkorpern mit Antiseptikum
(TC 3%; TC6%) und den ungealterten Prufkdrpern Amtiseptikum (NTC 3%, NTC 6%)

geringe Unterschiede, die jedoch nicht statist@ghifikant sind.
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Abbildung 11: Grafische Darstellung der Biofilmhiloly auf kinstlich gealterten (TC) und
nicht gealterten (NTC) Prufkorpern ohne, mit 3% umitl 6% des Antiseptikums Octenidin-
dihydrochlorid nach 7 Tagen intraoraler Expositidader Mittelwert setzt sich aus 12 Ein-
zelwerten zusammen. Die Fehlerbalken stellen eimfidenzintervall von 95% dar.
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4.2.2 Einflul? der Oberflachenrauhigkeit auf diefiémbildung

Nach 3 Tagen intraoraler Exposition ist die Biofiildung auf den polierten (P 0%) und un-
polierten (NP 0%) Prufkorpern ohne den antisepéiacBusatz Octenidindihydrochlorid in
etwa gleich.Durch den Zusatz von Octenidindihydrochlorid konestzu einer tendenziellen
Reduktion der Biofilmbildung, jedoch scheint dieliRw keinen statistisch signifikanten Ein-
fluss zu haben. Ein statistisch signifikanter Ustlred zeigt sich bei den unpolierten (NP
6%) und polierten (P 6%) Prufkorpern mit 6% Antisieggm im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollprufkérpern ohne Zusatz (P 0%, NP 0% ) 0j83- 0,04), (Abb. 12).
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Abbildung 12: Grafische Darstellung der Biofilmhilklg auf polierten (P) und unpolierten
(NP) Prufkérpern ohne, mit 3% und mit 6% antiseypiesn Zusatz nach 3 Tagen intraoraler
Exposition. Jeder Mittelwert setzt sich aus 12 Eiwerten zusammen. Die Fehlerbalken stel-
len ein Konfidenzintervall von 95% dar.
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Nach 7-tagiger intraoraler Exposition ist die Bimfbildung auf den polierten (P 0%) und
unpolierten Prufkorpern (NP 0%) ohne antiseptischesatz, ahnlich wie nach 3-tagiger Ex-
position, in etwa gleich. Nach 7 Tagen zeigt sethoch hier eine statistisch signifikante Ver-
ringerung der Biofilmbildung durch den Zusatz deastiseptikums, in den Konzentrationen
von 3% und 6%, im Vergleich zu den jeweiligen Kofiprifkdrpern ohne Antiseptikum (p<
0,009). Bei den polierten Prifkorper mit Antis&ptn (P 3%; P 6%) lasst sich eine geringfu-
gig verminderte Biofilmbildung im Vergleich zu dempolierten Prufkdrpern mit Antisepti-
kum (NP 3%; NP 6%), erkennen. Jedoch ist auch ffagagen intraoraler Expositionszeit
kein erkennbarer Einflul3 der Politur auf die Biofidildung ersichtlich (Abb. 13).
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Abbildung 13: Grafische Darstellung der Biofilmhilg auf polierten (P) und unpolierten
(NP) Prufkorpern ohne und mit 3% und 6% des aniisgpen Zusatzes Octenidindihydroch-
lorid nach 7 Tagen intraoraler Exposition. Jedettdfivert setzt sich aus 12 Einzelwerten
zusammen. Die Fehlerbalken stellen ein Konfideerwail von 95% dar.
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4.3 Auftreten von Nebenwirkungen bzw. unerwinscMérkungen

Wahrend des intraoralen Expositionszeitraumes wkeeme Reaktionen der an die Prufkor-
per angrenzenden Mukosa zu verzeichnen. Es wurdare KNebenwirkungen bzw. uner-

winschten Wirkungen festgestellt.
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5 Diskussion

Ziel dieser experimentellen In-situ-Untersuchung esherauszufinden, ob ein mit dem anti-
bakteriellen Wirkstoff Octenidindihydrochlorid angehertes Komposit unter Mundhdhlen-
bedingungen einen EinfluR auf die Biofilmbildungt.hRie Biofilmbildung wurde mittels
Rasterelektronenmikroskopie und die Vitalitdt dakidorganismen mittels Fluoreszensmik-
roskopie analysiert. Durch das 10-stufige Scoriygjesn konnte jeder Prufkorper im Hin-
blick auf bakterielle Besiedelungsdichte und Stnuktes Biofilms beurteilt werden.

Anhand der vorliegenden Ergebnissen lasst siclstédlgn, dass sowohl eine qualitative als
auch quantitative Beeinflussung des Biofilms s&ftigden hat. Wenn man die Ergebnisse
bzgl. des Einflusses der Konzentration des anisgmn Agenz auf die Biofilmbildung bei
den einzelnen Probanden betrachtet, so fand nigesiger Konzentration des Antiseptikums
eine starkere Biofilmreduktion statt. Zu einer $iig@anten Beeinflussung der Biofilmbildung
kam es nach 3 Tagen Expositionszeit fur die Pripgdmit 6% igem antiseptischem Zusatz

und nach 7 Tagen fur die 3%- und 6%- octenidindibgdloridhaltigen Priufkorper.

Ein weiteres zu untersuchendes Kriterium stellteElefluld von Alterung und Auslaugungs-
phanomenen auf die Biofilmbildung dar. Es konnt&mné& statistisch signifikanten Unter-
schiede zwischen kunstlich gealterten und nichigiean Prifkérpern mit und ohne Antisep-

tikum feststellen.

In weiteren Versuchen, die sich mit der Biofilmhifdy in Abh&ngigkeit zur Oberflachenrau-
higkeit des Werkstoffes befassten, war kein erkargbEinflu? zwischen polierten und un-
polierten Prufkdrpern zu beobachten. Wir kamen éueh zu den gleichen Ergebnissen wie
bereits oben erwéahnt. Statistisch signifikante thuieiede zeigten sich nach 3 Tagen fir 6% -
Octenidindihydrochlorid haltige und nach 7 Tagen3¥%- und 6%- Octenidindihydrochlorid
haltige Prafkorper.

Diese Ergebnisse sprechen klar fur eine Inhibitien Biofilmbildung durch das Antisepti-
kum und nicht etwa durch die Beschaffenheit derrfloghe des zum Einsatz gekommenen
Komposits.

In den elektronenmikroskopischen und fluoreszensyskopischen Auswertungen, die diese

Ergebnisse stitzen, wurde deutlich, dass die Biefiauf den Prifkérpern mit dem antisepti-
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schen Agenz eine geringere mikrobielle Besiedluinfysel aufwiesen als die Kontrollproben

ohne Octenidindihydrochlorid.

Die Beeinflussung der Biofilmbildung durch eine kentrationserhohung des Antiseptikums
wird in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahrdeutlich. Im Vergleich zu den Auf-

nahmen von den Kontrollprifkérpern, wo ein etaldieBiofilm dicht mit Mikroorganismen

besiedelt zu sehen ist, sind bei einem Einsatz bameits 3% Octenidindihydrochlorid nur
noch einzelne Bakterienkolonien vorhanden. Aufnahwen Prifkdrpern mit 6% Octenidin-

dihydrochlorid zeigten eine fast komplette Inhiitides Bakterienwachstums, vielfach ist
nur noch eine aufgelockerte Pellikelschicht mitutéer erkennbarer Kompositoberflache
ausfindig zu machen. Analog dazu waren die Ergebnder fluoreszensmikroskopischen
Auswertungen. Der Anteil intakter Mikroorganismegri(n gefarbt) nahm mit steigender
Konzentration des antiseptischen Zusatzes deuwlicHn einigen Féllen der 6%- Octenidin-
dihydrochlorid haltigen Prifkérper war eine Auswag der fluoreszensmikroskopischen

Aufnahmen nicht moglich, da keine Mikroorganismenhanden waren.

Da es sich bei der Zugabe von Octenidindihydroathloicht um ein polymerisierbares Bak-
terizid handelt, sondern um ein Agenz, welches eshrder Verweildauer der Prifkérper in
der Mundhohle potentiell freigesetzt werden kanayden die rasterelektronenmikroskopi-
schen Aufnahmen der kinstlich gealterten und rgelatiterten Prifkorper hinsichtlich ihrer
Oberflachenstruktur nochmals genauer begutachgetieBRen sich im Vergleich aber keine
Auffalligkeiten in der Oberflachenstruktur bzgl. rdmtegritat des verwendeten Komposits

erkennen.

Unsere Ergebnisse decken sich mit den Ergebnisabtreicher Studien unter In-vitro-
Bedingungen, in denen dentalen Werkstoffen antdratte Agenzien zugesetzt wurden. So
konnte in vitro gezeigt werden, dass die Inkorgoravon antibakteriell wirkenden Monome-
ren wie z.B. MDPB oder DMAE-CB sowohl in Kompositals auch in Adhasiven das
Wachstum von Bakterien beeinflusst. Li et al. (20@®alysierten in ihrer Studie den antibak-
teriellen Effekt eines Kompositmaterials, dem DMA&B- zugesetzt wurde, speziell im Hin-
blick auf Streptococcus mutans. Sie stellten ®@&$s der Kontakt von Streptococcus mutans
mit dem antibakteriell wirkenden Monomer DMAE-CB einer Hemmung des Bakterien-
wachstums fuhrt, da die Anlagerung der Bakteriegirdkil3t und deren Membranintegritat
verletzt wird. Izutani et al. (2011) kamen zu dégighen Ergebnissen fir das polymerisierba-
re Bakterizid MDPB. Auch in dieser Arbeit wurde e@intibakterieller Effekt auf Streptococ-

cus mutans beobachtet. Ein Vorteil dieser chemggtiundenen antibakteriellen Bestandteile
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besteht darin, dass sie keine negativen Auswirkuragd die Polymerisation haben und zu
keiner Beeintrachtigung der mechanischen und ghlschen Eigenschaften des dentalen
Werkstoffes fluhren. Sie werden auch nicht freiggsavie es bei der Anreicherung von Res-
taurationsmaterialien mit Chlorhexidin zu beobachtear, was eine Verschlechterung der
Eigenschaften des Werkstoffes zur Folge hatte ydbadwski et al., 1983; Ribeiro et al.,
1991; Imazato et al., 1994; Imazato et al., 19929. antibakterielle Wirkung beruht hierbei
auf einer sog. Kontaktinhibition, was als Nach¢ggkehen werden kénnte, da es nur direkt im
Bereich der Restaurationsoberfliche zu dem gewtmrscantibakteriellen Effekt kommt
(Thome et al., 2009; Xiao et al., 2009; Giammarical.e 2009; Imazato et al., 2003). In wei-
teren In-vitro-Studien konnte durch die Anreichgruon Kompositen und Glasionomerze-
ment mit Chlorhexidin eine antibakterielle Wirkuhgobachtet werden. Cheng et al. (2012)
inkorporierten Chlorhexidin in calciumphosphat- dhabridhaltige experimentell hergestellte
Komposite. Sie wollten herausfinden, inwieweit asemer Beeinflussung der Saureprodukti-
on und Biofilmbildung von Streptococcus mutans kdmBei den calciumphosphat- und flu-
oridhaltigen Nanokompositen angereichert mit Chéartdin, welche mit Streptococcus
mutans beimpft wurden, war nach 3 Tagen einen pk-Wn 6,5 im Wachstumsmedium
nachweisbar, wahrend bei den Kontrollprifkorpemlariogener pH-Wert von 4,2 vorzufin-
den war. Chlorhexidinhaltige Nanocomposite reduererdie Stoffwechselaktivitat im Bio-
film auf das 10- bis 20- fache und fuhrten zu elReduktion der S&ureproduktion verglichen

mit Kontrollprifkérpern aus Komposit ohne Chlorhdiri

Jedrychowski et al. (1983) untersuchten die antdra{len und mechanischen Eigenschaften
von Restaurationsmaterialien in Kombination mit @&@héxidin. Einem Komposit und einem
Glasionomerzement wurden die antibakteriell wirkem&omponenten Chlorhexidingluconat
und Chlorhexidindihydrochlorid in verschieden hoh&mnzentrationen zugesetzt. Die Auto-
ren zeigten in der In-vitro-Studie, dass durch desatz von Chlorhexidin eine hemmende
Wirkung auf die Biofilmbildung zu beobachten ist, dem das Bakterienwachstum und die
Fahigkeit zur Kolonisation beeinflusst werden. Btigigender Konzentration des antibakteri-
ellen Wirkstoffes liel3 sich eine gesteigerte Hemghdes Bakterienwachstums feststellen.
Jedoch fiihrten hohe Konzentrationen von Chlorhaxadi einer Beeintrachtigung der mecha-
nischen Eigenschaften der Restaurationsmateridliedieser Untersuchung stellte sich her-
aus, dass bereits der Zusatz von 1% CHX zu Glasierzement und Komposit zu einer
Steigerung der antibakteriellen Aktivitat fuhrt,r@hdie mechanischen Eigenschaften des den-
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talen Werkstoffes signifikant negativ zu beeinfersgJedrychowski et al., 1983; Ribeiro et
al., 1991; Takahashi et al., 2006).

Leung et al. (2005) stellten in ihrer In-vitro-Steicexperimentelle Chlorhexidin freisetzende
Komposite her. Sie konnten feststellen, dass erhétting der Chlorhexidinfreisetzungsrate
die Rate der Biofilmentwicklung auf der Materialoftéche reduziert. Die in dieser Studie
untersuchten Chlorhexidin freisetzenden Priufkogyeriesen sich als effektiver in der Beein-
flussung der Biofilmbildung als handelstbliche, dtid freisetzende Zemente. Ribeiro et al.
(1991) kamen zu ahnlichen Ergebnissen fir einerOmiibrhexidin angereicherten Glasiono-
merzement. Je hoher sie die Chlorhexidinkonzeotratiahlten, um so langer hielt der anti-
bakterielle Effekt auf Streptococcus mutans anodedihrte eine Konzentrationserhohung
mit steigender Tendenz zu einer Verschlechterund/ideerialeigenschatften.

Zu diese Erkenntnis kamen auch Takahashi et ab6)2@ie analysierten die antibakteriellen
und physikalischen Eigenschaften von Chlorhexidihidgeen Glasionomerzementen. Es wur-
de Chlorhexidindiacetat alleine oder in Kombinationit dem weniger wasserldslichen
Chlorhexidindihydrochlorid in verschieden hohen Kentrationen zugesetzt. Jeder experi-
mentell hergestellte Zement wurde auf seine ant#vatle Aktivitat gegen Streptococcus
mutans, Lactobacillus casei und Actinomyces naeslusowie auf die Freisetzungsrate von
Chlorhexidin und eine Beeinflussung der physik&iest Eigenschaften hin untersucht. Fur
jeden Glasionomerzement konnte eine antibakteri®ild&kcung nachgewiesen werden, unab-
hangig von der Chlorhexidinkonzentration. Die Fe&singsrate korrelierte nicht signifikant
mit einer Erhéhung des Chlorhexidingehaltes. Desafzivon 1% Chlorhexidindiacetat stellte
sich als ideal heraus bezlglich der antibaktenellérkung, auch konnte bei dieser Konzent-
ration keine negative Beeintrachtigung der Materg@nschaften nachgewiesen werden. H6-
here Konzentrationen an Chlorhexidin fuhrten jedaahsignifikant schlechteren physikali-
schen Eigenschaften des Werkstoffes. Diese Verdui@eing ist darauf zuriick zu fuhren,
dass Chlorhexidin wahrend der Verweildauer in demithohle durch Diffusionsvorgange

aus dem Werkstoff freigesetzt wird (Jedrychowslalet1983).

Frencken et al. (2007) fuhrten eine Pilotstudiesumh-vivo-Bedingungen durch. Sie unter-
suchten, ob Glasionomerzement angereichert mitr@&kadin eine starker hemmende Wir-
kung auf das Wachstum von Mikroorganismen in iefitgm Dentin hat als konventioneller
Glasionomerzement. Die Ergebnisse zeigten eingist&tah signifikanten Unterschied in der
Reduktion der Anzahl von Mikroorganismen bei demwndung von Glasionomerzement

angereichert mit Chlorhexidin.
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Im Gegensatz zu den bis dato durchgefuhrten ho-lntersuchungen, handelt es sich bei
dieser Arbeit um eine In-situ-Untersuchung. Deragitd laut Literatur keine weiteren In-

vivo-Studien verfugbar, die einen direkten Verdtennit unserer Arbeit zulassen. Jedoch be-
starken die vorliegenden Ergebnisse von bereitshdi@flihrten In-vitro-Untersuchungen un-

sere Ergebnisse.

In unserem Fall wurden die Prufkdrper aus Kompasigereichert mit Octenidindihydrochlo-
rid, mittels einer Trageschiene direkt in die Mudldle appliziert. So konnte eine natirliche
orale Biofilmbildung gewahrleistet werden, die jedandividuell fir jeden Probanden aus-
fallt.

Die Wirkungsweise des hier zur Anwendung gekommekmatnseptikums Octenidindihydro-
chlorid ist in etwa vergleichbar mit der von Chlexidin.

Chlorhexidin, einem Bisguanidin, wird die beste Mgamkeit zur Bekampfung von Plaque
und Gingivitis zugesprochen. Es umfasst ein breitggnikrobielles Spektrum gegen gram-
positive und gramnegative Bakterien. In niedrigemnkentrationen (< 1%) wirkt es bakterio-
statisch, in h6heren Konzentrationen (1%) baktriStanley et al., 1989). Weiterhin wirkt es
fungizid, z.T. auch viruzid. Durch seine spezieWérkung gegen Streptococcus mutans
nimmt es einen hohen Stellenwert in der Kariespytapte ein (Park et al., 1989; Ellepola et
al., 2001; Hennesy, 1973; Davies, 1973).

Chlorhexidin wird nicht durch die Schleimh&ute mbsert. Es kann auch zur Hautdesinfekti-
on verwendet werden. In einer Studie von Darouetha. (2010) war es sogar PVP-lod Uber-
legen. Jedoch fihrt ein langfristiger Gebrauchakalen Nebenwirkungen. Zu den haufigsten
unerwinschten, zumeist vollstandig reversiblen Nelidkungen zahlen Geschmacksempfin-
dungsstorungen und braunlichen Ablagerungen auhe&@tund Zunge (Guggenheim et al.,
2011; Loe et al., 1970).

Octenidindihydrochlorid gehort zu den Bispyridingkufgrund seiner ausgezeichneten Ei-
genschaften wird es schon seit langem sowohl zwrf@ohen- und Wunddesinfektion als

auch als Mundspullésung eingesetzt.

Es handelt sich um ein toxikologisch sehr gut suehtes Praparat, dass weder durch intakte

noch durch geschadigte Haut absorbiert wird.

Octenidindihydrochlorid wirkt bakterizid sowohl gag gramnegative als auch grampositive

Bakterien. Aul3erdem ist es viruzid und wirkt fundigHubner et al., 2010).
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In einer Untersuchung von Dogan et al. (2008) waidel der Anwendung von Octenidin als
Spulung zur Keimzahlreduktion in der Mundhdhle gigant hthere Reduktionsraten als bei
der Anwendung von Chlorhexidin oder auch PVP-lotzgrhnet. Diese Ergebnisse wurden

auch von Kramer et al. (1998) bestatigt.

Slee und O Connor (1983) kamen zu vergleichbardekien, wie auch Shern et al. (1987)
und Emilson et al. (1981), die Versuche an RattehAffen durchfiihrten. Sie konnten eben-
falls eine effektivere antibakterielle Wirkung eir@ctenidin haltigen Mundspulung im Ver-

gleich zu Chlorhexidin bestatigen.

Beiswanger et al. (1990) zeigten, dass bereité&\dieendung von 0,1% Octenidin als Spullo-
sung zu signifikant weniger Plaque, Gingivitis uBlditungen fuhrt im Vergleich zu einem
Kontrollprodukt (Bailey et al., 1984; Patters et 41983). Es gibt verschiedene Arbeiten, in
denen die Wirksamkeit von Chlorhexidin und Octemidis Mundspulldsungen gegenuberge-
stellt und verglichen wurden. Insgesamt zeigen siakerspriichliche Ergebnisse in Bezug
auf Octenidin, wobei jedoch die Mehrzahl der Uniersingen einen Vorteil fir Octenidin
herausstellt (Adams et al., 1994; Dogan et al. 326cak et al., 2009; Shapiro et al., 2002;
Hubner et al., 2010).

Der Wirkmechanismus sowohl von Chlorhexidin alshauen Octenidin beruht auf der Reak-
tion des Antiseptikums mit der Zellwand und Memlrestandteilen der mikrobiellen Zellen
und leitet folglich eine Lyse dieser ein. Aufgruddr chemischen Struktur von Octenidin-
dihydrochlorid ist keine Hydrolyse zu erwarten.

Da es keine Guanidinstruktur besitzt, wie dies @elorhexidin der Fall ist, kommt es auch
nicht zu einer Abspaltung von p-Chloranilin, eisewohl toxisch als auch kanzerogen wir-

kenden Komponente.

Laut Angaben in der Literatur lassen sich fur balMekstoffe unter bestimmte Bedingungen
zelltoxische Effekte nachweisen, die aber flr ders&zbereich als Zusatz in Komposit nicht
von Bedeutung sind (Kohlbecker et al., 1989).

Momentan lasst sich in der Literatur nichts in Bpauf Octenidindihydrochlorid als antisep-
tischen Zusatz in dentalen Restaurationsmaterifihelen.

Polymethacrylate werden in vielen Bereichen der i¥lad’erwendet, wie z.B. in der Endop-
rothetik oder Osteosynthese. Darlber hinaus staltZahnmedizin den gréf3ten Einsatzbe-
reich dieser PMMA-Kunststoffe fur herausnehmbam@thmtische Arbeiten oder kieferortho-

padische Apparaturen dar. Eine In-vitro-Untersuchuon Weckbach et al. (2011) wurde
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erstmals die Wirksamkeitsprifung und Freisetzung @xtenidin aus Polymethylmethac-
rylat-Knochenzement und die Adhé&sion von Testkeimam Polymethylmethacrylat-
Knochenzement untersucht. In dieser Arbeit zeigtle sine deutliche Senkung der Keimlast
bis hin zu einer vollstdndigen Eradikation der KeirBezuglich der Freisetzungskinetik liel3
sich eine Wirkung des Antiseptikums auch noch madochen nachweisen (Weckbach et
al., 2011). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Kaletkal. (2006) die den Effekt von Octeni-
din beschichteten Titanosteosyntheseplatten aafdolkfektionen beobachteten. Sie konnten
eine signifikante Verringerung lokaler Infektionbai Anwendung solcher beschichteten Os-

teosyntheseplatten nachweisen.

Obwohl es sich hier um einen anderen Studienafmsatdelt, so bestarken diese Daten doch
auch die im Rahmen der vorliegenden In-situ-Stgéigerierten Resultate.

Die Mundhdhle stellt ein dynamisches Okosystem washalb es nicht von Vorteil ist, samt-
liche Bakterien der Mikroflora zu eliminieren umféktionen, die durch die dentale Plaque
verursacht werden, zu kontrollieren. Viel mehr wéasewiinschenswert, nur die Karies und
Parodontitis auslésenden oral pathogenen Keimeeseitigen. Um dies zu erreichen, sind
chemische Agenzien wie Octenidin oder Chlorheximireits seit langerer Zeit erfolgreich als
Mundspullésung im Einsatz (Kocak et al., 2009). Elnorhexidin als Zusatz in dentalen
Restaurationsmaterialien gibt es zahlreiche ImMintersuchungen die eine antibakterielle
Wirkung nachweisen konnten (Jedrychowski et al§31%Ribeiro et al., 1991; Cheng et al.,
2012).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine hemmendekWig von Octenidindihydrochlorid auf
die bakterielle Adharenz und Kolonisation der Kosipmberfliche und damit auf das Aus-

mald der Biofilmbildung beobachtet werden.
Diese hemmende Wirkung kdnnte auf drei Mechanisnoeiaickzufiihren sein:

1) durch die kontinuierliche Abgabe des Antiseptikuaus der Oberflache werden
die planktonischen Mikroorganismen im Speichel tigiert, was folglich zu ei-

ner Verringerung der zur Adhasion verbleibendent&aén flhrt.

2) der direkte Kontakt der Bakterien mit der antimikiedl wirkenden Oberflache des
Werkstoffes beeinflul3t die initial besiedelnden Mitrganismen, nachdem sie

sich an die Pellikel angelagert haben.
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3) eine Modifikation der Pellikelbildung und somit &uder Eigenschaften der Pelli-
kel, verursacht durch die antimikrobiell wirkendbe®flache.

Das Octenidindihydrochlorid-Molektl enthélt zweitikaenaktive Zentren und bindet so
leicht an die negativ geladene Zellwand bzw. Zetirbean. Nach Adsorption an die negativ
geladenen Oberflachen der Bakterienzellen reageernit Phospholipiden der Zellmembran
bzw. anionischen Polysacchariden der Bakterienaeitlv Es wird eine Zerstérung der Zell-
funktion eingeleitet, ausgeldst durch ein Eingmeiie die enzymatischen Systeme und Zersto-

rung der Zellintegritat (Kramer, 2007).
Ghannoum et al. (1990) beschaftigten sich mit ddnmgykotischen Wirkung von Octenidin.

Sie konnten eine Wachstumshemmung von Candidaaakicinduziert durch Octenidin,

nachweisen. Die Auswertung von rasterelektronenmshkopischen Aufnahmen ergab eine
extensive Zellschadigung, Lyse und den Kollaps ¥efistrukturen, sowie eine Extrusion

zellularer Komponenten. Transmissionenelektronermsiopische Aufnahmen zeigten nach
Inkubation von Candida albicans mit dem Antiseptikeine Veranderung der Ultrastruktur.
Die Zellen tendierten dazu, eine unregelmaRige Forrunehmen. Auch die Zellwande zeig-
ten UnregelmafRigkeiten in ihrer Struktur mit Defatranen und einen offensichtlichen Ver-
lust der inneren Kohasion. Die Integritat der Zelimbranen ging verloren, sowie Bestandtei-

le des Zytoplasmas koagulierten.

Smith et al. (1991) untersuchten, ob eine hemménutkung ausgelost durch antiseptische
Agenzien wie z.B. Chlorhexidindigluconat, Cetyldiriium und Octenidindihydrochlorid auf
die Koaggregation von Bakterien festzustellenAsts den Ergebnissen konnten sie schluss-
folgern, dass es zu einer Beeintrachtigung der Hesgation der Bakterien gekommen ist
und folglich zu einer Beeinflussung der Verschmetguzu einer funktionellen Einheit, dem

Biofilm.

Basierend auf den vorhandenen Daten ist es jedoahumwahrscheinlich, dass die kontinu-
lerliche Abgabe des Antiseptikums zu einer Dewstalung der im Speichel vorhandenen
Mikroorganismen fihrt. Ein solches Phanomen liefh sinhand der rasterelektronenmikro-
skopischen Aufnahmen nicht bestatigen. Vermutlgthdie Freisetzung von Octenidindihyd-
rochlorid aus den Prifkérpern zu gering. Wirde Alasseptikum in einer hohen Konzentra-

tion abgegeben werden, wiirde dies zu einer Abtotlemglanktonisch vorkommenden Mik-

roorganismen im Speichel fihren, die allerdingshndas Potential zur Adharenz an der Pruf-
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korperoberflache hétten. Diese Bakterien muisstérdeu Kompositoberflache als einzelne
adhéarente Bakterien oder bakterieller Monolayeselen sein, was aber bei Auswertung der
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen nach i@} @-tégiger intraoraler Exposition

nicht der Fall war.

Wenn man Ruckschlisse auf die in unserer Arbeibdetteten Effekte zieht, so kommt der

direkte Kontaktmechanismus als Erklarung der Biofiemmenden Wirkung in Frage.

Diese Hypothese wird bestarkt durch die Verschighdes Verhaltnisses der vitalen zu den

devitalen Bakterien, was durch die Auswertung deed{dead-Bilder gezeigt wurde.

Eine weitere mogliche Erklarung konnte in der Magifion der Pellikelbildung und deren
Eigenschaften liegen, wenn man sich die dinnekieidthicht auf den Prifkorpern mit 6%
iger Konzentration von Octenidindihydrochlorid amsat.

Zur Bestatigung dieser Hypothesen im Hinblick aemh &Virkmechanismus des in den expe-
rimentellen Kompositen angereicherten Octenidimsl sllerdings weiterfihrende Untersu-

chungen erforderlich.

6 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass kiierigdle Adh&arenz mit nachfolgender Bio-
filmbildung auf dem verwendeten Komposit durch dsatz des antibakteriellen Wirkstof-

fes Octenidindihydrochlorid unter Mundhéhlenbedingen beeinflusst wird.

Sowohl in der praventiven, restaurativen als auolthptischen Zahnheilkunde gibt es vielfal-
tige Einsatzbereiche, die von antibakteriell wirken Kompositen oder auch anderen antibak-
teriell wirkenden polymeren dentalen Werkstoffeafgieren konnten.

Der Anwendungsbereich erstreckt sich z.B. von desufenversiegelung, der Versorgung

von Zahnhalskaries bis hin zu ausgedehnten zeaykwoximalen Lasionen.

Daruber hinaus ist auch an einen Einsatz in depdnthtprothetik sowie bei festsitzendem

und herausnehmbarem Zahnersatz zu denken.

Die Anwendung einer solch antibakteriell wirkend@mponente stellt eine neue Alternative

dar, die Biofilmbildung zu beeinflussen und auchreduzieren.
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In weiteren Untersuchungen ware zu prifen, ob uiedamge die antibakterielle Wirksamkeit
bestehen bleibt. Es ware auch zu untersuchen, é¢tainmen der hauslichen Mundpflege eine

Freisetzung des Agenz induziert wird.

Weiterhin ware es interessant zu prufen, ob diebAdisng einer Pellikelschicht auf der Ma-

terialoberflache eine Auswirkung auf die Effektétivon Octenidindihydrochlorid hat.

Bei der Begutachtung der rasterelektronenmikrosdati@n Aufnahmen der kinstlich gealter-
ten und nicht gealterten Prifkorper konnten wimkeRAuffalligkeiten in der Oberflachen-
struktur bzgl. der Integritat des verwendeten Kosiigcerkennen. Dennoch ware zu klaren, in
welchem Umfang die Zugabe des Octenidins zum Kormpasy. die Freisetzung des Anti-

septikums aus dem Komposit zu einer Veranderund/idéerialeigenschaften fuhrt.
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