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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Ziel: In der vorliegenden In-situ-Studie sollte die Wirkung verschiedener Zahnpastasuspensionen auf
die intraorale Biofilmbildung untersucht werden. Die Pasten enthielten neben Chlorhexidin (CHX)
und Aluminiumlactat weitere Wirkstoffe wie Hydroxylapatit, Bromelain, Papain, Strontiumacetat und
Kaliumchlorid. Die Verwendung von Suspensionen erfolgte mit dem Ziel, die Biofilminhibition von

Inhaltsstoffen der Zahnpasten, ohne den Einfluss des Putzens der Zahne zu untersuchen.

Material und Methode: In der /n-situ-Studie trugen 6 Personen Oberkieferschienen mit bovinen
Schmelzpriifkérpern fiir 48 h. Die Teilnehmenden spiilten 4-mal wéhrend der Tragezeit nach 30 min,
12 h, 24 h und 36 h. Die Biofilme konnten sich im Zeitraum von 36 h bis 48 h reetablieren. Fiir die
Versuche wurde aus den 4 zu untersuchenden Zahnpasten Spiilsuspensionen aus je 0,5 g Paste und

2 ml sterilem Wasser hergestellt, um die wéihrend des Putzvorgangs auftretende Verdiinnung der Pas-
ten durch den Speichel zu simulieren. Zusétzlich dienten Wasser und eine Basis-Paste als Negativkon-
trolle und CHX-Losung (0,2 %) als Positivkontrolle. Folgende Zahnpasten wurden verwendet: Basis-
Paste (Wasser, PEG32, Sorbitol , Hydroxyethylcellulose, Silicium, Titandioxid, Sodium Lauryl Sulfat
(SLS)), Standard-Paste (Natriumfluorid 1450 ppm, Aluminiumlactat (0,8 %), CHX (0,05 %), Poloxa-
mer, Aroma, Menthol, Sorbitldsung, Hydroxyethylcellulose, Silicium, Titandioxid, SLS, Natron-
lauge), Sensitiv-Paste (Natriumfluorid 1450 ppm, Aluminiumlactat (0,8 %), CHX (0,05 %), Strontiu-
macetat (2 %), Kaliumchlorid (3 %), Poloxamer, Aroma, Menthol, Sorbitlosung, Hydroxyethylcellu-
lose, Silicium, SLS), Hydroxylapatit-Paste (Natriumfluorid, Olaflur 1450ppm, Aluminiumlactat

(0,8 %), CHX (0,05 %), Hydroxylapatit (5 %), Xylitol, Calciumglycerophosphat, Saccharin Natrium,

Poloxamer, Aroma, Menthol, Sorbitlosung, Hydroxyethylcellulose, Silicium, SLS), Enzym-Paste
(Natriumfluorid 1450 ppm, Aluminiumlactat (0,8 %), CHX (0,05 %), EDTA, Papain (0,012 %),
Bromelain (0,05 %), Calciumglycerophosphat, Hyaluronséure (0,2 %), Magnesiumhydrogencitrat, Po-
loxamer, Aroma, Menthol, Sorbitlosung, Silicium, Xanthan Gum, Titandioxid, Natronlauge, SLS).
Nach 48-stiindiger Exposition in der Mundhohle wurde die Biofilmbedeckung der Priifkorper mittels
Vital-Fluoreszenzmikroskopie (SYTO 9: griin- vitale Bakterien, Propidiumjodid: rot- avitale Bakte-
rien) und anschlieBender quantitativer Auswertung mit dem Programm Image J und einem Scoring,
das den Entwicklungsstufen der Biofilme folgt, bewertet. Eine zusétzliche Analyse mittels Raster-
elektronenmikroskopie gestattete eine morphologische Bewertung der Biofilme und die energiedisper-
sive Rontgenspektroskopie (EDX) gab Aufschluss iiber die in die Biofilme eingebrachten Elemente

aus den untersuchten Zahnpasten.

Ergebnisse: Die mit den Negativkontrollen Wasser und Basis-Paste konfrontierten Priifkorper zeigten

die hochste Biofilm-Bedeckung und Vital-Fluoreszenz aller Spiillosungen. Durch die Spiilung mit
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CHX-Losung (0,2 %) konnte die Bedeckung am stirksten reduziert werden. Alle vier Zahnpasten wa-
ren in der Lage, die Biofilmneubildung im Vergleich zu Wasser effektiv zu reduzieren. Unter den Pas-
ten zeigten mit der Enzym-Paste konfrontierte Biofilme die hochste Vitalitit. Zwischen der Standard-
Paste und der Sensitiv-Paste konnten nur geringe Unterschiede in der Bedeckung und Vitalitét festge-
stellt werden. Die Hydroxylapatit-Paste wies zwar im Mittel eine hdhere Biofilm-Bedeckung als die
anderen wirkstofthaltigen Pasten auf, zeigte allerdings die hdchsten Werte roter Fluoreszenz unter den
Suspensionen. Mittels Rasterelektronenmikroskopie und energiedispersiver Rontgenspektroskopie

(EDX) konnten Zahnpastariickstinde in Form von Putzkérpern und Titandioxid nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung: In der Studie konnte die biofilmhemmende Wirkung aller Zahnpastasuspensionen
nachgewiesen werden. Dies ist vermutlich auf die Wirkung von Aluminiumlactat und Chlorhexidin
zuriickzufiihren, die in allen getesteten Zahnpasten mit Ausnahme der Basis-Paste vorhanden waren.
Die Hydroxylapatit-Paste mit Zusatz von 5 %igem Hydroxylapatit zeigte eine starkere Biofilm-inhi-
bierende Wirkung. Die Enzym Paste mit Zusatz von Papain, Bromelain und Hyaluronséure konnte im
Vergleich zu den anderen drei Pasten keine weitere Biofilmreduktion erzielen. Die Sensitiv-Paste hatte
ebenfalls einen positiven Effekt auf die Biofilmreduktion, jedoch sind weitere Untersuchungen not-
wendig, um ggf. Riickschliisse auf den Einfluss von Kaliumchlorid oder Strontiumacetat zichen zu
konnen. Mit den vorliegenden Zahnpasten steht ein breites Spektrum unterschiedlicher Wirkstoffkom-
binationen fiir die Mundhygiene zur Verfiigung, sodass eine bessere Anpassung an individuelle Be-

diirfnisse erfolgen kann.
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1.2 Abstract

Title: The effect of toothpaste suspensions containing aluminum lactate and chlorhexidine on the for-

mation of biofilms in situ

Objectives: The aim of this in situ study was to investigate the effect of various toothpaste suspen-
sions on biofilm formation. In addition to chlorhexidine (CHX) and aluminum lactate, the pastes con-
tained other active ingredients such as hydroxyapatite, bromelain, papain, strontium acetate and potas-
sium chloride. Suspensions were used with the aim of investigating the biofilm inhibition of toothpaste

ingredients without the influence of tooth brushing.

Material and Methods: In this in situ study, 6 subjects wore maxillary splints with bovine enamel
specimens for 48h. The subjects rinsed 4 times during the wearing period. For the tests, rinsing sus-
pensions were prepared from the 4 toothpastes to be tested, each consisting of 0.5 g paste and 2 ml
sterile water. In addition, water and base paste served as negative control, CHX (0.2 %) as positive
control. The following pastes were used: base paste (aqua, PEG32, sorbitol , hydroxyethylcellulose,
silicia, titanium dioxide, SLS), standard paste (sodium fluoride 1450 ppm, aluminum lactate (0.8 %),
CHX (0.05 %), poloxamer, flavor, menthol, sorbitol solution, hydroxyethylcellulose, silicia, titanium
dioxide, SLS, sodium hydroxide), sensitive paste (sodium fluoride 1450 ppm, aluminum lactate

(0.8 %), CHX (0.05 %), strontium acetate (2 %), potassium chloride (3 %), poloxamer, flavor, men-

thol, sorbitol solution, hydroxyethylcellulose, silicia, SLS), hydroxyapatite paste (sodium fluoride,

olaflur 1450 ppm, aluminum lactate (0.8 %), CHX (0.05 %), hydroxyapatite (5 %), xylitol, calcium
glycerophosphate, saccharin sodium, poloxamer, aroma, menthol, sorbitol solution, hydroxyethylcellu-
lose, silicia, SLS), enzyme paste (sodium fluoride 1450 ppm, aluminum lactate (0.8 %), CHX

(0.05 %), EDTA, papain (0.012 %), bromelain (0.05 %), calcium glycerophosphate, hyaluronic acid
(0.2 %), magnesium hydrogen citrate, poloxamer, flavor, menthol, sorbitol solution, silicia, xanthan
gum, titanium dioxide, sodium hydroxide, SLS). After 48 hours of exposure in the oral cavity, the test
specimens were evaluated by fluorescence microscopy followed by Image J and scoring. With the ad-
ditional analysis by scanning electron microscopy, energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX) was
able to provide information about the present elements in addition to the morphological analysis of the
bacteria and the biofilm.

Results: Test specimens confronted with the negative controls water and base paste showed the high-
est biofilm coverage and vital fluorescence of all rinsing solutions. Rinsing with CHX (0.2 %) resulted
in the greatest reduction in coverage. All four toothpastes were able to effectively reduce the formation
of new biofilm. Among the pastes, biofilms confronted with the enzyme paste showed the highest vi-
tality. Only minor differences in coverage and vitality were observed between the standard paste and
the sensitive paste. Although the hydroxyapatite paste exhibited a higher average biofilm coverage

than the other pastes containing active substances, it showed the highest values of red fluorescence
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among the suspensions. In scanning electron microscopy, toothpaste residues in the form of cleaning

particles and titanium dioxide were detected by means of low dispersion X-ray spectroscopy (EDX).

Conclusion: The study demonstrated the biofilm-inhibiting effect of all toothpaste suspensions. This
is presumably due to the effect of aluninium lactate and chlorhexidine, which were present in all the
toothpastes tested with the exception of the base paste. The hydroxyapatite paste with addition of 5 %
hydroxyapatite showed the strongest antibacterial effect. The enzyme paste with addition of papain,
bromelain and hyaluronic acid was unable to achieve any further biofilm reduction compared to the
other three pastes. The sensitive paste also had a positive effect on biofilm reduction, but further inves-
tigations are necessary to be able to draw conclusions about the influence of kalium chloride or stron-
tium acetate. The toothpastes available provide a broad spectrum of different combinations of active

ingredients for oral hygiene so that they can be better adapted to individual needs.
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2 Einleitung
2.1 Literaturiibersicht

2.1.1 Epidemiologie oraler Erkrankungen

Der Oral Health Status Report der Weltgesundheitsorganisation (WHO) aus dem Jahr 2022 zeigt, dass
weltweit 3,5 Milliarden Menschen von Mundkrankheiten betroffen sind. Davon leiden etwa 2 Milliar-
den Menschen an Karies der zweiten Dentition und 514 Millionen Kinder an Karies der ersten Denti-
tion. Unbehandelte Karies zédhlt laut dem Global Burden of Disease Report von 2019 zu den haufigs-
ten Gesundheitsbelastungen. Die Erkrankung, die in den seltensten Féllen lebensbedrohlich ist, kann
fiir die Betroffenen mit erheblichen Belastungen verbunden sein. Zu diesen Belastungen zéhlen unter
anderem Schmerzen, Unbehagen, mogliche Probleme bei der Nahrungsaufnahme sowie finanzielle
Aufwendungen [100,111]. Auch gingivale und parodontale Erkrankungen betreffen einen groen An-
teil der Bevolkerung. Laut der fiinften Deutschen Mundgesundheitsstudie wurde bei 52 % der jungen
Erwachsenen im Alter von 35 bis 44 Jahren in Deutschland eine moderate bis schwere Parodontitis
diagnostiziert. Bei jliingeren Senioren im Alter zwischen 65 und 74 Jahren lag bei 65 % dieser Gruppe

eine parodontale Erkrankung vor [27].

2.1.2 Biofilm und Biofilmmodelle

Im letzten Jahrhundert konnten Forschende bahnbrechende Erkenntnisse in der oralen Mikrobiologie
erarbeiten, wobei die Forschung diesbeziiglich noch nicht abgeschlossen ist [142]. Das Ergebnis ist ein
breites und tiefes Wissen iiber das orale Mikrobiom, seine Interaktion mit dem Korper und die Art und
Weise, wie es die Gesundheit beeinflusst, schiitzt oder zur Entwicklung der genannten oralen Erkran-
kungen fiithren kann. Moderne Technologien ermdglichen heute die Untersuchung grofer mikrobieller
Gemeinschaften im Zusammenhang mit verschiedenen klinischen Zustidnden, was zur Formulierung
der Theorie der Biofilmhomdostase bzw. der Biofilmdysbiose fiir die Erkldrung der Atiologie der
wichtigen oralen Erkrankungen Karies und Parodontitis gefiihrt hat. Die grole Menge an Daten, die
im Laufe der Zeit gesammelt wurde, hat zu einem besseren Verstindnis der Atiologie oraler Erkran-
kungen gefiihrt und die Entwicklung von Strategien zur Behandlung und Prévention von Munderkran-
kungen gefordert [29]. Es ist von grofler Bedeutung, die Struktur, den Aufbau und die Funktion des
oralen Biofilms zu verstehen, sowie seine Rolle bei oralen Erkrankungen in Auseinandersetzung mit
dem Wirtsorganismus herauszuarbeiten. Unter oralem Biofilm versteht man eine Gemeinschaft von
Bakterien, die eingebettet in einer extrazelluldren Matrix auf allen nicht-epithelialen Oberflachen in
der Mundhdhle vorkommen [90]. Die Mundhohle bietet den Mikroorganismen aufgrund der hohen

Feuchtigkeit, der konstanten Temperatur und der Substratzufuhr durch die Ernéhrung optimale
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Uberlebens- und Wachstumsbedingungen [91]. Die Bakterien kénnen sich durch Bindung an die Pelli-
kel den Zahnen anlagern. Die Pellikel wiederum entsteht durch elektrostatische Anheftung von adsor-
bierten Proteinen, Enzymen und Glykoproteinen aus dem Speichel [61]. Diese Verbindung wird durch
eine Wechselwirkung der Calcium- und Phosphatschicht an der Schmelzoberflédche ermdglicht [58].
Die Pellikel schiitzt zum einen vor Erosionen und dient als Lubricant [57]. Dartiber hinaus werden ihr
protektive Eigenschaften durch die Proteine Lactoferrin, Cystatine und Lysoszym zugeschrieben [35].
AuBerdem wird die bakterielle Adhédsion durch Amylase und prolinreiche Proteine vermittelt, die spe-
zifische Rezeptoren darstellen [40]. Bei der initialen Adsorption, die kurz nach der Reinigung der
Zahnoberflidche einsetzt, lagern sich Speichelproteine an den Zahnschmelz an, so dass sich nach etwa
3 min eine proteinreiche, aber bakterienarme Schicht bildet. Die Calciumionen der Schmelzkristallite
haben bei Kontakt mit der wéssrigen Elektrolytlosung des Speichels eine stirkere Tendenz in Losung
zu gehen als die Phosphationen. Dies fiihrt aufgrund der verbleibenden Phosphationen der Schmelz-
oberfliche zu einer negativen Gesamtladung. Diese Oberfliche wird von einer positiv geladenen
Schicht aus Calciumionen iiberzogen. An diese Schicht kdnnen Speichelmolekiile binden, wodurch die
Pellikel nach 30-90 min eine Dicke von 100-1000 nm erreicht. Bakterien konnen nun initial tiber
schwache Wechselwirkungen mit der Pellikel interagieren, wobei diese Bindung noch reversibel ist
[56]. Wenn bakterielle Adhésine, wie z. B. Lektine oder Glukane, mit der Pellikel interagieren, wird
die Anheftung der Bakterien irreversibel [90]. Als Pionierkeime bezeichnet man jene Bakterien, die
als erstes an die Zahnoberfliche binden. Zu ihnen gehoren Streptococcus (S.) gordonii, S. sanguis und
S. mitis. Durch die Bindung weiterer Bakterien an die Pionierkeime iiber rezeptorgesteuerte Adhésion
und Koadhésion findet eine Ausreifung des Biofilms statt. Aufgrund der Wechselwirkung der Bakte-
rien untereinander entsteht eine bakterielle Gemeinschaft [66,102]. Wichtige Bestandteile dieser bak-
teriellen Gemeinschaft sind die extrazelluldren Polysaccharide (EPS), in die die Mikroorganismen ein-
gebettet sind. Dabei handelt es sich um Biopolymere mikrobiellen Ursprungs, die aus Polysacchari-
den, Proteinen, Glykoproteinen und Glykolipiden bestehen. Sie liegen in hydratisierter Form vor und
sorgen sowohl fiir den Zusammenhalt der Organismen als auch fiir die Speicherung von Wasser [46].
Die extrazelluldre Matrix besteht zu 97 % aus Wasser und ist fiir die Stabilitit des Biofilms verant-
wortlich [144]. Das Geriist der Matrix, bestehend aus Polysacchariden, kann von Bakterien mit Hilfe
von Glykosyltransferase synthetisiert werden. Bakterien kdnnen nicht nur aus Zuckern Polysaccharide

herstellen, sondern sind auch in der Lage diese wieder abzubauen [6].

Mochte man in Studien den Biofilm und auch die Wirkung bestimmter Substanzen auf den Biofilm
untersuchen, stehen mehrere Mdglichkeiten zur Verfiigung. Man unterscheidet hier zwischen in vitro,
in vivo und in situ Biofilm-Modellen. Dennoch stehen Forschende auch heute noch vor Herausforde-
rungen in diesem Bereich [77]. Die Simulation des oralen Biofilms gestaltet sich als duBerst schwierig,
da im individuellen Mundmikrobiom mehrere Dutzend und im humanen Mikrobiom mehr als 700

Bakterienspezies identifiziert wurden, von denen etwa 50% bislang noch nicht kultiviert werden
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konnten [1]. Neben der Zusammensetzung des Biofilms spielen auch die umgebenden Bedingungen
eine bedeutende Rolle. Hierzu zihlen unter anderem die im Tagesverlauf schwankende Speichelfluss-
rate und -zusammensetzung sowie erndhrungsbedingte Schwankungen des pH-Werts. Es erweist sich
als nahezu unmoglich, Modelle zu entwickeln, die alle diese Faktoren gleichzeitig beriicksichtigen
[1,106,120]. Bei In-vitro-Studien handelt es sich um Versuche, die auBerhalb eines lebenden Organis-
mus in einer experimentellen Umgebung durchgefiihrt werden. Die Durchfithrung findet hiufig an
Monokulturen oder auch planktonischen Bakterien statt, die im Vergleich zum oralen Biofilm keine
vergleichbare Resistenz gegeniiber antimikrobiellen Einfliissen aufweisen. Aufgrund dessen konnen
Ergebnisse aus /n-vitro-Studien hiufig nicht in vivo bestitigt werden- sie finden allerdings Verwen-
dung fiir préklinische Versuchsreihen [53]. Im Rahmen von /n-situ-Modellen zur Untersuchung des
oralen Biofilms hat sich die Verwendung von humanen oder bovinen Schmelz- und Dentinpriitkdrpern
oder auch von Glaspriitkorpern etabliert, die tiber Kunststoffschienen in der Mundhohle platziert wer-
den [13,143]. Auf diese Weise konnen Biofilme direkt in der natiirlichen Umgebung der Mundhdhle
generiert werden [58]. Allerdings muss auch hier erwéhnt werden, dass die Reproduzierbarkeit durch
Unterschiede zwischen den Teilnehmenden eingeschrinkt ist [124], da sich Ernéhrungs- und Mundhy-
gieneverhalten sowie die immunologische Situation interindividuell stark unterscheiden. Wiinschens-
wert wire ein /n-vivo-Modell, bei dem die Proben direkt aus der Mundhohle entnommen oder ausge-
wertet werden konnte. Allerdings gestaltet sich eine Analyse der Ergebnisse aufgrund der hohen inter-

individuellen lokalen Variabilitit und unzureichender Biofilmmasse als duBBerst schwierig [117].

2.1.3 Biofilmkontrolle

Orale Mikroorganismen spielen sowohl fiir die allgemeine Gesundheit als auch fiir die Pathogenese
von Erkrankungen wie Karies, Gingivitis und Parodontitis eine wichtige Rolle. Besteht ein symbioti-
sches Gleichgewicht, haben die Bakterien neben ihrer Schutzfunktion eine positive Beziehung zum
Wirt. Bei einem Ungleichgewicht, bezeichnet als Dysbiose, kommt es jedoch zu einer Proliferation
pathogener Spezies. Auswirkungen konnen unter anderem die Entstehung von Karies, Gingivitis und
Parodontitis sein [76]. Diese Dysbiose ist sowohl durch einen Anstieg der Biofilmmenge als auch dem
vermehrten Auftreten pathogener Mikroorganismen gekennzeichnet. Ziel einer sinnvollen Biofilmkon-
trolle ist es daher, negative Entwicklungen durch eine quantitative Reduktion des Biofilms zu vermei-
den. Dies erfolgt vor allem durch die regelméBige Zahnreinigung und wird durch chemische Substan-
zen in Mundspiilungen und in Zahnpasten unterstiitzt [78]. Unter Plaquekontrolle versteht man die re-
gelmiBige Entfernung und Vorbeugung von Ansammlung von Biofilmen auf den Zdhnen und anderen
nicht-epithelialen Oberflidchen, wie z. B. Fiillungen, Implantaten oder Prothesen [133]. In der aktuel-
len S3-Leitlinie zum mechanischen Biofilmmanagement werden verschiedene Aspekte der Plaquekon-
trolle hervorgehoben. Fiir eine effektive Biofilmentfernung kann die Verwendung elektrischer Zahn-
biirsten empfohlen werden, die durch eine Interdentalraumreinigung, bevorzugt durch Zwischenraum-

biirsten, ergénzt werden soll. Fiir die Verwendung von Zahnpasta wird bisher kein zusétzlicher
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Einfluss zur mechanischen Plauqgereduktion durch die Zahnbiirste gesehen, sie wird aber aufgrund ka-
riespraventiver Aspekte, der Zufiithrung von Fluorid, und der Akzeptanz durch den Verbraucher, hier
werden der Geschmack und frischer Atem genannt, empfohlen [37]. Obwohl die mechanische Plaque-
kontrolle eine Schliisselrolle bei der Biofilmkontrolle spielt [142], sollte sie durch chemische Mittel
erginzt werden [38]. Zur Biofilmkontrolle gibt es viele antimikrobielle Wirkstoffe, die in Zahnpasten

oder Mundspiillosungen eingesetzt werden kdnnen [91].

2.1.4 Zahnpasten

Zahnpasten werden seit mehreren tausend Jahren genutzt. Es wird angenommen, dass die ersten For-
mulierungen 3000-5000 vor Christus aus Ochsenhufen, Myrrhe, Eierschalen und Bimsstein hergestellt
wurden. Etwa 1000 Jahre spéter fiigten die Perser Austernschalen mit Gips und Kréutern hinzu. Die
Romer waren anschlieBend die Ersten, die, wahrscheinlich um den Mundgeruch zu verbessern, Aro-
mastoffe hinzugaben. Das groBte Problem bei den antiken Zahnpasten scheint die hohe Abrasivitét
und der schlechte Geschmack gewesen zu sein. Im 18. Jahrhundert erfolgte dann die Entwicklung
durch Mediziner, Zahnirzte und Chemiker. Ein Durchbruch fiir die Kariespravention konnte 1956 er-
reicht werden, als die erste Zahnpasta mit Fluorid auf den internationalen Massenmarkt gebracht
wurde. Im Laufe der Jahre hat sich neben der Formulierung auch die Bioverfiigbarkeit von Fluoriden
verbessert und die Abrasivitit wurde reduziert [69]. Inzwischen sind Zahnpasten Kosmetikprodukte
fiir verschiedenste Anwendungsgebiete, wie beispielsweise zur Pravention von Karies, Gingivitis, Pa-
rodontitis und Erosionen sowie zur Linderung von Hypersensibilitédten. Dennoch scheint die Entwick-
lung noch nicht abgeschlossen zu sein. Eine Verbesserung, vor allem im Hinblick auf die Substantivi-
tét der aktiven Inhaltsstoffen wird angestrebt [84]. Ebenso werden 6kologische Aspekte in den Fokus

genommen.

Eine Einteilung der Inhaltsstoffe kann in inaktive und aktive Inhaltsstoffe erfolgen. Unter aktiven In-
haltsstoffen versteht man praventiv oder therapeutisch wirkende Mittel, die je nach Anwendungsgebiet
variieren und die in den folgenden Kapiteln genauer erldutert werden sollen. Zu den inaktiven Inhalts-
stoffen zdhlen Substanzen, die unter anderem fiir die Haltbarkeit, den Geschmack, die Rheologie, den
Abrieb, die Schiumung und die Farbe verantwortlich sind. Abrasionsstoffe gelten als traditionelle
Hilfsstoffe und tragen in zweiter Linie zur Rheologie bei. In der Produktion muss diesbeziiglich ein
Mittelweg zwischen guter Reinigungsféhigkeit und wenig Abrasion auf die Zahnhartsubstanz gefun-
den werden. Hier kommen hauptsichlich hydratisiertes Siliciumdioxid, Kalziumkarbonat, Dikalzi-
umphosphat-Dihydrat, Kalziumpyrophosphat, Natriummetaphosphat, Aluminiumoxid, Perlit, Nano-
Hydroxylapatit und Natriumkarbonat zum Einsatz. Um eine optimale Abrasionswirkung zu erzielen,
miissen die Partikelhérte, -form, -grofe, -grofenverteilung und -konzentration beriicksichtigt werden.
Tenside werden in der Zahnpasta ebenfalls eingesetzt, um eine schiumende Wirkung zu erzielen und

gleichzeitig eine intraorale Dispersion zu bewirken. Sie mizellieren hydrophobe Inhaltsstoffe, wie zum
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Beispiel Geschmacksstoffe, und kénnen anionisch, kationisch, nichtionisch oder amphoter vorliegen.
Der am héufigsten verwendete Vertreter ist Sodium Lauryl Sulfat (SLS), das ein anionisches Tensid
darstellt [84]. Neben den genannten positiven Effekten kann SLS bei Patienten mit rezidivierenden
aphthosen Ulzera negative Folgen haben, da es eine Abschuppung der Mundschleimhaut verursachen
kann. Studien haben gezeigt, dass die Verwendung von SLS-freier Zahnpasta bei diesen Patienten die
Anzahl und Dauer von Lisionen reduziert [5]. Dariiber hinaus kann das Tensid Desquamationen der
Mundschleimhaut verursachen, was zu einer aphtdsen Stomatitis fithren kann [50]. Aufgrund der po-
tenziell reizenden Wirkung dieses Tensids scheint es naheliegend Alternativen zu finden, die diese Ne-
benwirkungen nicht aufweisen. Eine genutzte Substanz ist hier das pflanzliche Saponin. Bei Saponi-
nen handelt es sich um Glykoside, die eine oder mehrere Zuckerketten enthalten, die an ein Triterpen-
oder Steroid-Aglykon-Geriist gebunden sind. In der Lebensmittel-, Kosmetik- und Pharmaindustrie
finden sie in zunehmendem MafBle Verwendung [36]. Im Vergleich zu SLS ist beim Einsatz von Sa-
poninen die schaumende Wirkung zwar geringer, jedoch kann die reizende Wirkung reduziert sein

[36].

Stoffe, die zur Aufrechterhaltung der Viskositdt und Rheologie eingesetzt werden, haben die Aufgabe,
durch Erzeugung einer Gelphase die Inhaltsstoffe der Zahnpasta zum einen gleichméfig zu verteilen
und zum anderen diese auch funktionsbereit zu halten. Sie sind fiir die FlieSfahigkeit und die Stabilitét
zusténdig. Die gebrauchlichsten Stoffe sind Carboxymethylcellulose, Hydroxymethylcellulose, Carra-
geenan und Xanthan. Zur Vermeidung von Verdunstung und Wasserabscheidung werden Feuchthalte-
mittel verarbeitet. Sie sorgen auBerdem fiir ein glattes und glinzendes Aussehen. Aufgrund der gerin-
gen Kosten und der guten Kompatibilitdt werden neben Wasser meistens Glycerin und Sorbitol einge-
setzt. Wasser dient daneben als wichtiges Losungsmittel fiir anorganische Wirkstofte, vor allem fiir
Fluoride. Fiir einen angenehmen Geschmack werden hiufig Minze, Krauter oder Zitrone eingesetzt,
die den Geschmack von Tensiden iiberdecken und fiir einen frischen Atem sorgen sollen. Daneben
werden zur Verbesserung des Geschmacks SiiBungsstoffe wie Natriumsaccharin eingesetzt. Fiir die
Akzeptanz von Verbrauchern ist neben dem Geschmack auch die Farbe der Zahnpasta wichtig. Ge-

wiinscht wird eine weile Zahnpasta, die oft mit verschiedenen Farbstreifen versehen wird [84].

In der folgenden Literaturiibersicht sollen die aktiven Inhaltsstoffe, die in den zu testenden Pasten ent-

halten sind, genauer erldutert werden.
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2.1.5 Chlorhexidin

Eines der wichtigsten Mittel fiir die Biofilmkontrolle ist das Polybiguanid Chlorhexidin (CHX). Es
wurde im 20. Jahrhundert bei der Suche nach einem Antimalariamittel dargestellt und stellte sich we-
nige Jahre spiter als antimikrobieller Wirkstoff heraus. Nach der 1970 verdffentlichten Studie, die
zeigte, dass CHX-Spiilungen die Biofilmbildung effektiv verhindern [85], erweiterte sich das Einsatz-
gebiet des Mittels im medizinischen, zahnmedizinischen und pharmazeutischen Bereich. CHX zéhlt zu
den kationischen Bisbiguaniden und ist eine starke Base. Es handelt sich um ein symmetrisches Mole-
kiil mit vier Chlorophenolringen und zwei Biguanidgruppen, die durch eine zentrale Hexamythelen-
briicke verbunden sind. CHX kann als Digluconat, Acetat oder in Form von Hydrochloridsalzen vor-
liegen. Bei physiologischem pH-Wert findet eine Dissoziation des Salzes statt und ein positives
Chlorhexidin-Dikation wird freigesetzt. Aufgrund seiner positiven Ladung kann CHX an negativ gela-
denen Oberfldchen binden und dadurch die Membranintegritét von Bakterien verdndern. Es bindet an
die Phospholipide der inneren Membran und kann die Permeabilitét herabsetzen, wodurch Verbindun-
gen mit niedrigem Molekulargewicht, wie etwa Kaliumionen, austreten konnen [93]. Je nach Konzent-
ration des Wirkstoffs kann eine bakteriostatische oder eine bakterizide Wirkung erzielt werden. Die
bakteriostatische Wirkung bei niedrigen Konzentrationen basiert auf der Verdanderung des osmotischen
Gleichgewichts der Bakterienzelle, wodurch die Freisetzung von Molekiilen mit geringem Gewicht
gefordert wird. Die bakterizide Wirkung bei hoheren Konzentrationen beruht auf der Féhigkeit, die
Permeabilitit der Zellmembran zu erhdhen, wodurch intrazelluldre Bestandteile wie Kalium freige-
setzt werden. Dadurch wird die Proteinstruktur der Zelle verdndert und die Zytoplasmamembran fallt
aus [131]. CHX ist wirksam gegen grampositive und gramnegative Bakterien sowie gegen Pilze und
fakultative Anaerobier [131]. Es kann auch mit anderen Substanzen mit negativ geladener Oberflache
interagieren, was zu einer Bindung mit Speichelproteinen fithren kann und somit die Bildung der Pelli-
kel stort. Dartiber hinaus kann CHX an die bereits gebildete Pellikel sowie an Hart- und Weichgewebe
binden. Die Wirkdauer betrdgt mehr als 12 h [92,93]. Die Wirkdauer einer Substanz in sifu wird als
Substantivitit bezeichnet und ist ausschlaggebend fiir die Effektivitét in situ [20].

Cl
NH NH

H H H Jk)k
N N N
T HOoN R

NH NH

Cl

Abbildung 1: chemische Struktur CHX (https://de.wikipedia.org/wiki/Chlorhexidin#/media/Da-
tei:Chlorhexidin.svg)

In der Zahnmedizin ist CHX vielseitig einsetzbar. Verwendet wird es beispielweise zur adjuvanten
Plaquekontrolle, zur postoperativen Biofilminhibition, fiir die Behandlung von Gingivitis und Paro-

dontitis, bei Patienten, die nicht fahig zu einer adédquaten Mundhygiene sind und bei Ulzerationen. Die
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Substanz kann in verschiedenen Formen angewendet werden, wie zum Beispiel in Mundspiilldsungen,
Sprays, Zahnpasten, Gelen, Lacken und in Trigern mit langsamer Freisetzung [93]. Nebenwirkungen
sind in zahlreichen Studien beschrieben worden. Am héiufigsten treten Verfarbungen, vor allem auf
der Zahnhartsubstanz approximal, bukkal, auf freiliegenden Wurzeloberflichen sowie auf Fiillungen
auf. Einige Patienten beméngeln den Geschmack der Substanz und beschreiben Geschmacksempfin-
dungsstdrungen sowie einen brennenden Mundraum und eine brennende Zunge. In Einzelféllen wer-

den Schmerzen sowie Schwellungen in der Mundhdhle beschrieben [47,48].

2.1.6 Aluminiumlactat

In den Zahnpasten der vorliegenden /n-situ-Studie ist jeder zu untersuchenden Zahnpasta neben CHX
auch Aluminiumlactat beigefiigt. Aluminiumlactat (CoHi5AlOy) ist ein Salz der Milchséure mit ei-
weilkoagulierenden, adstringierenden und himostatischen Eigenschaften [45]. Durch die Prizipitation
von Proteinen kann der adstringierende Effekt erklirt werden, wodurch die entziindete Gingiva kurz-
zeitig abschwillt und die Reinigung der zuvor von ihr bedeckten Zahnoberflichen ermdglicht wird.
[22]. Es wird vermutet, dass das Salz in der Lage ist, eine koagulierende Membran zu bilden, die die
Gingiva fiir eine kurze Zeit vor exogenen Reizen schiitzt [45]. Es gilt als entziindungshemmend und
schmerzstillend [51]. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass Aluminiumlactat in einer Kombina-
tionspaste mit CHX akute Gingivitiden und Parodontitiden bek&mpfen kann [75]. Dariiber hinaus be-
sitzt das Salz antimikrobielle Eigenschaften und zeigt eine Hemmung der initialen Biofilmbildung.
Insbesondere in Kombination mit CHX konnte eine signifikante Inhibition der Biofilmbildung festge-
stellt werden [82,129]. Neben diesen Eigenschaften kann Aluminiumlactat auch bei Hypersensibilita-
ten eingesetzt werden. Es kommt zur Ausféllung von EiweiBen in den Dentintubuli, sodass die Uber-
tragung des Reizes unterbrochen wird und somit eine Desensibilisierung tiberempfindlicher Zahnhilse

stattfindet [65].

2.1.7 Fluoride

Fluoride zdhlen zu den wichtigsten Substanzen in Mundhygieneprodukten. Sie sind maBgeblich fiir
den weltweit zu beobachtenden Riickgang der Kariespravalenz verantwortlich [19]. Fluoride sind
Salze der Fluorwasserstoffsdure und treten sowohl in der Umwelt als auch in jedem Organismus auf
[136]. Ein bedeutender Meilenstein fiir ihre Anwendung bei der Kariesprophylaxe in Zahnpasten kann
ins 20 Jahrhundert datiert werden, als die erste fluoridierte Zahnpasta hochstwahrscheinlich 1955 in
Amerika von Procter& Gambel verkauft wurde. Die positive Wirkung von Fluoriden fiir die Kari-
espravention konnte in klinischen Studien nachgewiesen werden. Im Vergleich zu nicht fluoridhalti-
gen Zahnpasten konnte sowohl bei Zéhnen der 1. Dentition als auch bei Zdhnen der 2. Dentition eine
Verringerung des Auftretens neuer Karies beobachtet werden [134]. Fluoride kdnnen in verschiedenen
Formen in Zahnpasten enthalten sein. Man unterscheidet ionisch gebundenes Fluorid und kovalent ge-

bundenes Fluorid, wobei man die ionischen Verbindungen nochmals in anorganisch und organisch
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unterteilen kann. Natrium- und Zinnfluorid kann zum anorganischen eingruppiert werden, Aminfluo-
rid z&hlt zum organischen Fluorid. Zum kovalent gebundenen Fluorid zdhlt Natriummonofluorphos-
phat [7,84,141]. Liegt in dentalen Biofilmen ein Ungleichgewicht zwischen De- und Remineralisie-
rung vor und die Demineralisierung iiberwiegt, resultiert ein Herausldsen von Anteilen des Zahn-
schmelzes. Das Gleichgewicht wird durch das Hinzufiigen von Fluorid-, Calcium- und Phosphationen

in Richtung der Remineralisation beeinflusst [84].

Wird beim Zdhneputzen eine Zahnpaste mit Fluorid verwendet, wird das Fluorid in den Speichel frei-
gesetzt und diffundiert sowohl in die Pellikel und mikrobielle Biofilme, als auch in die Zahnhartsub-
stanzen und in die Mundschleimhaut. In Zahnpasten wird Natriumfluorid, Zinnfluorid oder Aminfluo-
rid zugesetzt [107]. Eine wichtige Rolle bei den De- und Remineralisationsprozessen spielt der pH-
Wert. Ist die Sdureproduktion in der Plaque nach Nahrungsaufnahme erhoht, senkt sich durch die er-
niedrigten Calcium- und Phosphatkonzentrationen der pH-Wert. Fluorapatit, das nach Fluoridzufuhr
gebildet wird, ist bis zu einem pH-Wert von 4,7 stabil und kann im sauren Milieu schneller gebildet

werden als Calciumphosphat, was die Grundlage fiir die Remineralisierung mit Fluorid darstellt [7].

2.1.8 Hydroxylapatit (HAP)

Obwohl Behandlungen mit Fluoriden den besténdigsten Nutzen bei der Verhinderung von Kariesent-
stehung und der Remineralisierung von Anfangsldsionen zu haben scheinen, ist mittlerweile die Wirk-
samkeit von weiteren Stoffen fiir die Kariespravention untersucht worden [8]. Die Wirkung von Fluo-
riden wird als Goldstandart angesehen, an denen andere Remineralisierungssysteme gemessen werden
[7]. Obwohl in-situ-Studien in der Vergangenheit gezeigt haben, dass Hydroxylapatit eine Reminerali-
sierung von Initialkaries bewirken und Demineralisation verhindern kann [8], wird die kariesprotek-
tive Wirkung der Substanz in Frage gestellt. Es gibt mehrere Studien und Metaanalysen, die die Wir-
kung von Fluoriden mit der von Hydroxylapatit (HAP) vergleichen. In der aktuellen Meta-Analyse
von Wierichs et al. konnte keine Evidenz fiir die Wirksamkeit von Nano-HAP gefunden werden [138],
jedoch wird in den Ubersichtsarbeiten von Anil et al. und Limeback et al. die positive Wirkung von
Hydroxylapatit hervorgehoben. Nach Anil et al. berichten die meisten der untersuchten Studien iiber
eine Vielzahl von therapeutischen und praventiven Effekten im Hinblick auf die Remineralisation,
eine verminderte Demineralisation und die Kariespravention [9]. Auch Limeback et al. behaupten eine

geringere Kariesinzidenz durch Hydroxylapatit, insbesondere bei Kindern [83].

Hydroxylapatit ist ein Mineral mit hexagonaler Kristallstruktur und der Summenformel
Ca5(OH)(PO4)3 [108], das neben Hydroxid-lIonen auch Calcium- und Phosphat Ionen enthilt und im
menschlichen Korper Bestandteil von Zdhnen und Knochen ist [55]. Als Nanopartikel mit einer GroBe
von etwa 20 nm kann es sowohl mit der Schmelzoberfldche als auch mit den Mikroorganismen intera-
gieren [59,62,71]. Hydroxylapatit hat das Potential, den Zahn zu remineralisieren [67,71], wobei eine
Konzentration von 10 % HAP in Zahnpasten optimal zu sein scheint [68]. Nano-HAP ist klein genug,

-12 -



Einleitung

um mit der Bakterienmembran zu interagieren und es konnten antiadhésive Eigenschaften nachgewie-
sen werden [59]. Sowohl mit 5 %igem als auch mit 8 %igem Hydroxylapatit konnte eine signifikant
reduzierte Biofilmbildung und Biofilmreduktion aufgezeigt werden [82,101]. Die Kristalle liegen in
Form von Prismen vor und sind etwa 100-1000 nm lang, 68 nm breit und 26 nm dick. 1970 wurde es
erstmals von der NASA bei Astronauten eingesetzt, die durch die Schwerkraft Mineralien aus Kno-
chen und Zéhnen verloren hatten. In Japan sind Zahnpasten mit Hydroxylapatit seit 1980 auf dem
Markt und es wurde 1993 als antikaridses Mittel deklariert [26]. Erst 2006 wurde in Europa eine Zahn-
pasta mit HAP auf den Markt gebracht. Da Hydroxylapatit im menschlichen Kérper vorliegt und eine
funktionelle Ahnlichkeit mit Zihnen und Knochen aufweist, ist das Material sehr biokompatibel, was
fiir medizinische Anwendungen von gro3em Interesse ist. Neben der Verwendung in der Chirurgie zur
Auffiillung von Knochendefekten, wird es in der Zahnmedizin zur Férderung der Remineralisation
eingesetzt. Es kann in Form von Nanopartikeln mit einer Gréfie von 0,1-100 nm zum Einsatz kommen

oder in Mikrocluster Form vorliegen [26,71].

2.1.9 Kaliumchlorid

Kaliumchlorid ist das Kaliumsalz der Salzsidure und wird in der Zahnmedizin hauptséchlich in Zahn-
pasten zur Behandlung von tiberempfindlichen Z&hnen angewendet. Zur Behandlung von Dentinhy-
persensibilitdt existieren zwei Ansétze: die Blockierung der Nervenreaktion oder die Okklusion der
Dentintubuli [11]. Kaliumchlorid wirkt, indem es entlang der Tubuli zur Pulpa diffundiert und dort die
Reaktion der A-beta und A-delta Fasern unterdriickt [2]. In vielen Studien wird eine signifikante Re-
duktion der Hypersensibilitét postuliert. Es konnte bestétigt werden, dass Kaliumchlorid zu einer Ver-
ringerung der Sensibilitét fithrt und die Empfindlichkeit gegeniiber Beriihrungs- und Luftreizen herab-
setzt [31,94,104].

2.1.10 Strontiumacetat

Neben Kaliumchlorid wird in der Zahnmedizin Strontiumacetat zur Behandlung von Dentinhypersen-
sibilitdten eingesetzt. Strontiumacetat ist das Strontiumsalz der Essigsdure und seine Wirkung beruht
auf der Tubulusokklusion, die sich in mehreren Studien bestitigt hat. Eine Studie, die die Rasterelekt-
ronenmikroskopie mit zusitzlicher EDX-Analyse nutzte, konnte lediglich das Vorhandensein von
Strontium in den Tubuli feststellen, jedoch keine Tubulusokklusion [2]. Eine Metaanalyse von Griin-
berg et al. bestitigt die Wirksamkeit von Strontiumacetat. Der Wirkstoff kann die Dentinhypersensibi-
litdt signifikant reduzieren und somit eine Schmerzlinderung bewirken. Bei Vorliegen von Dentiniiber-
empfindlichkeit wird eine tdgliche Anwendung von Strontiumacetat empfohlen [52]. Eine weitere
Ubersichtsarbeit bestitigte ebenfalls eine Verbesserung bei Luftapplikation, des Tastgefiihls und der

selbst gerichteten Messungen durch die Anwendung von Strontiumacetat [110].
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2.1.11 Papain/Bromelain

Papain und Bromelain sind aus Friichten gewonnene Enzyme, die seit Jahrzehnten in der Medizin ein-
gesetzt werden. In der Zahnmedizin werden sie unter anderem als Weifimacher in Zahnpasten verwen-
det [72,73]. Bromelain ist eine Cysteinprotease und wird aus der Schale oder dem Stamm der Ananas
gewonnen [33]. Es wurde 1891 entdeckt und ist in der Lage, die Spaltung von Proteinen in Aminoséu-
ren zu katalysieren. Es besitzt fibrinolytische, antithrombotische, entziindungshemmende und antidde-
matOse Eigenschaften und hat zahlreiche Anwendungen im zahnmedizinischen und medizinischen Be-
reich. Im medizinischen Bereich kann es zur Behandlung von Sinusitis, Bronchitis, Angina pectoris,
chirurgischen Traumata, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Diarrhoe und Arthrose eingesetzt werden [25].
In der Zahnmedizin wurde es zunichst zur Uberkappung der Pulpa und als Medikament in der Endo-
dontologie eingesetzt. Heute wird es allerdings hauptsédchlich Zahnpasten zugesetzt, um einen Blei-
cheffekt zu erzielen und um sich die entziindungshemmende Wirkung zu Nutze zu machen [3,72]. Au-
Berdem wird es nach Entfernung von Weisheitszihnen zur Reduktion von Schmerzen, Schwellungen

und Entziindungen empfohlen [105].

Papain ist ein Enzym, das aus der Papayafrucht, genauer gesagt aus dem Milchsaft der Frucht, gewon-
nen wird. Es gehort als pflanzliches, proteolytisches Enzym zur Familie der Cysteinproteasen und
kann organische Molekiile aus Aminoséuren spalten. In der Medizin wird es seit langem zur Behand-
lung von Sportverletzungen, Traumata und Allergien eingesetzt [39]. Papain wirkt analgetisch und
entziindungshemmend und kann bei Sinusitis und Kopfschmerzen eingesetzt werden [89]. In der
Zahnmedizin wird in einigen Studien berichtet, dass Papain fiir biochemische oder chemomechanische

Dentinexkavationsverfahren eingesetzt werden kann [86,109].

2.1.12 Hyaluronsdure

Hyaluronsaure (HA) ist ein hochmolekulares Glykosaminoglykan mit einem Molekulargewicht von
4.000-20.000.000 Da, das natiirlicherweise als Bestandteil der extrazelluldren Membran von Bindege-
webe, Synovialfliissigkeit und anderen Geweben vorkommt. Es handelt sich um eine makromoleku-
lare Kette von Disacchariduntereinheiten, die aus Glucuronsédure und N-Acetylglucosamin bestehen

[23].

Hyaluronsaure wird seit vielen Jahren in der Medizin, Pharmakologie und Kosmetik eingesetzt. In der
Dermatologie findet der Wirkstoff Anwendung als Dermalfiller, in der Chirurgie zur Verhinderung
von Narbenbildung und zur Verbesserung der Wundheilung. In der Orthopéadie kann Hyaluronséure
zur Behandlung von Arthrose und rheumatischer Arthritis angewendet werden. In der Zahnmedizin
findet HA hauptsédchlich Anwendung in der Parodontologie. Neben der entziindungshemmenden Wir-
kung hat der Wirkstoff auch antiddematdse und antioxidative Eigenschaften. Hyaluronsaure ist in der
Lage, Prostaglandine, Metalloproteinasen und andere bioaktive Molekiile zu binden, was die entziin-

dungshemmende Wirkung erklért. Durch die intra- und extrazelluldre Interaktion kann die
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Hyaluronsaure mit Wachstumsfaktoren interagieren und somit den osmotischen Druck regulieren,
wodurch die strukturelle und homdostatische Integritit des Gewebes erhalten wird. Zusétzlich ist HA
in der Lage, reaktive Sauerstoffspezies abzufangen und als Antioxidans durch die Stabilisierung des
Gewebes zu wirken [30]. Verschiedene Studien belegen den positiven Effekt der Hyaluronsdure in der
Parodontologie bei der Behandlung von Patienten mit Gingivitis und Parodontitis. In einer In-vitro-
Studie wurde gezeigt, dass HA sowohl die Biofilmbildung als auch das Wachstum von Porphyromas
gingivalis, einem der Schliisselkeime von parodontalen Erkrankungen, in &hnlichem Mafe unterdrii-
cken kann wie CHX [4]. Bei Patienten mit parodontalen Erkrankungen konnten in frithen Stadien die
Anwesenheit von niedermolekularem HA festgestellt werden, das Gewebeschédigungen signalisieren
und somit Immunzellen mobilisieren kann. Im Gegensatz dazu kann hochmolekulares Hyaluron die
Immunreaktion unterdriicken und starke Entziindungen hemmen [23]. In anderen Studien wurde ge-
zeigt, dass die zusitzliche Verabreichung von Hyaluron in Form von Gel nicht nur zu einer Verbesse-
rung der Gingivitis [70], sondern auch zu einer Reduzierung verschiedener Scores, wie Blutung auf
Sondierung, Sondierungstiefen oder klinischem Attachmentverlust nach der subgingivalen Reinigung

fithren kann [115].

2.2 Ziel der Arbeit / Fragestellung

Ziel der vorliegenden Studie war es, mit Hilfe eines /n-situ-Biofilmmodells die Wirkung verschiede-
ner Zahnpasten in Form von wiéssrigen Suspensionen auf die Bildung und die Vitalitdt von intraoralen
Biofilmen zu untersuchen. Neben CHX und Aluminiumlactat waren den Zahnpasten zusétzliche Wirk-
stoffe, wie Hydroxylapatit, Bromelain, Papain, Strontiumacetat und Kaliumchlorid beigefiigt, wobei
gepriift werden sollte, ob hier auch eine zusétzliche Hemmung der Biofilmbildung oder Verénderun-
gen der Biofilmvitalitét resultieren. Die Untersuchung konzentrierte sich auf die Biofilmneubildung
und die Biofilmvitalitdt durch Anwendung von Suspensionen der Zahnpasten. Die Anwendung als
Suspension sollte zum einen eine kontrollierte Konzentration der Substanzen sicherstellen und zum
anderen die Wirkung des Putzens der Zéhne vermeiden, da bisher kaum Studien zur antimikrobiellen
Aktivitdt von Zahnpasten in der Mundhdhle vorliegen. Als Negativkontrollen wurden Wasser und eine
Basis-Paste ohne aktive Wirkstoffe genutzt. Die Auswertung sollte neben der Fluoreszenzmikroskopie
zur Bestimmung der Bedeckung und Vitalitét jedes Priitkdrpers um die Rasterelektronenmikroskopie

zur genaueren morphologischen Beschreibung der Bakterien und des Biofilms erweitert werden.
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3 Material und Methode

3.1 Teilnehmende Personen

Bei den Teilnehmenden handelte es sich um 3 Frauen und 3 Ménner (n=6) mit einem Altersmedian
von 25,5 und einer Range von 31, die im zahnmedizinischen Bereich tétig sind. Die Testpersonen wa-
ren entweder Studierende der Zahnmedizin oder Mitarbeitende der Klinik fiir Zahnerhaltung des Uni-
versitdtsklinikum des Saarlandes. Sie wiesen eine gute Mundhygiene und einen unauffalligen allge-
meinen Gesundheitszustand auf. Bei allen Probanden lagen ein kariesfreies Gebiss und gesunde paro-

dontale Zusténde vor. Eine Antibiotikagabe in den letzten 6 Monaten konnte ausgeschlossen werden.

Die Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes genehmigte das Versuchsprotokoll und er-
klarte, dass weder berufsrechtliche noch ethische Bedenken gegen die Studie bestehen (Ethikvotum
Kenn.-Nr. 101/22, erweitert Kenn.-Nr. 198/22).

3.2 Herstellung der Schienen

Nach einer Alginatabformung im Oberkiefer wurde ein Gipsmodell zur Herstellung der Schienen an-
gefertigt. Mit Hilfe von Tiefziehfolien (Scheu-Dental, Iserlohn, Deutschland, Mafie: 125 mm x 125
mm x 1 mm) und Tiefziehgeriten (Erkopress ES 2004, Erkodent GmbH, Pfalzgrafenweiler, Deutsch-
land) wurden anschlieBend die Schienen aus Kunststoff hergestellt. Sie wurden jeweils fiir den 1. und
2. Quadranten mit einer Ausdehnung vom 1. Primolar bis zum 2. Molar beidseitig angepasst, um den
Tragekomfort zu erhdhen und weder die Phonetik noch die Asthetik einzuschrinken. Zur besseren Re-
tention des spéter aufzutragenden Silikons wurden zusétzlich Retentionsperforationen bukkal ange-

bracht.

3.3 Herstellung der Priitkorper

Grundlage der Schmelzpriifkdrper stellten bovine Zéhne dar. Hergestellt wurden diese nach Extraktion
unterer Frontzidhne der 2. Dentition von Rindern des Schlachthofes in Zweibriicken. Hierbei wurden
nur die Labialflachen verwendet, aus denen mit einer Trennschleifmaschine (Woco 50, Conrad
GmbH, Clausthal-Zellerfeld, Deutschland) rechteckige Rohlinge zurechtgeschnitten wurden. Diese
wurden anschlieSend mit einer Nassschleifmaschine (Phoenix 3000 Variable Speed Grinder-Polisher,
[llinois, USA) und Schleifpapier (wasserfestes Silikon-Carbid-Schleifpapier 240 Grit — 2500 Grit,
Buehler, Diisseldorf, Deutschland) bearbeitet. Fiir die Form der Priifkérper wurde eine rechteckige
Form mit einer Lénge von ca. 5 mm und einer Mindestschichtstidrke von 1 mm gewéhlt. So konnte ei-
nerseits die Retention im Silikon und andererseits eine leichtere Handhabung mit der Pinzette gewéhr-
leistet werden. AnschlieBend erfolgte eine Politur mit Schleifpapier in aufsteigender Kérnung bis

P2500. Zur Beurteilung der Probenoberfldche wurde das Lichtmikroskop (Zoom-Stereomikroskope
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SMZ 140, Motic GmbH, Wetzlar, Deutschland) mit 10facher Vergroferung eingesetzt. Wurden Priif-
korper auf Vorrat hergestellt, erfolgte eine Lagerung in 0,1 %iger Thymol Losung (Apotheke des Uni-
versititsklinikums des Saarlandes, Homburg, Deutschland) bei 4 C°. Unmittelbar vor der Verwendung
fiir die Versuche wurden sie erneut mit P2500 Kérmung aufpoliert. Anschlieend fand, anhand eines
Reinigungsprotokolls, eine Reinigung und Desinfektion statt. Die Priifkdrper wurden 3 min lang in
3%iger Natriumhypochlorit- Losung (DAC 500ml, Hedinger, Stuttgart, Deutschland) auf einem Wipp-
schiittler (Rocky®, Labortechnik Frobel GmbH, Lindau, Deutschland) gereinigt. Nach anschlieBen-
dem Abspiilen unter flieBendem Wasser kamen die Priifkorper fiir 5 min in demineralisiertes Wasser
in einem Ultraschallbad (Sonorex RK 100 H, Bandelin, Berlin, Deutschland). Danach erfolgte die
Desinfektion mit 70 %igem Isopropylalkohol fiir 15 min auf dem Wippschiittler. Nach anschlieen-
dem Spiilen mit sterilem Wasser wurden die Priifkorper fiir mindestens 6 h bei 4 °C in sterilem Wasser
gelagert. Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurden die Priifkérper mittels Silikon (President light
body, Coltene/Whaledent GmbH und Co.KG, Langenau, Deutschland) auf die zuvor gereinigte und

desinfizierte Schiene aufgebracht. Je Quadrant wurden jeweils 2 Priifkorper bukkal fixiert.

Abbildung 2: Darstellung einer Schiene mit angebrachten Schmelzpriifkérpern im ersten und zweiten
Quadranten mit Ausrichtung der polierten Schmelzoberfliche nach bukkal. Je Quadrant wurden jeweils
zwei Priifkérper mit Silikon angebracht.

3.4 Prufsubstanzen

Die Teilnehmenden spiilten mit insgesamt 7 Suspensionen. Wasser und CHX (Chlorhexidin 0,2%-
digluconat Losung, Apotheke des Universititsklinikums des Saarlandes, Homburg, Deutschland) dien-
ten als Negativ- und Positivkontrollen und wurden als gebrauchsfertige Substanzen bereitgestellt. Die
restlichen 5 Testsubstanzen stellte die Firma Dr. Theis Naturwaren GmbH in Form von Zahnpasten
zur Verfligung. Fiir die Versuche wurde aus den Zahnpasten eine Suspension zum Spiilen mittels Vor-
texer (Vibrationsschiittler Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Inc., New York, USA) aus je 0,5 g
Paste und 2 ml sterilem Wasser hergestellt, um die Verdiinnung der Zahnpasta durch den Speichel

wihrend des Putzens zu simulieren.
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In der folgenden Tabelle sind die Zahnpasten mit den Inhaltsstoffen aufgelistet.

Tabelle 1: In der Studie genutzte Losungen und Zahnpasten

Paste

Abkiirzung

Bestandteile mit prozentualem Anteil

Steriles Wasser

Wasser

STD-P

Basispaste Basis-Paste/ Wasser, Polyethylenglykol (PEG) 32, Sorbitol
B-P (14 %), Hydroxyethylcellulose, Silicium, Titan-
dioxid, Sodium Lauryl Sulfat (SLS)
Chlorhexidin (CHX) CHX CHX (0,2 %)
Lacalut aktiv Standard-Paste/ Natriumfluorid 1500 ppm,  Aluminiumlactat

(0,8 %), CHX (0,05 %), Poloxamer, Aroma,
Menthol, Sorbitlosung (21 %), Hydroxyethylcel-

lulose, Silicium, Titandioxid, SLS, Natronlauge

Lacalut  Zahnfleischschutz | Sensitiv-Paste/ Natriumfluorid 1450 ppm, Aluminiumlactat
und Sensitivitét S-p (0,8 %), CHX (0,05 %), Strontiumacetat (2 %),
Kaliumchlorid (3 %), Poloxamer, Aroma, Men-
thol, Sorbitlosung (21 %), Hydroxyethylcellu-

lose, Silicium, SLS
Lacalut  Zahnfleischschutz | Hydroxylapatit- Natriumfluorid, Olaflur 1450 ppm, Aluminium-
und gesunder Zahnschmelz Paste/ lactat (0,8 %), CHX (0,05 %), Hydroxylapatit
HAP-P (5 %), Xylitol, Calciumglycerophosphat, Saccha-

rin Natrium, Poloxamer, Aroma, Menthol, Sor-
bitlosung (17,5 %), Hydroxyethylcellulose, Sili-
cum, SLS

Lacalut Zahnfleischschutz

und sanftes weil}

Enzym-Paste/

ENZ-P

Natriumfluorid 1450 ppm,  Aluminiumlactat
(0,8 %), CHX (0,05%), EDTA,
(0,012 %), Bromelain (0,05 %), Calciumglycero-

Papain

phosphat, Hyaluronsdure (0,2 %), Magnesium-
hydrogencitrat, Poloxamer, Aroma, Menthol,
Sorbitldsung (21 %), Silicium, Xanthan Gum, Ti-

tandioxid, Natronlauge, SLS
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3.5 Versuchsaufbau

Fiir die Versuchsreihe mussten die Teilnehmenden 7 Zyklen durchlaufen. Zwischen den jeweiligen
Zyklen wurde eine Auswaschphase von 14 Tagen gewéhrleistet. Ein Tragezyklus belief sich auf 48 h,
in der die Testpersonen mit der jeweiligen Spiilsuspension oder Losung in bestimmten Zeitabstdnden
fiir jeweils 60 s spiilen musste (Tabelle 2). Wéhrend der Spiilzeit verblieb die Schiene in der Mund-
hohle. Beim Essen und Trinken, mit Ausnahme des Wassertrinkens, wurde die Schiene in einem
feuchten Milieu gelagert und 30 min nach Nahrungsaufnahme wieder eingesetzt. Wéhrend der gesam-
ten Tragezeit wurde auf weitere Zahnpasta oder Mundspiillosungen verzichtet. Lediglich das Zahne-
putzen mit Wasser war gestattet. Nach der Tragedauer von 48 h wurden die Schienen aus der Mund-
hohle entfernt und die Priitkdrper vorsichtig mit einer Pinzette abgeldst. Zur Vorbereitung fiir die Aus-
wertung wurden die Priifkérper mit destilliertem Wasser abgespriiht, um Speichel und nicht adhérente
Zellen von der Oberfliche zu entfernen. Anschlieend konnten die Proben fiir die Auswertungen vor-

bereitet werden.

Tabelle 2: Spiilprotokoll

Spiilung (fiir jeweils 60 s) Zeitpunkt (t in h)
Einsetzen der Schiene 0

Spiilung 1 0,5

Spiilung 2 12

Spiilung 3 24

Spiilung 4 36

Entnahme der Priifkorper 48

3.6 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Darstellung des Biofilms und zur Beurteilung der Bedeckung und der Biofilm-Vitalitit wurde ein
Fluoreszenzmikroskop (Axio Skop, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) verwendet. Die Priif-
korper wurden mit dem LIVE/DEAD® BacLight™ Kit (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA) mit zwei verschiedenen Farbstoffen gefarbt. Bei den Farbstoffen handelt es sich zum
einen um Propidium-Ilodid (PI) und zum anderen um SYTO 9. Beide Farbstoffe sind in der Lage Nuk-
leinséuren anzufdarben, unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihrer spektralen Eigenschaften und ihrer
Féhigkeit in die zytoplasmatische Membran einzudringen. PI ist ein rot fluoreszierender Farbstoff, der
Nukleinséuren anfarbt und in Zellen mit geschéddigter Membran eindringt. SYTO 9 ist hingegen griin

fluoreszierend und kann sowohl Bakterien mit intakter als auch Bakterien mit geschadigter Membran
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durchdringen. Liegen beide Farbstoffe in einer Zelle vor, verdréngt PI das SYTO9 aufgrund der héhe-
ren Affinitdt zu Nukleinséuren. Folglich lassen sich so die Bakterien mit intakter Membran griin und
Bakterien mit geschddigter Membran rot darstellen [16]. Somit werden griin fluoreszierende Bakterien
als vital, rot fluoreszierende als avital bewertet. Es ist mdglich, die einzelnen Stammldsungen bis zu
einem Jahr lichtgeschiitzt bei -20 °C zu lagern. Die Féarbelosung wird hergestellt, indem 1 pl SYTO9
und 1 pl Propidium Iodid des LIVE/DEAD® BacLight™ bacterial viability kit mit 1000 pl Natrium-
chloridlosung (0.9 %) unter Verwendung eines Riittlers vermischt werden. Dieser Ansatz kann einen

Monat lang bei 4 °C in einem lichtundurchlédssigen Behiltnis aufbewahrt werden.

Nach dem Abspriihen mit destilliertem Wasser wurden die Priifkérper in einer feuchten Kammer zwi-
schengelagert. Die feuchte Kammer in einer Mikrotiterplatte wurde mit einem staubfreien, mit destil-
liertem Wasser befeuchteten Prazisionstuch (Kimtech® Science Prizisionstiicher, USA) vorbereitet.
Nach dem Abtupfen der Priifkérper wurden unter einem Lichtmikroskop mit 10-facher Vergroferung
Markierungen fiir die spitere Auswertung angebracht. Nach dem Anféarben der Priifkorper mit 10 pl
der Farbelosung mussten diese mindestens 10 min in einer Dunkelkammer inkubiert werden. Nach den
10 min konnte die Fiarbeldsung mit einem Prézisionstuch abgetupft und in NaCl (0,9 %) geschwenkt
werden, um die restliche Farbelosung zu entfernen. Nach erneutem Trocknen konnte die Probe parallel
zum Boden auf eine Kugel Putty Paste (Optosil® Comfort Putty, Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland) gelegt werden, die auf einem Objekttriger (Leit-Taps, Art. Nr. G3347, Plano, Wetzlar,
Deutschland) aufgebracht war. AnschlieBend wurde 5 pl Mounting Oil des BacLightTM bacterial via-
bility kit (Artikelnummer L.17012, Molecular Probes, Eugene, USA) auf die Oberflache aufgetragen

und mit einem Deckglas abgedeckt.

Die Analyse der Priifkorper erfolgte mit dem Programm Axio Imager M2 (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena, Deutschland). Zur Darstellung der lebenden und toten Zellen wurden nacheinander zwei
verschiedene Lichtfilter verwendet. Fiir die Anregung von SYTO 9 wurde Licht mit einer Wellenlédnge
von 485 nm erzeugt, die Emission erfolgte bei 500 nm. Fiir das Propidiumiodid wurde Licht mit einer
Wellenldnge von 535 nm benétigt fiir eine Emission bei 617 nm. Pro Priifkdrper wurden, anhand der
vorher angefertigten Markierung, 6 Bilder bei einer 1000-fachen VergréBerung aufgenommen und ge-
speichert. Zur Analyse der angefertigten Bilder wurde unter anderem das Programm ImageJ (Image J
1.52, NIH, Bethesda, Maryland, USA) herangezogen. Vor der Auswertung wurden sowohl Epithelzel-
len als auch die Eigenfluoreszenz der Priifkorper, in diesem Fall Schmelzprismen, beachtet und manu-
ell mit Image J ausgeschnitten. Das Programm ermdglicht die Bestimmung der Bedeckung und der Vi-
talitdt durch Berechnung der Pixel. Fiir die Bedeckung wurde nach der Bestimmung der Gesamtflache
die von Bakterien besiedelte Fliche ermittelt. Die Bedeckung wurde dann durch die Berechnung des
Anteils der ausgewihlten Fliche an der Gesamtheit bestimmt. Zur Bestimmung der Biofilm-Vitalitét

wurden sowohl der rote als auch der griine Kanal in der Grauskala gespeichert und anschlieBend tiber
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Image J ausgewertet. Nach Bestimmung des Gesamtwertes beider Kanéle wurde der prozentuale An-

teil der Vitalitit ermittelt.

Neben der Analyse mit Image J wurde als Kontrollmethode ein etabliertes Scoringsystem zur weiteren
Analyse der Bedeckung und Vitalitét verwendet. Die Quantifizierung der Biofilmmenge erfolgte an-
hand einer Skala von 1-6, die sich an den Phasen der Biofilmbildung orientiert. Score 1 steht dabei fiir
Pellikelschichten mit nur verstreut anhaftenden Mikroorganismen. Score 2, 3 und 4 fiir eine geringe
mikrobielle Besiedlung und Score 5 und 6 fiir etablierte Biofilme mit ausgeprégter Struktur und einer
hohen Dichte an Mikroorganismen. Jedem Priifkérper konnten aufgrund der 6 aufgenommenen Auf-

nahmen jeweils 6 Score-Werte, zugeordnet werden, siche Tabelle 3 [118].

Tabelle 3: Klassifikation zur Bestimmung der In-situ-Bedeckung von Priifkorpern mit oralen Biofilmen

Score 1 Score 2 Score 3

Separat verteilte, einzelne Bak- | Isolierte Bakterienagglomerate | Inselférmige Bakterienagglo-

terien (n<100 Bakterien) merate (n>1000 Bakterien)

Score 4 Score 5 Score 6

Bakterienkolonien, die anné- Bakterienkolonien, die mehr Mehrschichtiger bakterieller
hernd 50 % der Oberfldache be- | als 50 % der Oberfliache bede- | Biofilm, der mind. 90 % der
decken oder groB3e, mehr- cken gesamten Oberfldche bedeckt

schichtige Agglomerate
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Zur Vitalititsbestimmung wurde ebenfalls eine Klassifikation mit 5 Kategorien gewihlt, die sich an

dem Verhiltnis von roter zu griiner Fluoreszenz orientiert. Auch hier wurden jedem Priifkérper 6

Score-Werte zugeordnet [118].

Tabelle 4: Klassifikation zur Bestimmung der Vitalfluoreszenz von oralen In-situ-Biofilmen

Score 1

Score 2

Score 3

Hauptséchlich rote Fluores-

zenz,

Verhiltnis zwischen roter zu
griiner Fluoreszenz 90:10 oder

hoher

Mehr rote Fluoreszenz,

Verhiltnis zwischen roter und
griiner Fluoreszenz 75:25 oder

hoher

Verhéltnis zwischen roter und

griiner Fluoreszenz etwa 50:50

Score 4

Score 5

Mehr griine Fluoreszenz,

Verhiltnis zwischen griiner
und roter Fluoreszenz 75:25

oder hoher

Hauptséchlich griine Fluores-

zenz,

Verhiltnis zwischen griiner zu
roter Fluoreszenz 90:10 oder

hoher
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3.7 Rasterelektronenmikroskopie

Zur Verifizierung der Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie und zur Beurteilung der Morphologie
des adhérenten Biofilms wurde zusétzlich die Rasterelektronenmikroskopie (REM) herangezogen. Zur
Analyse der Priifkdrper mussten diese fixiert, gewaschen, dehydriert und getrocknet werden (siche Ta-
belle 5). Nach dem Tragen wurden die Priifkorper mit destilliertem Wasser abgespriiht und in vorbe-
reiteten Mikrotiterplatten gelagert. Zunéchst fand eine Fixierung in 2 %igem Glutaraldehyd in 0,1 M
Cacodylatpuffer flir mindestens eine Stunde bei 4 °C mit Verdunstungsschutz statt. AnschlieBend wur-
den die Priifkorper dreimal fiir jeweils 10 min mit 0,1 M Cacodylatpuffer bei Raumtemperatur gewa-
schen. Nachfolgend fand die Dehydrierung mittels aufsteigender Alkoholreihe ebenfalls bei Raumtem-
peratur statt. Nach der Entwésserung mussten die Priifkorper im Abzug tliber Nacht trocknen und
konnten danach auf die Rasterteller zur Auswertung aufgebracht werden. Zur Fixierung auf den Tel-
lern wurde eine leitfahige Klebefolie aus Aluminium (Leit- Tabs, Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland)

aufgebracht und anschlieBend fand eine Beschichtung mit Kohlenstoff statt.

Tabelle 5: Vorbereitung der Priifkorper fiir die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung (REM).

Arbeitsschritt Zeit Chemikalien
Fixierung mind. 1 hbei 4 °C | 1 ml Fixierldsung (2 % Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylat-
pufter)
Waschung 3x 10 min 1 ml 0,1 M Cacodylatpuffer bei Raumtemperatur
Entwisserung 2x 5 min 50 % EtOH (vergillt)
1x5 min 70 % EtOH (vergillt)
1x5 min 80 % EtOH (vergillt)
1x5 min 90 % EtOH (vergillt)
2x10 min 100 % EtOH (nicht vergillt)
Trocknung iiber Nacht bei Raumtemperatur
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Die Proben wurden anschlieend mit dem Rasterelektronenmikroskop (XL 30 ESEM FEG, FEI Com-
pany, Eindhoven, Niederlande) unter Vakuum ausgewertet. Dafiir wurden pro Priifkorper 6 Bilder ei-
ner reprasentativen Stelle mit verschiedenen Vergroferungen (25x, 500x, 1000x, 5000x, 10000x,
20000x) aufgenommen. Aullerdem wurde eine Energiedispersive Rontgenspektroskopie- (EDX) Ana-
lyse durchgefiihrt, wodurch eine Detektion von den Biofilmen anlagernde Bestandteile der Zahnpasten
moglich ist. Bei diesem Verfahren werden die Atome der Probe durch einen Elektronenstrahl mit einer
bestimmten Energie angeregt und senden Strahlung mit einer fiir das jeweilige Element spezifischen
Energie aus. Die Elementzusammensetzung der Probe kann aus den durch die Elektronenanregung er-
zeugten charakteristischen Rontgenpeaks bestimmt werden, wodurch Riickschliisse auf einzelne Be-

standteile der Zahnpasta moglich sind [99].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes. Abkiirzungen:PK=Priifkérper, EDX-
Analyse=Energiedispersive Rontgenspektroskopie B-P=Basis-Paste, STD-P=Standard-Paste, S-P= Sensi-
tiv-Paste, HAP-P= Hydroxylapatit-Paste, ENZ-P=Enzym-Paste, CHX=Chlorhexidin
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3.8 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mithilfe des Programms Graphpad Prism10 (GraphPad Software,
San Diego, Kalifornien, USA) durchgefiihrt. Die Daten wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Nor-
malverteilung gepriift. AnschlieBend wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet, um Unterschiede zwi-
schen den verschieden Spiilldsungen zu ermitteln. Zum Vergleich der Ergebnisse der Biofilmanalyse
fiir die Zahnpastasuspensionen mit Wasser und Basis-Paste wurde der Mann-Whitney-U-Test durch-

gefiihrt. Bei einem p-Wert < 0,05 wurden die Unterschiede als signifikant bewertet.

- 26 -



Ergebnisse

4 Ergebnisse
4.1 Fluoreszenzmikroskopie

4.1.1 Visualisierung des In-situ-Biofilms

Durch die Auswertung mit dem LIVE/DEAD® BacLight™ bacterial viability kit konnte eine fluores-
zenzmikroskopische Unterscheidung zwischen vitalen und toten Bakterien erfolgen. Dartiber hinaus
war es moglich, die Morphologie der Bakterien und des in situ gebildeten Biofilms zu beschreiben, die
im zweiten Schritt ebenfalls rasterelektronenmikroskopisch analysiert wurden. Bei der Auswertung
wurden sowohl Epithelzellen als auch die Eigenfluoreszenz der Priifkorper, in diesem Fall
Schmelzprismen, beachtet. Es konnten individuelle Unterschiede von Biofilmbedeckung und -vitalitat
zwischen den Teilnehmenden festgestellt werden. Morphologisch lagen hauptsiachlich Kokken vor, die
einzeln, in Form von Ketten oder aber auch als Kolonien auftraten. Stabchen waren ebenfalls nach-

weisbar, jedoch in geringerer Anzahl.
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Abbildung 4: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen mittels LIVE/DEAD® BacLightTM bacterial viabi-
lity kit angefirbter Biofilme, Darstellung von 48h in-situ-Biofilmen nach unterschiedlichen Spiilungen.

a): Spiilung mit Wasser, Darstellung nicht adhérenter Zellen (Pfeil), die nicht in die Auswertung mit ein-
geflossen sind, ebenso die wie in b) gezeigte Eigenfluoreszenz der Schmelzprismen (CHX Spiilung) c¢) Spii-
lung mit HAP-P, Darstellung einzelner Kokken. d) Spiilung mit B-P, Anordnung der Kokken in Kolonien
e) Spiilung mit S-P, Darstellung von Bakterienketten f) Spiilung mit STD-P, einzelne Stiibchen sind er-
kennbar.
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4.1.2 Biofilm-Bedeckung

Die Auswertung der angefertigten Bilder ergab fiir die Spiilung mit Wasser mit im Mittel 71,84 % die
hochste Bedeckung fiir alle Spiillosungen. Bei der Spiilung mit der Basis-Paste lag die mittlere Bede-
ckung bei 47,02 %. Die Biofilm-Bedeckung reduzierte sich bei der Standard-Paste auf 31,02 % und
bei der Sensitiv-Paste auf 28,97 %. Die HAP-Paste konnte die Bedeckung auf 40,37 % und die En-
zym-Paste auf 29,54 % reduzieren, wihrend die Spiilung mit CHX eine Bedeckung von 9,55 % auf-
wies (Abbildung 5).

Der Kruskal-Wallis-Test zeigte einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zwischen den verschiede-
nen Spiilungen. Zwischen der Wasserspiilung und der Spiilung mit der Basis-Paste gab es keinen sig-
nifikanten Unterschied (p < 0,05). Im Vergleich zu Wasser konnte eine signifikante Reduktion der
Biofilmbedeckung (p < 0,05) bei der Spiilung mit der Standard-Paste, der Enzym-Paste, der Sensitiv-
Paste und CHX festgestellt werden. Vergleicht man die Werte der Basis-Paste mit den anderen Spiill6-
sungen, so ist lediglich zur CHX-Spiilung eine signifikante Reduktion (p < 0,05) zu beobachten.
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Abbildung S: Dargestellt ist die prozentuale Biofilm-Bedeckung der Priifkorper in Abhéngigkeit von den
Spiilungen. Die Mittelwerte sind angegeben in % der Priifkorperoberfliche. Die aufgesetzten Linien auf
den Séulen geben die Standartabweichung an. Die Unterschiede zwischen Wasser und den Spiilungen mit
der Standard- Paste, der Enzym-Paste, der Sensitiv-Paste und CHX waren statistisch signifikant

(p <0,05). CHX konnte ebenfalls eine signifikante Reduktion (p < 0,05) zu der Basis-Paste aufzeigen. Sig-
nifikante Unterschiede (p < 0,05) sind im Diagramm mit * gekennzeichnet. Abkiirzungen: B-P=Basis-
Paste, STD-P=Standard-Paste, ENZ-P=Enzym-Paste, S-P= Sensitiv-Paste, HAP-P= Hydroxylapatit-Paste,
CHX=Chlorhexidin
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Das zusitzlich durchgefiihrte Scoring zeigt dhnliche Ergebnisse, wie in Abbildung 6 dargestellt. Der
Kruskal-Wallis-Test ergab jedoch hier keinen signifikanten Unterschied zwischen den verschiedenen
Spiilungen. Mit der Wasserspiilung konnte ein Score von 5 erreicht werden, mit der Basis-Paste ein
Score von 4. Zwischen den beiden Negativkontrollen lag kein signifikanter Unterschied (p < 0,05) vor.
Mit dieser Methode der Bewertung der Biofilmbedeckung konnte nur zwischen CHX und Wasser eine
signifikante Reduktion (p < 0,05) festgestellt werden.

Die Standard-Paste erzielte einen durchschnittlichen Score von 3, wiahrend die Enzym-Paste und die
Sensitiv-Paste einen Score von 2 erreichten. Die Hydroxylapatit-Paste hatte einen Mittelwert von 3,

wihrend die CHX-Spiillosung den niedrigsten Wert von 2 aufwies (s. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Darstellung der Biofilm-Bedeckung der Priifkérper in Abhiingigkeit von den Spiilungen
nach Auswertung mit der Scoring-Klassifikation (sieche Tabelle 3) Die Hohe der einzelnen Balken ent-
spricht dem Mittelwert der Scores, wobei die aufgesetzten Linien die Standartabweichung angeben. Der
Unterschied zwischen Wasser und CHX war statistisch signifikant (p < 0,05). Signifikante Unterschiede
(p <0,05) sind im Diagramm mit * gekennzeichnet. Abkiirzungen: B-P=Basis-Paste, STD-P=Standard-
Paste, ENZ-P=Enzym-Paste, S-P= Sensitiv-Paste, HAP-P= Hydroxylapatit-Paste, CHX=Chlorhexidin
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4.1.3 Biofilmvitalitat

Die Spiilungen mit Wasser und der Suspension der Basis-Paste wiesen mit 54,21 % und 51,47 % die
hochsten Vitalitdtswerte auf. Die Standard-Paste zeigte eine Vitalitdt von 30,51 %, die Spiilung mit
der Sensitiv-Paste eine Vitalitit von 28,18 %. Mit der Hydroxylapatit-Paste konnte eine Reduktion auf
9,27 % erreicht werden, wihrend die Enzym-Paste die Vitalitét auf 39,21 % und die CHX-Spiilung die
Vitalitét auf 38,65 % reduzieren konnte (siche Abbildung 7).

Der Kruskal-Wallis-Test ergab einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zwischen den einzelnen
Spiilldsungen. Im Vergleich zur Wasserspiilung konnte eine signifikante Reduktion (p < 0,05) mit der
Standard-Paste, der Sensitiv-Paste und der Hydroxylapatit-Paste erzielt werden. Vergleicht man die
Werte der Basis-Paste mit den anderen Spiillosungen, so zeigt sich ebenfalls eine signifikante Reduk-
tion (p < 0,05) gegeniiber den Spiilungen mit der Standard-Paste, der Sensitiv-Paste und der Hydro-

xylapatit- Paste.
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Abbildung 7: Darstellung der Vitalitiit der Biofilme bei den einzelnen Spiillosungen angegeben in %. Die
Hohe der einzelnen Balken entspricht dem Mittelwert des griinen Fluoreszenzanteils, wobei die aufgesetz-
ten Linien die Standartabweichung angeben. Der Unterschied zwischen Wasser und Standart-Paste, Sen-
sitiv-Paste und Hydroxylapatit-Paste war statistisch signifikant (p < 0,05). Im Vergleich zur Spiilung mit
der Basis-Paste konnte die Vitalitiit ebenfalls mit der Standart-Paste, der Sensitiv-Paste und der Hydro-
xyapatit-Paste signifikant (p < 0,05) reduziert werden. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) sind im Dia-
gramm mit * gekennzeichnet. Abkiirzungen: B-P=Basis-Paste, STD-P=Standard-Paste, ENZ-P=Enzym-
Paste, S-P= Sensitiv-Paste, HAP-P= Hydroxylapatit-Paste, CHX=Chlorhexidin

-31 -



Ergebnisse

Bei den Spiilungen mit Wasser und Basis-Paste lagen die hochsten Scores mit 4 und 3 vor. Sowohl bei
der Standard-Paste als auch bei der Enzym-Paste betrug das Scoring im Mittel 3. Das Scoring bei der
Hydroxylapatit-Paste, der Sensitiv-Paste und bei der CHX-Spiilung betrug im Mittel 2. Mit dem
Kruskal-Wallis-Test konnte keine signifikante Differenz (p < 0,05) zwischen den Spiillésungen festge-
stellt werden. Weder im Vergleich zur Wasserspiilung noch im Vergleich zur Basis-Paste konnte eine
signifikante Reduktion (p < 0,05) erreicht werden. Représentative Aufnahmen sind in Abbildung 9
dargestellt.
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Abbildung 8: Darstellung der Biofilm-Vitalitit nach den Spiilungen unter Verwendung der Scoring Klas-
sifikation. Die Hohe der einzelnen Balken entspricht dem Mittelwert der Scores, wobei die aufgesetzten
Linien die Standartabweichung angeben. Abkiirzungen: B-P=Basis-Paste, STD-P=Standard-Paste, ENZ-
P=Enzym-Paste, S-P= Sensitiv-Paste, HAP-P= Hydroxylapatit-Paste, CHX=Chlorhexidin
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a) Wasser

b) B-P

¢) CHX

d) STD-P

e) S-P

f) HAP-P

Abbildung 9: Reprisentative Aufnahmen
der Fluoreszenzmikroskopie: die Bilder
wurden nach einer Tragedauer von 48h
mit dem Mikroskop nach Firben des
Biofilms mittels LIVE/DEAD®
BacLightTM bacterial viability kit aufge-
nommen. Dabei spiilten die Testpersonen
innerhalb der Tragedauer viermal fiir je-
weils 60s.

a) die mit Wasser umspiilten Priifkorper
weisen eine hohe Bedeckung mit mehr-
schichtigem Biofilm auf, wobei der griin
fluoreszierende Anteil iiberwiegt. b) Spii-
lung mit Basis-Paste (B-P), grofie Kolo-
nien mit >1000 Bakterien sichtbar, der
griin fluoreszierende Anteil iiberwiegt. c)
durch die Spiilung mit Chlorhexidin
(CHX) ist eine starke Reduktion der Be-
deckung und Vitalitiit zu erkennen.
Sichtbar sind einschichtige Bakterienag-
glomerate mit <100 Bakterien, wobei
diese hauptsichlich griin fluoreszieren.
d) Spiilung mit Standard-Paste (STD-P),
Bakterien sind teilweise in inselformigen
Kolonien organisiert, wobei der Anteil
rot fluoreszierender Bakterien iiber-
wiegt. e) Spiilung mit Sensitiv-Paste (S-
P), Vorliegen von Bakterienkolonien mit
>1000 Bakterien, wobei die rot fluores-
zierenden Bakterien iiberwiegen. f) Spii-
lung mit Hydroxylapatit-Paste (HAP-P),
ein hoher Anteil der Priifkorperoberfli-
che ist mit mehrschichtigem Biofilm be-
deckt, allerdings liegen hier hauptsich-
lich rot fluoreszierende Bakterien vor. g)
die Spiillung mit der Enzym-Paste (ENZ-
P) konnte die Bedeckung der Priifkor-
peroberfliche reduzieren. Der Anteil von
rot zu griin fluoreszierenden Bakterien
scheint ausgeglichen zu sein.

g) ENZ-P
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4.2 Rasterelektronenmikroskopie

4.2.1 Biofilmmorphologie

Zur zusitzlichen Bewertung der Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurde die
Rasterelektronenmikroskopie herangezogen. Dies ermoglicht eine Beurteilung der Morphologie der
einzelnen Bakterien und des in situ gebildeten Biofilms. Auch hier kann die anteilige Bedeckung der
Oberflachen visualisiert werden. Wie auch schon bei der fluoreszenzmikroskopsichen Auswertung,
konnten hier hauptséchlich Kokken, teilweise in Ketten oder auch in Kolonien organisiert, festgestellt
werden. Vereinzelt waren stdbchenférmige Bakterien auf der Schmelzoberfliche sichtbar. Bei den
Spiilsuspensionen auf Basis der Zahnpasten waren in den meisten Féllen Riickstéinde der jeweiligen
Paste zu sehen, die wiederum mit der energiedispersiven Rontgenspektroskopie genauer analysiert

wurden (siche Abbildung 10).

Die mit Wasser umspiilten Priifkdrper wiesen auch in der Rasterelektronenmikroskopie mehrschichti-
ger Biofilme auf. Es lagen keine bakterienfreien Bereiche vor und adhirente Bakterien waren erkenn-
bar, die in einer Biofilmmatrix vorlagen. Bei hoherer Vergroferung ist die intakte Morphologie der
Bakterien erkennbar, die sich zum Teil im Zellteilungsprozess befinden (siche Abbildung 11). Auch
bei der Spiilung mit der Basis-Paste lagen mehrschichtige Biofilme vor und die Morphologie der Bak-
terien erschien intakt. Auffallend war hier, dass keine Riickstdnde der Paste vorlagen (siche Abbildung
12). Durch die Spiilung mit CHX konnte die Bedeckung stark reduziert werden. Auf den Priifkérpern
befanden sich grof3e bakterienfreie Areale und die verénderte Pellikelschicht kennzeichnete sich durch
globulére Partikel in einer GroBe von etwa 200nm. Bei den Proben war keine intakte Morphologie der
Bakterien mehr zu erkennen (siche Abbildung 13). Bei der Spiilung mit der Standard-Paste wurden
sowohl Bakterienagglomerate als auch nur von der Pellikel bedeckte Bereiche beobachtet. Bei hoheren
Vergroflerungen war die Muzinschicht auf den einzelnen Bakterien sichtbar und die Bakterien zeigten
teilweise eine intakte Morphologie. Einige Bakterien befanden sich in der Zellteilung. Vereinzelt
konnten hier Zahnpastariickstinde detektiert werden, die im Nachhinein durch die EDX-Analyse be-
stitigt werden konnten (siche Abbildung 14). Die mit der Sensitiv-Paste umspiilten Priifkérper wiesen
einen alterierten Biofilm auf. GroBe Areale waren hier nur von der Pellikel bedeckt und die vorhande-
nen Bakterien konnten keine intakte Morphologie mehr aufweisen. Auch hier waren Zahnpastariick-
stande nur sporadisch vorhanden (siche Abbildung 15). Das Spiilen mit der Hydroxylapatit-Paste
filhrte ebenfalls zu einem alterierten Biofilm. Nur wenige Bakterien zeigten eine intakte Morphologie
und Zellteilungen waren selten zu beobachten. Bei dieser Spiilung lagerten sich héufig Zahnpastariick-
stinde ab (Abbildung 16). Die mit der Enzym-Paste umspiilten Priifkérper wiesen hingegen nur we-
nige bakterienfreie Areale auf, wobei auch hier alterierte Biofilme vorlagen. Die Morphologie der
Bakterien erschien nicht mehr intakt. Zahnpastariickstdnde traten sehr hiaufig auf (siche Abbildung

17).
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Abbildung 10: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen: reprisentative Aufnahmen zur Darstellung
der vorliegenden Bakterien und Zahnpastariickstinde

a) Vorliegen von iiberwiegend Kokken b) Vorliegen der Kokken in Form von Ketten c) Koloniebildung
der Kokken d) Nachweis mehrerer Stibchen e) +f) Nachtriglich mittels EDX-Analyse nachgewiesene
Zahnpastariickstinde
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Wasser

1000x 10.000x

T

Abbildung 11: Reprisentative Aufnahme nach dem Spiilen mit Wasser in 1000- und 10000- facher Ver-
groflerung. Die Tragedauer betriigt 48 h, wobei viermal mit der Spiillésung gespiilt wurde. Die Priifkor-
per weisen eine hohe Biofilmbedeckung mit mehrschichtigem Biofilm auf und es sind keine bakterien-
freien Bereiche sichtbar. Die 10000- fache Vergrofierung zeigt Bakterien mit intakter Morphologie, wel-
che sich noch im Zellteilungsprozess befinden. Erkennbar sind hier hauptséichlich Kokken, welche Fimb-
rien aufweisen, wodurch eine Verbindung mit anderen Bakterien, der Matrix und der Pellikel méglich ist.
Zwischen den Bakterien sind Ablagerung globulérer Partikel erkennbar.

Basis-Paste (B-P)
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Abbildung 12: Reprisentative Aufnahme nach der Spiilung mit der B-P in 1000- und 10000- facher Ver-
groflerung. Die Tragedauer betriigt 48 h, wobei viermal mit der Spiillésung gespiilt wurde. Ersichtlich ist
ein mehrschichtiger Biofilm ohne bakterienfreie Areale. Die Morphologie der Bakterien ist intakt und die
Bakterien befinden sich teilweise im Zellteilungsprozess (Pfeil). Sichtbar sind hier die globuliiren Partikel
mit Muzinschicht.
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CHX (0,2 %)
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Abbildung 13: Reprisentative Aufnahme nach dem Spiilen mit CHX (0,2 %) in 1000- und 10000- facher
Vergroflerung. Die Tragedauer betrigt 48 h, wobei viermal mit der Spiillosung gespiilt wurde. Erkennbar
ist eine sehr geringe Bedeckung der Schmelzoberfliche und die verinderte Pellikelschicht ist kennzeichnet
durch globulire Partikel in einer Grofie von etwa 200nm. Die Morphologie der Bakterien ist nicht mehr
intakt.
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Abbildung 14: Reprisentative Aufnahme nach der Spiilung mit der STD-P in 1000- und 10000- facher
Vergroflierung. Die Tragedauer betrigt 48 h, wobei viermal mit der Spiillosung gespiilt wurde. Es liegt ne-
ben der Bedeckung mit der Pellikel (1) eine diinne Schicht von Bakterien (2) vor. Ablagerungen von
Zahnpastariickstinden sind sichtbar, die im zweiten Schritt mit der EDX-Analyse verifiziert werden
konnten.
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Sensitiv-Paste (S-P)
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Abbildung 15: Reprisentative Aufnahme nach der Spiilung mit der S-P in 1000- und 10000- facher Ver-
groflerung. Die Tragedauer betrigt 48 h, wobei viermal mit der Spiillosung gespiilt wurde. Es liegen so-
wohl bakterienfreie (1) als auch eine mit Bakterien bedeckte Oberfléiche (2) vor. Der Biofilm weist eine
verinderte Struktur auf und die Bakterienmorphologie ist nicht mehr intakt.
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Abbildung 16: Reprisentative Aufnahme nach der Spiillung mit der HAP-P in 1000- und 10000- facher
Vergroflerung. Die Tragedauer betrigt 48 h, wobei viermal mit der Spiillosung gespiilt wurde. Teile der
Oberfliche sind mit alteriertem Biofilm bedeckt, andere Teile nur mit der Pellikel. Bei der hoheren Ver-
groflerung lassen sich auch hier Zahnpastariickstiinde (Pfeile) erkennen. Nur wenige Bakterien zeigen

eine intakte Morphologie.
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Enzym-Paste (ENZ-P)
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Abbildung 17: Repriisentative Aufnahme nach der Spiilung mit der ENZ-P in 1000- und 10000- facher
Vergroflerung. Die Tragedauer betrigt 48 h, wobei viermal mit der Spiillosung gespiilt wurde. Die
Schmelzoberfliche ist teilweise von der Pellikel, teilweise von alteriertem Biofilm bedeckt. Die Morpholo-
gie der Bakterien erscheint nicht mehr intakt.
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4.2.2 Energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX)

Die EDX Analyse dient als Erginzung zur Fluoreszenzmikroskopie zur Bestimmung von Zahn-
pastariickstdnden. Bei den verschiedenen Priifkdrpern konnten bei den selbst hergestellten Spiillosun-
gen auf Basis von Zahnpasta Riickstinde detektiert werden, die sich auf Putzkorper in Form von Sili-
ciumriickstinden und den WeiBmacher Titandioxid zuriickfithren lassen. Sowohl bei der Spiilung mit
der Standard-Paste als auch bei der Spiilung mit der Sensitiv-Paste traten die Riickstédnde nur spora-
disch auf. Bei beiden Spiillosungen konnten erhdhte Werte von Silicium durch die Analyse nachge-
wiesen werden, was auf den Verbleib von Abrasionstoffen der Zahnpaste schlieen lésst (siche Abbil-
dung 20, 21). Die bei der Standard-Paste erhohten Sauerstoff- und Aluminiumanteile konnten einen
Schluss auf das in der Spiillosung enthaltene Aluminiumlactat zulassen (siche Abbildung 20). Bei der
Hydroxylapatit-Paste lagen zahlreiche Riickstéinde der Zahnpasta vor. Durch die Flachenanalyse der
Priifkérper und die Zusammensetzung der einzelnen Anteile konnte auf das enthaltene Hydroxylapatit
(Ca5(OH)(P0O4)3) geschlossen werden (siche Abbildung 23). Die mit der Enzym-Paste umspiilten
Priifkdrper wiesen ebenfalls hdufig Zahnpastariickstdnde auf. Diese waren vor allem durch einen ho-
hen Anteil an Titan und Sauerstoff gekennzeichnet, welche in dieser Zahnpasta als Weilmacher in

Form von Titandioxid fungieren (siche Abbildung 24).
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Abbildung 18: EDX Flichenanalyse nach der Spiilung mit Wasser
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Abbildung 19: EDX Flichenanalyse nach Spiilung mit B-P, kein Hinweis auf Riickstinde der Paste auf
den Priifkérpern.
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Abbildung 20: EDX Analyse nach Spiilung mit der STD-P, durch die Punktanalyse konnte ein erhohter
Anteil an Sauerstoff (38,46 Gew.-%) und Aluminium (0,34 Gew.- %) festgestellt werden. Die erhéhten
Sauerstoff- und Aluminiumanteile konnten einen Schluss auf das in der Spiillosung enthaltene Alumini-
umlactat zulassen. Der erhohte Siliciumanteil von 6,60 Gew.-% gibt Hinweis auf verbliebene Abrasions-
stoffe der Zahnpasta.
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Abbildung 21: EDX Analyse nach Spiilung mit der S-P, die Punktanalyse ergibt mit 11,93 Gew.-% einen
erhohten Wert an Silicium, was auf Riickstinde der Abrasionsstoffe zuriickzufiihren ist

-43 -



Ergebnisse
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Abbildung 23: EDX Analyse nach Spiilung mit der HAP-P, im Vergleich zur Negativkontrolle wurde bei
der Flichenanalyse ein erhéhter Anteil an Calcium (21,58 Gew.- %), Sauerstoff (39,65 Gew.- %) und
Phosphor (12,33 Gew.- %) festgestellt. Dies léisst den Schluss auf das in der Spiillosung enthaltene Hydro-
xylapatit (CaS(OH)(PO4)3) zu. Der zusitzlich erhohte Siliciumanteil von 0,49 Gew.- % gibt Hinweis auf

verbliebene Grundinhaltsstoffe der Zahnpasta.
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Abbildung 24: EDX Analyse nach Spiilung mit der ENZ-P, durch die Punktanalyse konnte ein erhéhter
Anteil an Titan (14,65 Gew.-%) und Sauerstoff (28,99 Gew.-%) nachgewiesen werden, was auf den Ver-
bleib von Zahnpasta zuriickzufiihren ist.
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5 Diskussion

5.1 Fragestellung

Ziel dieser Studie war es, die Wirkung von Zahnpastasuspensionen auf den Biofilm zu untersuchen.
Die Untersuchung sollte Erkenntnisse liefern, inwiefern die Zahnpasten allein, das heifit ohne den Ein-
fluss des Putzens, die Biofilmneubildung beeinflussen. In vielen Studien wurde die Wirksamkeit ein-
zelner Inhaltsstoffe, wie zum Beispiel die von CHX (siche Kapitel 2.1.5), Aluminiumlactat [129] oder
Hydroxylapatit [82] auf die Biofilmbildung nachgewiesen. Ziel war es, die Unterschiede von Wirk-
stoffkombinationen hinsichtlich der Biofilmreduktion herauszuarbeiten. Viele Studien, die sich mit der
Wirkung von Zahnpasta auf den Biofilm beschéftigen, nutzen das aktive Putzen der Priifkorper mit
Zahnpasta zur Versuchsdurchfiihrung und/oder konzentrieren sich auf die Wirkung des beim Putzen
entstehenden Schaums. In dieser Studie sollte lediglich die Wirkung der Inhaltsstoffe ohne mechani-
sche Reinigung der Priifkorper, jedoch unter Beriicksichtigung von in situ vorkommenden Verdiin-

nungseffekten, herausgearbeitet werden.

Als Spiillésungen wurden neben den Negativkontrollen Wasser und einer Basis-Paste ohne aktive
Wirkstoffe eine Positivkontrolle mit Chlorhexidin (0,2 %) eingesetzt. Die Basis-Paste beinhaltete
Grundstoffe von Zahnpasten wie PEG, Sorbitol, Hydroxyethylcellulose, Silicium, Titandioxid und
SLS. CHX (0,2 %) diente als Positivkontrolle und sollte vor allem einen Vergleich zu den anderen
Pasten darstellen, die ebenfalls CHX enthalten. Die Kombination von CHX und Natriumlaurylsulfat in
einer Zahnpasta wird seit einer Publikation von Barkvoll et al. im Jahre 1989 kontrovers diskutiert
[15]. Dieses Ergebnis, das nur auf der Verwendung von CHX-haltigen Mundspiillosungen nach der
Verwendung von SLS-haltigen Zahnpasten beruhte, wurde jedoch widerlegt. Die Wirksamkeit von
CHX in Zahnpasten wurde anschliefend in mehreren Studien bestatigt [43,125]. Zu den Nebenwirkun-
gen von CHX Spiillosungen gehdren allerdings die Verfarbungen von Zahnoberflichen und Zunge (s.
Kapitel 2.1.5). Bei der Verwendung von Zahnpasten mit 0,05 % CHX konnte diese Nebenwirkung in
Langzeitstudien nicht nachgewiesen werden. Als Ursache wird von den Autoren eine zu geringe CHX-
Konzentration vermutet, was Fragen zu einer iiberhaupt vorhandenen antimikrobiellen Wirksamkeit
aufwirft [116]. Zusitzlich ist hier anzumerken, dass Verdiinnungseffekte die effektive Konzentration
weiter senken. Derzeit liegen wenige Studien vor, die die Wirkung von Zahnpasten auf die Bio-
filmneubildung nachweisen. Der direkte Einfluss in Form von Suspensionen ohne die Putzwirkung
wurde in situ bisher nicht untersucht. Zu diesem Zweck wurde ein Studiendesign entwickelt, das ne-

ben den 5 Zahnpasten auch eine Positiv- und Negativkontrolle beinhaltet.
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5.2 Studiendesign

In der Vergangenheit wurden fiir &hnliche Studien unterschiedliche Modelle zur Analyse ausgewéhlt
(siehe Kapitel 2.1.2). Sowohl In-situ- als auch In-vitro-Modelle kommen in Frage. In der durchgefiihr-
ten Studie wurde ein /n-situ-Modell zur Durchfithrung der Versuche gewdéhlt. Im Gegensatz zu /n-
vitro-Studien haben In-situ-Studien per se eine hohere klinische Relevanz und unterscheiden sich im
Aufbau und in der Durchfiihrung. Vor allem in der Mundhoéhle ist das /n-situ-Modell zu bevorzugen,
da Mikroorganismen hier einen komplexen Biofilm bilden und Speichel und Gewebe entscheidende
Faktoren darstellen. Einige Bestandteile des Speichels sorgen zudem fiir eine Adhésion der Mikroor-
ganismen, was in [n-vitro-Studien nicht derart dargestellt werden kann. Zudem erweist sich der Bio-
film der Mundhoéhle resistenter gegeniiber antibakteriellen Substanzen [10]. Im Gegensatz dazu wer-
den /n-vitro-Studien hiufig mit einzelnen oder der Kombination weniger Bakterien durchgefiihrt und
die zu untersuchenden Substanzen haben eine langere Einwirkzeit. Dies ist einer der Griinde, warum

die Ergebnisse von In-situ-Studien hiaufig von denen von /n-vitro-Studien abweichen [53].

In der vorliegenden Studie wurde ein sogenanntes Cross-Over-Design gewéhlt, das in der Regel eine
hohe Aussagekraft und statistische Effizienz aufweist. Bei diesem Design durchlaufen die Teilneh-
menden zwei oder mehr Versuchsreihen zu unterschiedlichen Zeitpunkten. In diesem Fall spiilen alle
Personen mit allen Spiilungen und stellen ihre eigene Kontrolle dar. Dadurch wird die Variabilitit zwi-
schen den Testpersonen aus dem Vergleich zwischen den Gruppen herausgenommen. Aus diesem
Grund sind Imbalancen in randomisierten kontrollierten Crossover-Designs eher selten [81]. Eine Aus-
waschphase zwischen den einzelnen Versuchen hat sich etabliert, was in der vorliegenden Studie vor
allem die Substantivitdt von CHX beriicksichtigt. CHX reichert sich nach einmaliger Anwendung bis
zu 12 h in der Mundhohle an und kann die Bakterienzahl im Speichel beeinflussen [93]. Nach 24 h ist
dieser Einfluss jedoch {iberwunden [32]. Zwischen jedem Versuch wurde eine Auswaschphase von 14
Tagen gewihrleistet. Die Tragedauer der einzelnen Versuche wurde auf 48 h festgelegt, da dem Sys-
tem Mundhohle eine lédngere Zeit zur Adaptation gegeben werden sollte als die sonst iiblichen Trage-
zeiten von 24 Stunden. Vor allem konnte nach 24 h unter dem Einfluss der CHX-haltigen Zahnpasten
nicht geniigend Biofilm nachgewiesen werden, so dass eine Diskriminierung zwischen den Zahnpasten

nicht zu erwarten war.

5.3 Priitkorper

Die 168 genutzten Priifkorper wurden aus bovinen Zihnen hergestellt. Humane Zihne wéren zwar
ebenfalls nutzbar, jedoch unterscheiden sich Rinderzahnschmelz und humaner Zahnschmelz in ihrer
strukturellen und chemischen Zusammensetzung nicht wesentlich voneinander, obwohl Rinderzdhne
groBere Schmelzkristalle und eine andere interprismatische Substanz aufweisen [87]. Die Gewinnung

von Priifkérpern aus humanen Zahnen in dieser Groenordnung ist aus mehreren Griinden sehr
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schwierig. Zdhne werden haufig aufgrund von Karies oder auch in Folge von anderen groferen Defek-
ten extrahiert, wodurch eine Aufbereitung geniigend grof3er Schmelzproben hiufig nicht moglich ist.
Fiir die Untersuchung von Biofilmen ist die Verwendung von bovinen Priifkoérpern etabliert [103].
Auch Aspekte der Akzeptanz der Studienteilnehmer spielten bei humanen Praparaten eine Rolle, wéh-
rend bei der Nutzung von Rinderzahnschmelz keine Bedenken bestanden. Dadurch, dass die Rinder in
der Zucht dhnlichen Umweltbedingungen ausgesetzt sind, wird eine Reproduzierbarkeit als gegeben

angenommen [137].

5.4 Auswahl der Teilnehmenden

An der Studie nahmen 6 Versuchspersonen teil. Bei den Teilnehmenden handelte es sich entweder um
Studierende der Zahnmedizin oder zahnérztliches Personal. Vor Versuchsbeginn konnten anamnes-
tisch Erkrankungen ausgeschlossen werden, die einen Einfluss auf den Speichel und die Speichelfluss-
rate haben. Ebenfalls lag keine Antibiotikaecinnahme innerhalb der letzten 6 Monate vor. Die Personen
wiesen ein kariesfreies Gebiss und gesunde orale Zustdnde auf. Studien wie diese sind sowohl fiir die
Teilnehmenden als auch fiir die forschenden Personen sehr aufwéndig in der Durchfiihrung und in der
Vor- und Nachbereitung. Die Personen mussten die Schienen jeweils 48 h tragen und neben der regu-
laren Mundhygiene mit Mundpflegeprodukten auch auf den Konsum von Nikotin und Alkohol ver-
zichten. Sie wurden angehalten, die Schiene lediglich zum Essen aus der Mundhdhle zu entfernen und
wiahrend der Tragezeit nur Wasser zu trinken. Um den Anforderungen als Testperson mit Blick auf
Compliance und Zuverléssigkeit gerecht zu werden, wurden nur Personen rekrutiert, die auch in der
Forschung und im Labor tétig sind. Aufgrund der vielen Rahmenbedingungen war nur eine Anzahl
von 6 Personen realisierbar, allerdings werden viele, vergleichbare Studien mit der gleichen Anzahl

durchgefiihrt [13,59,122,129].

5.5 Darstellung und Untersuchung des Biofilms

5.5.1 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Visualisierung und Beurteilung der Bakterien wurde die Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt, die
eine Unterscheidung zwischen vitalen und avitalen Bakterien ermdglicht. Obwohl eine Unterschei-
dung zwischen Stibchen und Kokken moglich ist, wurde zur besseren Visualisierung zusétzlich die
Rasterelektronenmikroskopie eingesetzt. Die angewandte Technik hat sich als geeignete Methode zur
Untersuchung des Biofilms und der Wirkung antimikrobieller Substanzen auf den Biofilm etabliert
[12]. Zur Darstellung des Biofilms wurden 2 Farbelosungen verwendet, zum einen Propidium lodid
(PI) und zum anderen SYTO 9. Beide Farbstoffe sind in der Lage, sich in die doppelstrangige DNA
der Bakterien einzulagern. Dabei ist zu unterscheiden, dass sich SYTO9 sowohl in lebenden als auch
in toten Zellen einlagert, wéhrend sich PI nur in toten Zellen einlagern kann. Liegen beide Farbstoffe

in einer Zelle vor, ist PI in der Lage SYTO 9 zu verdriangen. Dementsprechend erscheinen lebende
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Zellen nach der Farbung griin und tote Zellen rot [16]. Diese Methode hat sich als zuverléssig erwie-
sen, ist einfach durchzufiihren und zeigt einen guten Farbkontrast zwischen den griinen und roten Bak-

terien [18,34].

Die vorliegende Methode und ihre Auswertung sollten jedoch auch kritisch hinterfragt werden. Es
scheint eine Korrelation zwischen dem Farbevermogen und dem physiologischen Zustand der einzel-
nen Bakterien zu geben. Daraus kann geschlossen werden, dass Bakterien mit hoher Wachstumsrate
und aktivem Stoffwechsel stiarker fluoreszieren als Bakterien mit inaktivem Stoffwechsel, was bei der
Auswertung beriicksichtigt werden muss [16]. In mehreren Studien wurde postuliert, dass die Zellen
nach der Fiarbung ihre Lebensfahigkeit verlieren. Diese Aussage konnte durch verschiedene Auswer-
tungen mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) bestitigt werden. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die ungeférbten Kontrollen intakte Bakterien aufwiesen, wéhrend bei den geférbten Bakte-
rien eine Lyse und Zerstérung der anhaftenden Bakterien nachgewiesen werden konnte [128,140]. Bei
der Aufnahme der Bilder der einzelnen Priifkérper wurde daher eine kurze Bearbeitungszeit von nicht
mehr als 10 min angestrebt. Ein weiterer Aspekt, der bei der Auswertung berticksichtigt werden muss,
ist die fehlende Differenzierung zwischen oberfléchlichen und tieferen Plaqueschichten bei einem
mehrschichtigen Biofilm [12]. Dies kann sich auf die Auswertung auswirken, da das Fluoreszenzmik-
roskop die Belichtungszeit automatisch anpasst. Liegt eine Probe mit dickem und diinnem Biofilm in
einer Region vor, erfolgt eine Anpassung der Belichtungszeit in Richtung des dickeren Biofilms. Dies
fiihrt in einigen Fallen zu einer kiirzeren Belichtungszeit fiir den diinneren Biofilm, wodurch dieser als
weniger hell dargestellt wird, was bei der spéteren Auswertung der Einzelbilder félschlicherweise

nicht korrekt beurteilt werden kann.

Zur Bestimmung der Bedeckung und der Vitalitdt wurden zwei Analyseverfahren angewendet. Zum
einen wurde die Software Image J verwendet, zum anderen ein Scoring. Image J wurde im Jahre 1987
eingefiihrt und z&hlt zu den etabliertesten wissenschaftlichen Auswertungsprogrammen [123]. Die
Bakterien konnen zur Bestimmung der Bedeckung und der Vitalitit anhand von Pixeln ausgewertet
werden. Um die Bedeckung zu bestimmen, wurden die farbigen Bilder bewertet, zur Bestimmung der
Vitalitit jeweils die grauen Bilder des griinen und roten Kanals. Ein Nachteil bei der Auswertung be-
steht in der bereits erwédhnten Problematik bei heterogenen Biofilmen. Um solche Ergebnisse zu verifi-
zieren und die Biofilmbedeckung zu beschreiben, wurde ein Scoring verwendet, das sich an den Sta-
dien der Biofilmbildung orientiert. Somit kann eine Zuordnung zu den einzelnen Phasen stattfinden.
Die erste Phase, die Pellikelbildung, stellt die Voraussetzung fiir die Biofilmbildung dar. Darauf folgt
eine unspezifische, reversible Wechselwirkung zwischen der vorhanden Pellikelschicht und Mikroor-
ganismen. Es folgt die Phase der irreversiblen Wechselwirkung durch bakterielle Adhésine. Nach der
Anheftung einzelner Bakterien beginnt die Koadhision und weitere Bakterien lagern sich an, wodurch
Kolonien entstehen. Die Entwicklung horizontaler und vertikaler Schichten fiihrt zur Ausbreitung des

Biofilm und schlussendlich auch zu Absiedlungen aus dem reifen Biofilm [58,142].
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Der Vorteil des Scorings liegt in der schnelleren Auswertung im Vergleich zur digitalen Software und
dem Ausschluss von humanen Zellen und der Hintergrundfluoreszenz. Eine Bewertung des Biofilms
und dessen Zuordnung sind nur deskriptiv moglich. Insbesondere bei Priifkérpern mit mehrschichti-
gem Biofilm, bei denen viele rote und griine Bakterien vorhanden sind, kann es hier zu Ungenauigkei-
ten in der Auswertung kommen. Nach den Auswertungen mit beiden Analyseverfahren konnten Un-
terschiede in der statistischen Auswertung festgestellt werden. Obwohl die statistische Auswertung

Unterschiede aufweist, stimmen die Ergebnisse der Auswertemethoden tendenziell iiberein.

5.5.2 Rasterelektronenmikroskopie

Um die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie zu verifizieren, wurde die Rasterelektronenmikrosko-
pie verwendet. Auch wenn mit diesem Verfahren keine Unterscheidung zwischen vitalen und avitalen
Bakterien moglich ist, kann eine genauere Analyse des Biofilms und der Bakterien hinsichtlich ihrer
Struktur durchgefiihrt werden. Vorteilhaft bei diesem Verfahren ist die bis zu 20.000-fache Vergrofe-
rung. Zusitzlich wurden neben der Beurteilung der einzelnen Bakterien auch EDX Analysen durchge-
filhrt, mit denen Riickstéinde der jeweiligen Spiillosung identifiziert werden konnten. Aufgrund der
zeitaufwéndigen Vorbereitungsmafinahmen der Priifkdrper und der fehlenden Unterscheidung zwi-
schen avitalen und vitalen Bakterien sollte die Rasterelektronenmikroskopie nicht als alleinige Aus-
wertungsmethode herangezogen werden, sondern wird ergénzend zur Fluoreszenzmikroskopie und fiir

die bessere Visualisierung der Biofilme eingesetzt.

5.6 Ergebnisse

Bei den Teilnehmenden konnten zwar interindividuelle Unterschiede beziiglich der Biofilmmenge und
der bakteriellen Vitalitét festgestellt werden, jedoch waren die Unterschiede nicht signifikant. Der

ANOVA-Test ergab keine signifikanten Unterschiede in der Vitalitét (p = 0,42) und in der Bedeckung
(p =0,76). Durch diese Vergleichbarkeit unter den Teilnehmenden wird eine zuverldssige Gegeniiber-

stellung der Ergebnisse gewéhrleistet.

5.6.1 Spiilung mit Wasser

Bei der Negativkontrolle mit Wasser zeigte sich die hochste Bedeckung sowie Vitalitdt aller Spillo-
sungen. Sowohl das Scoring als auch die Auswertung mit ImageJ ergaben eine mittlere Bedeckung
und Vitalitdt von > 50 % bzw. einem Score von > 4. Der hohe Scorewert deutet auf einen etablierten
Biofilm hin. Diese Ergebnisse stimmen mit vergleichbaren Untersuchungen und der Literatur {iberein
[44,121]. Die mit Wasser gespiilten Priifkdrper zeigten sowohl fluoreszenzmikroskopisch als auch ras-

terelektronenmikroskopisch mehrschichtige Biofilme und gro3e Bakterienagglomerate.
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5.6.2 Spiilung mit Basis-Paste

Die Basis-Paste diente nicht nur als weitere Negativkontrolle, sondern wurde auch zur Bestimmung
der Wirksamkeit der Grundinhaltsstoffe eingesetzt, um einen Vergleich zu den Zahnpasten herstellen
zu konnen. Im Vergleich zur Wasserspiilung zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Vita-
litdt (p = 0,69) und in der Bedeckung (p = 0,13). Dennoch wiesen die mit der Basispaste gespiilten
Priifkorper in ihrer Tendenz eine geringere Bedeckung mit Biofilm auf als die mit Wasser gespiilten
Priifkorper. Bei der Wasserspiilung betrug die Bedeckung im Mittel 71,84 % bzw. einen Score von 5,
wihrend die Basispaste die Bedeckung im Durschnitt auf 47,02% bzw. einen Score von 4 reduzieren
konnte. Score 5 beschreibt die nahezu vollstindige Bedeckung der Priifkdrper mit einem etablierten
Biofilm, wihrend der Biofilm bei Score 4 die Oberfliche noch nicht vollstindig bedeckt. Rasterelekt-
ronenmikroskopisch wurden bei der Spiilung mit der Basispaste mehrschichtige Biofilme beobachtet
und die Morphologie der Bakterien erschien liberwiegend intakt. Im Vergleich zur rasterelektronen-
mikroskopischen Auswertung der Wasserspiilung ist eine geringere Bedeckung zu erkennen, was die
fluoreszenzmikroskopischen Ergebnisse bestétigt. Die Ergebnisse belegen somit die Wirksamkeit der
Basiskomponenten. Die Wirksamkeit der Basispaste konnte auf den Inhaltsstoff Sorbitol zurtickzufiih-
ren sein. Sorbitol wird in erster Linie als Feuchthaltemittel in Zahnpasten eingesetzt (siche Kapitel
2.1.4.). Es handelt sich um ein natiirlich vorkommendes, hydriertes Kohlenhydrat, das in vielen Le-
bensmitteln verwendet wird. Mundspiilungen, Kaugummis oder Lutschtabletten enthalten Sorbitol
hiufig als antikariogenen alternativen SiiBstoff. In einer in vitro Studie konnte eine hemmende Wir-
kung auf die Biofilmbildung von S. mutans nachgewiesen werden [24]. Um diese These zu untermau-
ern, sind weitere Untersuchungen mit Sorbitol allein notwendig. Im Gegensatz zu den vier getesteten
Zahnpasten zeigte jedoch das Spiilen mit Basis-Paste eine hohere Bedeckung und Vitalitit. Im Um-
kehrschluss unterstreicht dieses Ergebnis die Wirkung der zusitzlichen Inhaltsstoffe der jeweiligen

Zahnpasta.

5.6.3 Spiilung mit Chlorhexidin

Die 0,2 %ige CHX Spiillosung wurde in dieser Versuchsreihe als Positivkontrolle eingesetzt. Der
Wirkstoff weist antibakterielle und antiadhédrente Eigenschaften auf und gilt als Goldstandart in der
Biofilmkontrolle (s. 2.1.5). Die mit CHX umspiilten Priifkérper wiesen die geringste Biofilm-Bede-
ckung fiir alle Spiillosungen und Suspensionen auf, was auf die antiadhirente Wirkung zuriickzufiih-
ren ist. CHX kann mit Substanzen mit negativ geladener Oberfliche interagieren, wodurch eine Bin-
dung mit Speichelproteinen moglich wird. Dadurch kann CHX an die bereits gebildete Pellikel und an
Hart- und Weichgewebe binden [92,93]. Die verdnderte Pellikelschicht wurde rasterelektronisch ge-
kennzeichnet durch globulére Partikel in einer Grofie von etwa 200nm. Die Vitalitétswerte scheinen
im Vergleich zu den Versuchsreihen vorerst hoher zu sein, jedoch ist dieser Wert sowohl nach der

Auswertung mit Image J als auch nach dem Scoring nicht sonderlich aussagekréftig. Begriindet
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werden konnen diese Ergebnisse mit der geringen Bedeckung der Priifkérper. Dadurch werden oft nur
vereinzelte, vitale Bakterien detektiert und das Verhéltnis von vitalen zu avitalen Bakterien kann
schnell falsch eingeschétzt werden, da es sich nicht um Biofilme, sondern um zufillig angelagerte
Bakterien handeln kann. Die Bedeckung ergab sowohl zur Wasserspiilung als auch zur Basis-Paste
signifikante Unterschiede (p < 0,05) und ist mit 9,55 % als gering einzustufen. Beim Scoring wies die
CHX-Spiillésung den niedrigsten Wert auf. Somit konnte nur zwischen CHX und Wasser eine signifi-
kante Reduktion (p < 0,05) festgestellt werden, zwischen CHX und der Basis Paste lagen tendenzielle
Unterschiede (p = 0,054) vor. Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie konnte die geringe Bede-
ckung bestitigt werden. Obwohl diese Methode keine Aussage iiber die Vitalitit der Bakterien zulésst,
weisen die Priifkorper nur wenige bakterienbedeckte Areale auf und es sind nur vereinzelt Bakterien
zu finden. Zudem erschien der Biofilm verdndert und die Struktur der Bakterien kann als nicht mehr
intakt eingestuft werden. Die antiadhérente Wirkung von CHX wurde in dieser Studie sowohl fluores-

zenzmikroskopisch als auch rasterelektronenmikroskopisch bestatigt.

5.6.4 Spiilung mit Pasten

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass alle getesteten Pasten eine Biofilmreduktion gegeniiber Was-
ser bewirken konnten, da sowohl die Bedeckung als auch die Vitalitdt deutlich reduziert wurden. Eine
Reduktion der Vitalitit und der Bedeckung auf < 40 % und einen Score von < 3 konnte erreicht wer-
den. Um die Unterschiede zwischen den einzelnen Spiillosungen zu verdeutlichen, ist ein Riickschluss
auf die jeweiligen Inhaltsstoffe notwendig. Als Grundkomponenten sind in den verschiedenen Pasten
Natriumfluorid, Aluminiumlactat (0,8 %), CHX (0,05 %), Poloxamer, Menthol, Aroma, Sorbitlosung
sowieso Silicium enthalten. In fritheren Studien konnte sowohl die Wirkung von CHX als auch von
Aluminiumlactat auf die Biofilmreduktion nachgewiesen werden [93,129,131]. Im Gegensatz dazu
konnten in der vorliegenden Studie die Unterschiede von Wirkstoffkombinationen in Form von Spiil-
16sungen ohne mechanische Reinigung untersucht werden. Die Analyse erfolgte unter Beriicksichti-
gung von in situ vorkommenden Verdiinnungseffekten. Obwohl alle Pasten einen positiven Effekt auf
die Biofilmreduktion besitzen und rasterelektronenmikroskopisch alterierte Biofilme aufwiesen, gibt
es einige Unterschiede zwischen ihnen. Vergleicht man die fluoreszenzmikroskopischen Werte der
Standard-Paste mit denen der Sensitiv-Paste, so zeigen sich nur geringe Unterschiede. Die Standart-
paste konnte die Bedeckung auf 31,02 % bzw. einen Score von 3 und die Vitalitédt auf 30.51 % bzw.
einen Score von 3 reduzieren. Rasterelektronenmikroskopisch wurden bei der Spiilung mit der Stan-
dard-Paste sowohl Bakterienagglomerate als auch nur von der Pellikel bedeckte Bereiche beobachtet.
Bei hoheren VergroBerungen zeigten einige Bakterien teilweise eine intakte Morphologie, einige Bak-
terien befanden sich in der Zellteilung. Mit der Sensitiv-Paste konnte eine hhere Reduktion der Bede-
ckung (28,97 % bzw. Score von 2) und der Vitalitit (28,18 % bzw. Score von 2) nachgewiesen wer-
den. Rasterelektronenmikroskopisch konnten diese Ergebnisse belegt wegen. Die mit der Sensitiv-

Paste umspiilten Priifkorper wiesen einen alterierten Biofilm auf. GroBe Areale waren hier nur von der
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Pellikel bedeckt und die vorhandenen Bakterien konnten keine intakte Morphologie mehr aufweisen.
Die geringen Unterschiede konnten auf den Zusatz von Strontiumacetat oder Kaliumchlorid zuriickzu-
filhren sein, was in weiteren Untersuchungen durch die Testung der Einzelsubstanzen zu priifen wire.
Obwohl in der Enzym-Paste weitere Inhaltsstoffe wie Papain (0,012 %), Bromelain (0,05 %) oder Hy-
aluronséure (0,2 %) enthalten sind, ist die Vitalitdt mit 39,21 % und einem Scoring von 3 unter den
Pasten in dieser Versuchsreihe am hochsten. Die mittelwertige Bedeckung der Enzym-Paste (29,54 %
bzw. Score von 2) kann mit den Mittelwerten der Standard-Paste und der Sensitiv-Paste vergleichen
werden. Dort gab es keine signifikanten Differenzen. Rasterelektronisch wiesen die mit der Enzym-
Paste umspiilten Priifkorper hingegen nur wenige bakterienfreie Areale auf, wobei auch hier alterierte
Biofilme vorlagen. Die Morphologie der Bakterien erschien nicht mehr intakt. Bromelain, welches in
der Enzym-Paste enthalten ist, wird in einer /n-vitro-Studie die Moglichkeit mit der Zahnoberfldche zu
interagieren, zugesprochen. Es ist in der Lage, die Oberflachenspannung der Bakterien zu verringern,
indem es Speichelproteine und Glykoproteine hydrolysiert. Diese Proteine sind bakterielle Boten-
stoffe, die dazu dienen, an der Zahnoberfldche zu haften [80]. Eine weitere In-vitro-Studie konnte eine
wachstumseinschrinkende Wirkung auf Streptococcus mutans nachweisen, allerdings in héheren Kon-
zentrationen ab 35% [114]. Aufgrund der gleichen Grundformulierung der Pasten lésst sich bei der
Enzym-Paste schlussfolgern, dass die zusatzlichen Stoffe Papain, Bromelain und Hyaluronséure in
dieser Studie keine zusitzliche antibakterielle Wirkung zeigen. Ob diese fehlende Wirkung auf eine zu
geringe Konzentration in den Zahnpasten oder eine mogliche Wechselwirkung beziehungsweise Inhi-

bierung durch andere Inhaltsstoffen zuriickzufiihren ist, bleibt Bestandteil weiterer Forschung.

Davon abzugrenzen ist die HAP-Paste, die sich von den Werten her am stdrksten von allen anderen
Spiilungen unterscheidet. Obwohl hier mit 40,37% und einem Score von 3 im Mittel die hochste Bede-
ckung unter den Pasten vorliegt, konnte eine starke antibakterielle Wirkung festgestellt werden. Mit
9,27 % und einem Score von 2 konnte diese Losung im Vergleich zu allen anderen getesteten Substan-
zen die Vitalitit am stirksten reduzieren. Fluoreszenzmikroskopisch fiihrte das Spiilen mit der Hydro-
xylapatit-Paste ebenfalls zu einem alterierten Biofilm. Nur wenige Bakterien zeigten eine intakte Mor-
phologie und Zellteilungen waren selten zu beobachten. Diese Wirkung ist am ehesten auf den Zusatz
von Hydroxylapatit zuriickzufiihren, was in einer Studie von Nobre und Mirela bestétigt werden
konnte [101]. Eine weitere mogliche Erklérung fiir die Wirkung von HAP und CHX konnte in einer
synergistischen Beziehung zwischen den beiden Stoffen liegen. In fritheren Studien wurden HAP und
CHX entweder einzeln untersucht und verglichen [101,122] oder als Kombinationspaste wie in der
vorliegenden Studie analysiert. Zukiinftige Studien sollten daher potenzielle Synergieeffekte zwischen

HAP und CHX untersuchen.

Alle Zahnpasten dieser Studien enthielten 0,05% CHX, wobei durch Verdiinnung der Suspension und
unter Beriicksichtigung der Verdiinnung durch den Speichel eine geringere Konzentration erreicht

wurde. Die ausschlielich biofilminhibierende Wirkung wurde aufgrund der zugesetzten Wirkstoffe
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nicht analysiert, auBerdem wurde in dieser Studie wurde nur die Kurzzeitanwendung untersucht, so-
dass derzeit keine Aussage iiber die Langzeitanwendung getroffen werden kann. In fritheren Studien
konnte gezeigt werden, dass die Langzeitanwendung einer 0,05%igen CHX-Paste mit Aluminium-
lactat eine positive Wirkung auf den Gingiva-Index hat, ohne dass Nebenwirkungen auftraten. Die Au-
toren vermuten eine zu geringe CHX-Konzentration, was Fragen zu einer {iberhaupt antimikrobiellen
Wirksamkeit aufwirft [116]. In anderen /n-situ-Studien konnte gezeigt werden, dass durch niedrige
Konzentrationen von 0,06% Chlorhexidin in Mundspiilungen eine deutliche Verénderung stattfindet
und ein signifikanter Unterschied zur Placebospiilung besteht [28,64,113]. Auch bei Konzentrationen
von 0,05 % und 0,025 % konnte in vitro eine antibakterielle Wirkung nachgewiesen werden [96]. Es
bedarf jedoch weiterer Untersuchungen, um festzustellen, ob eine Zahnpasta mit vergleichbarer niedri-

ger Dosierung von Chlorhexidin ebenfalls diese Effekte hervorrufen kann.

AbschlieBend stellt sich die Frage, ob eine Zahnpasta mit CHX langfristig zur Mundhygiene empfoh-
len werden kann. Auch wenn die in Kapitel 2.1.5 beschriebenen Nebenwirkungen bei der niedrig do-
sierten Formulierung nicht beobachtet werden konnten, darf eine mdgliche Resistenzentwicklung von
Mikroorganismen nicht auBer Acht gelassen werden. Ein niedrig konzentriertes Biozid kann nicht nur
in der Mundhohle, sondern auch im Abwassermikrobiom zu Resistenzentwicklungen fiihren. Es wurde
iiber Ausbriiche im Zusammenhang mit kontaminierten CHX-Ldsungen berichtet, was auf die Anpas-
sungsfahigkeit von Bakterien hinweist. Obwohl selten, wurden klinische Isolate mit verminderter
Empfindlichkeit gegeniiber CHX beobachtet, beispielsweise beim multiresistenten Staphylococcus au-
reus. Studien unterstreichen die Notwendigkeit einer erhohten Wachsamkeit gegentiber resistenten
Bakterien in der Zahnplaque und weisen auf das potenzielle Risiko einer langfristigen Anwendung an-
timikrobieller Mittel hin. Werden Antiseptika jedoch mit Vorsicht und in den richtigen Situationen
eingesetzt, wird das Gesamtrisiko einer erworbenen Resistenzentwicklung als gering eingeschétzt
[119,135]. Ein weiteres Problem bei der Langzeitanwendung ist die Wirkung von CHX auf die Stick-
stoffmonoxid (NO)- Synthese. In der Mundhohle sind verschiedene Bakterien in der Lage, Nitrat zu
Nitrit zu reduzieren, einer wichtigen Vorstufe des Molekiils Stickstoffmonoxid. Der grofite Anteil des
mit der Nahrung aufgenommenen Nitrats stammt aus Blatt- und Wurzelgemiise. NO wird eine wich-
tige homoostatische Rolle in biologischen Prozessen des Korpers zugeschrieben [97]. Eine vermin-
derte Bioverfligbarkeit des Molekiils ist ein Kennzeichen einer endothelialen Dysfunktion, die ein Bin-
deglied zwischen Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Adipositas, Diabetes und pardodontalen Erkrankun-
gen darstellt [49,98]. Das orale Mikrobiom ist sehr formbar und reagiert schnell auf innere und duflere
Einfliisse. Daher spielt es eine Schliisselrolle fiir die menschliche Gesundheit und kann zur Verbesse-
rung der NO-Produktion positiv beeinflusst werden [21]. Studien haben gezeigt, dass die Anwendung
von CHX iiber einen Zeitraum von bis zu sieben Tagen die Nitratproduktion um 90% reduziert
[17,74]. Bescos et al. stellten zudem fest, dass die Nutzung von CHX zu einer deutlichen Verringerung

der Nitratproduktion durch die Reduktion bestimmter Bakterienarten wie Veillonella und
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Aktinomyzeten fihrt [17]. Eine Langzeitanwendung kdnnte daher drastische Auswirkungen auf das

orale Mikrobiom und den systemischen NO-Spiegel haben.

Angesichts der beschriebenen Nebenwirkungen von Chlorhexidin stellt sich die Frage nach alternati-
ven antimikrobiell wirksamen Substanzen, die keine derartigen Nebenwirkungen aufweisen. In der Li-
teratur werden einige Substanzen diskutiert und bereits in Mundspiillosungen und Zahnpasten einge-
setzt, wie z.B. Cetylpridiniumchlorid (CPC) oder itherische Ole (EO). CPC, eine quaternire Ammoni-
umverbindung, wird wegen seiner antimikrobiellen Wirkung Lutschtabletten und Mundspiillosungen
zugesetzt. Es besitzt ein breites antimikrobielles Spektrum mit bakterizider Wirkung auf grampositive
Bakterien. CPC ist einer der héufigsten Inhaltsstoffe in Mundspiillosungen und liegt in der Regel in
einer Konzentration von 0,05 % vor [132]. Mehrere /n-situ-Studien haben gezeigt, dass dieser Inhalts-
stoff den Biofilm reduzieren kann [88,127,139]. Als Mundspiilung zeigt es signifikante Vorteile bei
der Reduktion von Plaqueansammlung und Gingivitis [63] und ist in der Lage, Gingivitis und Plaque-
parameter signifikant zu reduzieren [42,79]. Eine weitere Alternative konnen therische Ole sein, die
bereits in Mundspiilungen als auch in Zahnpasten enthalten sind. Atherische Ole (EO) sind Stoffgemi-
sche aus pflanzlichen Ausgangsprodukten mit antimikrobieller und antiinflammatorischer Wirkung. In
den meisten Produkten handelt es sich um Gemische von Olen, zum Beispiel eine Kombination aus
Menthol, Thymol, Eukalyptol oder Teebaum- und Nelkenol [14,126]. Metaanalysen konnten eine anti-
mikrobielle Aktivitdt und eine Reduktion von Plaque und Gingivitis bestétigen [41,54]. Die Langzeit-
anwendung von EO erwies sich als unproblematisch, da keine unerwiinschten Verschiebungen in der
supragingivalen mikrobiellen Zusammensetzung auftraten. Auch eine Verédnderung der Resistenz ge-
geniiber antiseptischen Mitteln wurde nicht beobachtet, was darauf hindeutet, dass EO die Resistenz-
entwicklung nicht fordert [126]. In einer Studie von Mitsui et al. konnte aulerdem gezeigt werden,
dass das orale Mikrobiom und die Nitratreduktion durch #therische Ole nicht signifikant beeinflusst

wird [95]. Atherische Ole scheinen somit eine zuverlissige Alternative zu CHX zu sein [112,126,130].
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5.7 Schlussfolgerung

In der vorliegenden /n-situ-Studie wurde der biofilminhibierende Effekt aller getesteten Zahnpastasus-
pensionen bei wiederholter Anwendung iiber 48 h nachgewiesen. Die antimikrobielle Wirkung von
CHX (0,05%) und Aluminiumlactat (0,8%) konnte bestétigt werden. Neben der Grundformulierung
der jeweiligen Paste konnte durch Zugabe von aktiven Wirkstoffen gezeigt werden, dass die HAP-
Paste mit 5 %igem Hydroxylapatit den groBten antibakteriellen Effekt zeigte. Die Enzym-Paste mit
Zugabe von Papain, Bromelain und Hyaluronsdure konnte im Vergleich zu den anderen drei Pasten
keine weitere Reduktion des Biofilms bewirken. Auch die Sensitiv-Paste hatte ebenfalls einen positi-
ven Effekt auf die Biofilmreduktion, jedoch sind weitere Untersuchungen notwendig, um gegebenen-
falls Riickschliisse auf Kaliumchlorid oder Strontiumacetat ziehen zu kénnen. Da in der Langzeitan-
wendung von Chlorhexidin Nebenwirkungen wie Verfarbungen der Zdhne, Resistenzentwicklungen
und gesundheitliche Probleme durch Reduktion des Nitratstoffwechsels auftreten konnen, scheinen

4therische Ole (EO) eine zuverlissige Alternative zu sein.
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Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

STD-P

B-P

CHX

EDX

ENZ-P

HAP-P

PI

SLS

PEG

EO

CPC

Standard-Paste
Basis-Paste
Chlorhexidin
Energiedispersive Rontgenspektroskopie
Enzym-Paste
Hydroxylapatit-Paste
Propidiumiodid
Sodium Lauryl Sulfat
Sensitiv-Paste
Polyethylenglykol
Atherische Ole

Cetylpridiniumchlorid
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9 Anhang

9.1 Ergebnisse Datensatz

9.1.1 Bedeckung

Wasser B-P STD-P S-P HAP-P ENZ-P CHX
Person 1 74,49 % 82,78 % 70,85 % 41,31 % 19,54 % 28,88 % 33,13 %
Person 2 68,47 % 55,53 % 16,80 % 48,22 % 89,97 % 27,68 % 1,44 %
Person 3 91,92 % 38,34 % 11,53 % 32,78 % 2,29 % 30,25 % 0,20 %
Person 4 24,65 % 12,88 % 23,44 % 42,17 % 43,44 % 54,32 % 3,43 %
Person 5 81,27 % 19,29 % 13,86 % 5,45 % 1,34 % 6,57 % 8,95 %
Person 6 90,22 % 73,32 % 49,62 % 3,86 % 85,66 % 29,54 % 10,17 %

Bedeckung angegeben fiir jede Testperson und jede Priifsubstanz nach Analyse mit Image J. Bei

den Werten handelt es sich um die Mittelwerte einer Person pro Spiillosung.

Wasser B-P STD-P S-P HAP-P ENZ-P CHX
Person 1 5,25 5,50 5,08 3,42 2,42 3,29 4,17
Person 2 4,45 4,83 3,50 4,17 5,25 2,17 2,50
Person 3 5,92 4,00 3,21 2,86 1,50 2,92 2,00
Person 4 4,86 3,65 4,07 3,83 3,83 3,83 2,00
Person 5 5,50 3,48 2,25 1,42 1,17 1,69 3,00
Person 6 5,67 4,83 4,70 1,33 5,00 3,33 3,67

Bedeckung: Analyse der Bedeckung mit dem oben genannten. Scoring. Bei den Werten handelt es sich um
die Mittelwerte einer Person pro Spiillésung.
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9.1.2 Vitalitit

Wasser B-P STD-P S-P HAP-P ENZ-P CHX
Person 1 54,52 % 45,10 % 29,54 % 36,19 % 40,55 % 9,01 % 22,39 %
Person 2 54,55 % 31,24 % 25,94 % 31,49 % 25,66 % 8,01 % 68,82 %
Person 3 45,82 % 44,41 % 17,03 % 36,67 % 51,97 % 14,11 % 34,66 %
Person 4 86,60 % 73,30 % 30,69 % 40,56 % 13,46 % 8,20 % 38,53 %
Person 5 38,35 % 38,35 % 43,32 % 51,12 % 25,73 % 8,66 % 35,28 %
Person 6 28,96 % 49,57 % 36,55 % 39,21 % 11,73 % 5,85 % 32,20 %

Vitalitit angegeben fiir jede Testperson und jede Priifsubstanz nach Analyse mit Image J. Bei

den Werten handelt es sich um die Mittelwerte einer Person pro Spiillosung.

Wasser B-P STD-P S-P HAP-P ENZ-P CHX
Person 1 3,50 2,58 2,75 3,05 2,67 1,42 2,58
Person 2 3,30 3,92 2,43 2,50 2,25 2,17 2,92
Person 3 3,50 3,00 2,71 2,48 3,08 1,83 1,00
Person 4 3,93 3,48 2,71 2,50 2,75 1,33 1,67
Person 5 3,64 2,72 2,67 2,99 2,67 2,17 1,92
Person 6 3,67 3,25 3,26 2,50 1,33 2,42 1,92

Vitalitit: Analyse mit dem oben genannten Scoring. Bei den Werten handelt es sich um die Mittelwerte
einer Person pro Spiillosung
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