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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Ziel: In dieser Arbeit werden die antibakterielle Wirksamkeit der drei experimentellen Mund-
spiillésungen Chitosan, Hydroxylapatit sowie Tanninsdure auf die Speichelbakterien in vivo

und die Effekte der Spiillosungen auf den Speichel untersucht.

Material und Methoden: Die Mundspiillosung Chitosan lag in einer Konzentration von
0,5% vor, die von Hydroxylapatit und Tanninsdure in einer von 5%. Als Positivkontrolle
diente die Spiillosung 0,2%-Chlorhexidindigluconat, als Negativkontrolle die Spiillosung
Wasser. In einem Nebenversuch kam zusitzlich die Spiillosung Salzsdure mit einem pH-Wert
von 2,5 zum Einsatz. Fiinf Probanden spiilten mit der jeweiligen Spiillésung fiir 30 s und
sammelten Speichelproben vor dem Spiilen sowie 1 min, 30 min und 2 h danach. Die Proben
wurden aufbereitet und die darin enthaltenen Bakterien fluoreszenzmikroskopisch mittels Vi-
tal-Fluoreszenz-Doppelfarbung auf ihre Vitalitdt hin untersucht. In einer zweiten Untersu-
chung sammelten zwei Probanden auf gleiche Weise Proben. Diese wurden zur Herstellung
transmissionselektronenmikroskopischer Aufnahmen fixiert und eingebettet. Die angefertig-

ten Bilder wurden auf deskriptive Weise ausgewertet.

Ergebnisse: Wie sich in der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung zeigen liel3, konnte
die Vitalitdt der Bakterienzellen in den untersuchten Proben mit den Spiillosungen Chitosan
und Tanninsdure nach 1 min deutlich, nach 30 min noch erkennbar herabgesetzt werden. 2 h
nach dem Spiilen waren keine signifikanten Verdnderungen mehr messbar. Die Spiillosung
Hydroxylapatit weist nur 1 min nach dem Spiilen eine schwache antibakterielle Wirkung auf.
Die Positivkontrolle Chlorhexidin senkte als einzige Spiillosung die bakterielle Zellvitalitdt
nachhaltig. Nur hier lie8 sich noch nach 2 h eine deutliche antibakterielle Wirkung nachwei-
sen. In einem Nebenversuch konnte ein etwaiger pH-Einfluss der Spiillosung Tanninsdure auf
die bakterielle Zellvitalitit ausgeschlossen werden. Die Spiillosung Sa/zsdure mit einem pH-

Wert von 2,5 weist keine antibakterielle Wirkung auf.

In den Aufnahmen der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) zeigen sich bei allen drei

experimentellen Spiillosungen agglutinierende Effekte an den Speichelproteinen und Spei-
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chelbakterien, besonders 1 min nach dem Spiilen, schwicher auch noch nach 30 min. In fast
allen Aufnahmen 1 min und 30 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung Hydroxylapatit wa-
ren Aggregationen aus Kokken, bzw. Proteinaggregaten und Hydroxylapatitkristallen zu se-
hen. Solche Aggregationen, wenn auch deutlich weniger, konnten 2 h nach dem Spiilen eben-
falls noch nachgewiesen werden. Lediglich die Spiillésungen Chitosan und Tanninsdure so-
wie die Positivkontrolle Chlorhexidin weisen 1 min nach dem Spiilen in den TEM-
Aufnahmen eine deutliche antibakterielle Wirkung auf. Bei der Positivkontrolle 1dsst sich

dieser Effekt auch noch nach 30 min und 2 h feststellen.

Schlussfolgerungen: Kurzfristige antibakterielle Effekte sind bei den Spiillosungen Chitosan
und Tanninsdure zu beobachten. Die bakterien- und proteinagglutinierenden Effekte, welche
bei der Spiillosung Hydroxylapatit vorkamen, konnten in der priaventiven Zahnmedizin zum
Biofilmmanagement genutzt werden und sollten Gegenstand weiterer in vivo bzw. in vitro

Studien sein.
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1.2 Abstract

Aim: This study evaluates the in vivo antimicrobial activity of the experimental mouthrinses

Tannic acid, Chitosan and Hydroxyapatite on salivary bacteria and their effects on saliva.

Materials and methods: Chitosan has a concentration of 0.5%, the two others (tannic acid,
hydroxyapatite) each have one of 5%. 0.2% Chlorhexidine served as positive control, destil-
led water as negative control. In a side experiment the rinsing solution Hydrochloric Acid
with a pH value of 2.5 was additionally used. In this study five volunteers rinsed 30 s with
each tested product. Saliva samples were obtained before rinsing, after 1, 30 and 120 min.
These samples were prepared for fluorescence microscopy via Live-Dead-Staining, by which

the cell vitality of salivary bacteria was examined.

In a second study two volunteers collected salivary equally. The obtained samples were pre-
pared for transmission electron microscopy. The resulting pictures were evaluated descrip-

tively.

Results: 1 min after rinsing with the mouthrinses Chitosan and Tannic acid bacterial cell vita-
lity was greatly reduced, whereas after 30 min at least visibly. 2 h after rinsing there was no
measurable effect. The rinsing solution Hydroxyapatite showed a slightly significant antimi-
crobial effect only 1 min after rinsing. Merely the positive control Chlorhexidine reduced the
bacterial cell vitality sustainably. Even after 2 h a distinct antibacterial effect was measurable.
A side experiment revealed that the tannic acid’s pH-value had no influence on the mouthrin-

se’s antibacterial effect. Hydrochloric acid with a pH-value of 2.5 had no antibacterial effect.

The TEM pictures revealed agglutinating effects caused by all three experimental rinsing so-
lutions, especially 1 min after rinsing, less strongly after 30 min. Almost all pictures taken
1 min and 30 min after rinsing with the rinsing solution Hydroxyapatite showed aggregations
of hydroxyapatite crystals with cocci respectively protein aggregates. Such aggregations, al-
beit significantly less, could still be detected 2 h after rinsing. Only the rinsing solutions Chi-
tosan and Tannic acid as well as the positive control Chlorhexidine showed, visualized by
TEM, a clear antibacterial effect 1 min after rinsing. Regarding the positive control, this effect

could still be observed after 30 min and even after 2 h.

Conclusion: Short-term antimicrobial effects are found in the rinsing solutions Chitosan and

Tannic acid. The bacteria and protein agglutinating effects, which occurred with the rinsing
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solution hydroxyapatite, could be used in preventive dentistry for biofilm management and

should be the subject of further in vivo and in vitro investigations.
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2 Einleitung

Prophylaxemalinahmen in der Zahnmedizin nehmen heute im Vergleich zu vergangenen Jahr-
zehnten einen immer groBeren Stellenwert ein. Lag damals der Fokus auf den kurativen Mal-
nahmen, verschiebt sich dieser heute zunehmend auf die Prophylaxemallnahmen. Diese Ent-
wicklung ist auch der flinften Deutschen Mundgesundheitsstudie (DMS V) des Instituts der
Deutschen Zahnérzte aus dem Jahr 2014 zu entnehmen. Eine direkte Folge der guten Prophy-
laxe ist die sinkende Karieserfahrung bei Kindern. Mit einem DMFT-Wert — sprich der An-
zahl karioser (Decayed), fehlender (Missed) und gefiillter (Filled) Zdhne (Tooth) — von nur
0,5 bei den 12-Jahrigen steht Deutschland an der Weltspitze.
Es gibt allerdings auch einen anderen Trend, welcher in der DMS V bereits im Vorwort deut-
lich wird: ,,Mit diesen und anderen Ergebnissen geht aber auch eine wichtige Erkenntnis ein-
her: Infolge der demografischen Entwicklung verlagern sich Zahnerkrankungen ins hohe Al-

ter und dabei hauptsichlich auf Menschen mit Pflegebedarf™ (Jordan et al., 2014).

Mundspiilldsungen spielen in unserer alternden Gesellschaft eine immer grofere Rolle, was
die Prophylaxe von Karies und entziindlichen Erkrankungen des Zahnhalteapparates betrifft.
Nach der DMS V sind 30 Prozent der Menschen mit Pflegebedarf nicht mehr selbst in der
Lage, ihre Zdhne und Zahnprothesen eigenstdndig zu reinigen und zu pflegen. Diesen Pflege-
bediirftigen ist dann auf eigenstindige Weise oftmals nur noch eine chemische Reinigung der

Zéhne mittels Mundspiillosungen mdoglich.

Ziel der Mundspiillosungen ist hierbei nicht die vollstindige Beseitigung der Mundflora, son-
dern eine Hemmung der bakteriellen Adhédsion an die Zahnhartsubstanz sowie die gezielte
Elimination kariogener und parodontopathogener Erreger unter Wahrung eines dkologischen
Gleichgewichtes des oralen Mikrobioms. Moderne Mundpflegeprdparate enthalten haufig
Chlorhexidin, Metallsalze oder quartire Ammoniumverbindungen, die jedoch auf unspezifi-
sche Weise neben den schidlichen Erregern auch niitzliche Bakterien abtoten, die eine Ho-

moostase aufrechterhalten.

Es besteht ein zunehmender gesellschaftlicher Trend in der Nachfrage nach natiirlich vor-
kommenden Gesundheitsprodukten. Dieser schlédgt sich auch in der Zahnmedizin nieder. Um

dieser Entwicklung Rechnung zu tragen, soll die vorliegende /n-vivo-Studie Aufschluss liber
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die antibakterielle Wirkung und die Effekte auf den Speichel von experimentellen, natiirlichen

Mundspiilldsungen geben.
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2.1 Literaturubersicht

2.1.1 Mikroorganismen der Mundhohle

Die Mundhohle stellt mit ihrer Warme und Feuchtigkeit fiir Mikroorganismen ein ideales Bio-
top dar. So ist es kein Wunder, dass die Bakteriendiversitit an dieser Stelle auf mindestens
500 bis 700 verschiedene Arten geschitzt wird (Kroes et al., 1999; Paster et al., 2001; Kazor
et al., 2003; Dewhirst, 2010). Zudem sind neben Bakterien in geringem Mal3e auch Pilze und
Viren Teil der normalen Mundflora. Es ldsst sich abschitzen, dass an Pilzen etwa weitere 100
Arten in der Mundhohle vorkommen (Ghannoum et al., 2010). Es gibt zahlreichende Interak-
tionen zwischen Bakterien und Pilzen, welche noch nicht ausreichend erforscht sind. So
kommt es zwischen diesen zu physikalischen, chemischen und metabolischen Wechselwir-

kungen (Krom ef al., 2014).

Die Anzahl der Bakterien liegt bei einem Milliliter Speichel bei 10°, bei einem Gramm Plaque
sogar bei 10'! (Rupf et al., 2007). Da pathogene Keime gemeinsam mit apathogenen um
Néhrstoffe konkurrieren, ist der Erhalt der Homdostase der oralen Flora notwendig (Marsh
und Martin, 2003). Eine residente Flora schiitzt somit vor opportunistischen Erregern, was als

»Resistenz gegen Besiedelung® bezeichnet wird (Marsh und Martin, 2003).

Im Mutterleib gesunder Frauen — so nimmt man an — wiéchst das Kind in einer aseptischen
Umgebung heran und somit auch die fetale Mundhdhle. Neuere Untersuchungen konnten je-
doch zeigen, dass es im Fruchtwasser bei 70 Prozent der Schwangeren bereits zu einer Besie-
delung mit Bakterien kommt (Bearfield ef al., 2002). Am héaufigsten tritt hierbei das F. nucle-
atum, ein Parodontitis-Erreger, auf (Hill, 1998). Dies bekriftigt auch die Annahme, Parodon-
talerkrankungen seien ein Risikofaktor fiir Frithgeburten und fiir geringes Geburtsgewicht
(Offenbacher et al., 1996). Das Mikrobiom wird durch weitere Bakterien wahrend der Geburt
erginzt. Dies sind entweder Bakterien der Haut- oder der Vaginalflora, abhidngig davon, ob
das Kind auf natiirlichem Wege oder mittels Kaiserschnittes auf die Welt gebracht wird (Ne-
lun Barfod et al., 2011). Im letzteren Fall erfolge laut Li et al. die Besiedelung der kindlichen
Mundhdhle mit S. mutans ca. ein Jahr frither als bei natiirlich geborenen Kindern (Li ef al.,
2005). Weitere Verdnderungen in der Besiedelung der Mundhdhle ergeben sich beim Kind
durch den Kontakt mit der Mutter — die sog. vertikale Ubertragung —, was dazu fiihrt, dass

sich kindliches und miitterliches Mikrobiom immer weiter anndhern und spiter durch den
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Kontakt mit anderen Menschen und der Umgebung — die sog. horizontale Ubertragung. Mit
dem Durchbruch der ersten Zihne sowie mit dem Wechsel zur zweiten Dentition dndert sich
das kindliche Mikrobiom noch einmal deutlich (Kilian et al., 2016). So entwickelt letztlich
jeder Mensch im Laufe seines Lebens ein ganz individuelles Mikrobiom, welches von vielen
Faktoren beeinflusst wird. Dazu gehdren insbesondere die Erndhrung, die Mundhygiene, das
Alter oder auch die Einnahme von Medikamenten und hierbei insbesondere von Antibiotika
(Meyer und Enax, 2018). Das Mikrobiom der Mundhohle hat Einfluss auf die Gesundheit des
ganzen Korpers. So gibt es Hinweise darauf, dass regelmiflige Mundspiilungen mit
Chlorhexidin den Blutdruck leicht steigen lassen konnen, da sie den Nitritspiegel im Speichel
und im Blutplasma senken (Woessner et al., 2016; Kapil et al., 2013). Die Zusammenhinge
zwischen dem zahlreichen Vorhandensein parodontopathogener Erreger und dem erhohten
Risiko fiir Frithgeburten bzw. der Verschlechterung einer Diabeteserkrankung sind bereits gut
untersucht (Loe, 1993; Offenbacher ef al., 2006). Ein neuerer Ansatz ist die Gabe von apatho-
genen Bakterien, sog. ,,Probiotika®“. Durch deren Gabe wird versucht, das Bakterienmilieu
positiv zu beeinflussen, um so Dysbiosen zu verhindern. Probiotika beinhalten in der Regel
Lactobacillen, am héufigsten L. reuteri, welche sich mit den pathogenen Erregern im Konkur-
renzkampf um Nahrstoffe befinden und so das Gleichgewicht wieder hin zu einer Homgostase
verschieben konnen (Jones und Versalovic, 2009). Ob dieser Ansatz tatsdchlich funktioniert,
muss in weiteren Studien noch untersucht werden (Elavarasu et al., 2012; Posner und Do-

manski, 2009).

2.1.2  Speichel

Der Speichel spielt eine wichtige Rolle, nicht nur, was die Befeuchtung der Nahrung betriftt,
sondern v.a. auch als Kariesprotektor. So ist bekanntlich erwiesen, dass bei Hyposalivation
bzw. Xerostomie das Kariesrisiko deutlich ansteigt. Die Ursache hierfiir liegt in der nicht
mehr ausreichenden Spiilfunktion sowie dem verminderten Vorhandensein der antimikrobiel-

len Eigenschaften vieler Speichelproteine (Dreizen et al., 1977).

Van Nieuw Amerongen fasst die positiven Eigenschaften des Speichels und der darin enthal-
tenen Komponenten in fiinf Punkten zusammen: Schutz der Zahnoberfliche vor Abnutzung,
Remineralisierung des Schmelzes, Verzogerung der Demineralisation, Vorbeugung der Adha-
renz oraler Mikroorganismen an die Schmelzpellikel sowie Neutralisation von Sduren (Van

Nieuw Amerongen ef al., 2004).
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Die Pellikelformation ist abhéngig von der Adsorption von Komponenten aus dem Speichel,
der Sulkusfliissigkeit und Bakterien auf der Schmelzoberflaiche (Hannig, M. und Joiner,
2006). Die Vitalitdt der pathogenen Keime im Speichel spielt eine entscheidende Rolle in der
Entstehung des Biofilms, da die bakterielle Adhédrenz an der Pellikelschicht Grundlage fiir die
Entstehung von Plaque ist. An der Bakterienoberfliche befinden sich Fimbrien und die Gly-
kokalyx. Letztere variiert in elektronenmikroskopischen Untersuchungen mit 50—100 nm
(Stace und Damiano, 2001) stark in ihrer Gro3e abhéngig von den eingesetzten Farbemetho-
den (Fassel und Edmindston, 1999). Dass die Glykokalyx allerdings mit 400—500 nm in vivo
deutlich groBer ist (Frey et al., 1996), liegt an der Dehydratation wéhrend der Einbettung und

Fixierung (Stace und Damiano, 2001).

Neben den Speichelbakterien lassen sich ultrastrukturell weitere Strukturen ausmachen. Pro-
teinaggregaten lassen sich anhand ihres filamentartigen AuBeren einfach identifizieren. Auch
sind hiufig abgeschilferte Epithelzellen zu sehen. Die 100-200 nm grof8en Mizellen sind an
ihrer globuldren Form leicht zu erkennen erkennen (Soares et al., 2004). Thren Namen ver-
danken sie ihrer morphologischen Ahnlichkeit mit den in Milch enthaltenen Kasein-Mizellen

(Rolla und Rykke, 1994).

Nasidze et al. zeigen, dass die Diversitdt im Mikrobiom des Speichels weltweit betrachtet
relativ dhnlich ist, interindividuell jedoch stark verschieden (Nasidze et al., 2009). Der inter-
individuelle Unterschied wird klinisch in den verschiedenen Erkrankungen sichtbar, die sich
aus der Dysbiose in der Mundhohle entwickeln, beispielsweise in der Dentalkaries und den
Parodontitiden (Meyer und Enax, 2018). Das Mikrobiom des Speichels passt sich an die Le-
bensumstdnde der jeweiligen Menschen an. So haben die Nutzung des Feuers, der Ackerbau,
der erleichterte Zugang zu verarbeiteten Nahrungsmitteln, insbesondere von Zucker, das

menschliche Mikrobiom deutlich veridndert (Kilian ef al., 2016).

2.1.3  Antibakterielle Wirkstoffe in Mundspiillosungen

Die auf dem Markt erhéltlichen Mundspiillosungen zeichnen sich durch eine gro3e Vielfalt an
verschiedenen Wirkstoffen aus. So gibt es nicht nur antibakterielle, sondern auch plaque- oder
entziindungshemmende Wirkstoffe. Auch eine Remineralisation des Zahnschmelzes ldsst sich
durch Zusatz von Fluorid oder Hydroxylapatit erzielen (Roveri et al., 2009). Die verschiede-
nen antibakteriellen Wirkstoffe von Mundspiilldsungen und deren Wirkmechanismen auf die

Speichelbakterien sind Tabelle 1 zu entnehmen.
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Tab. 1: Ubersicht iiber die giingigsten antibakteriellen Wirkstoffe in Mundspiillossungen und deren
Wirkmechanismen (modifiziert nach: Meyer und Enax, 2018)

Stoffklasse Beispiele Antimikrobieller Wirkmechanismus

— Inhibierung des Zuckertransports und der
Saureproduktion

— Inhibierung der Aminoséureaufnahme, Poly-
saccharidsynthese und Funktionen der bakte-
riellen Membran

Biguanid-Derivat Chlorhexidin

— Inhibierung der Proteaseaktivitit

Quartare Ammonium- | Cetylpyridinium- — Minimierung des bakteriellen Wachstums

verbindungen chlorid, Octenidin
Menthol, Thymol, — Inhibierung des bakteriellen Wachstums
Atherische Ole Eucalyptol, Methyl- |- Inhibierung der Sdureproduktion
salicylat — Reduktion von Lipopolysacchariden
i — Inhibierung des Zuckertransports und der
Metallsalze Zink-, Kupfer- und Sédureproduktion

Zinn(IT)ionen . .
({ — Inhibierung der Proteaseaktivitit

Pflanzenextrakte (z.B. — Inhibierung der Saureproduktion

Naturstoffe Apigenin)

— Inhibierung der bakteriellen Polysaccharid-
synthese

— Inhibierung des Zuckertransports und der
Phenolderivate Triclosan Saureproduktion
— Inhibierung der Proteaseaktivitit

Das zur Gruppe der Biguanid-Derivate zdhlende Chlorhexidin ist nicht wasserloslich und
kann daher nur in seiner ebenso wirksamen wasserloslichen Form als Chlorhexidindigluconat
in Mundspiillosungen Anwendung finden. Es ist aufgrund unerwiinschter Nebenwirkungen
bei Langzeitanwendung apothekenpflichtig. Ahnliches gilt fiir Priparate mit quartiren Am-
moniumverbindungen. Deren unspezifischer Einsatz als antimikrobieller Wirkstoff in Kosme-
tikprodukten kann zu einer zunehmenden Resistenzentwicklung pathogener und apathogener
Bakterien fiihren (Hegstad ef al., 2010). Im héuslichen Bereich finden stattdessen oftmals
itherische Ole, Metallsalze, Pflanzenextrakte und Phenolderivate Verwendung. Tenside, wie
das in manchen Produkten eingesetzte Natriumlaurylsulfat, werden aufgrund ihrer mdglichen
allergenen Wirkung kaum mehr eingesetzt. Auch gibt es Hinweise darauf, dass sie das Auftre-

ten von Aphten begiinstigen (Herlofson und Barkvoll, 1994).
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2.1.4 Chitosan

Chitin ist dhnlich wie Zellulose ein natiirlich vorkommendes Polymer und ist einzig durch die
Acetamidgruppe am C» jeder Glukoseuntereinheit von dieser verschieden (Abb. 1). Neben
Zellulose ist Chitin das am weitesten verbreitete Polysaccharid und kommt als Strukturbildner
in Pilzen, Schalentieren und Insektenskeletten vor. Chitosan ist ein Chitinderivat, welches
durch Deacetylierung von Chitin gewonnen wird. Sein Molekulargewicht verhilt sich umge-
kehrt proportional zum Grad der Deacetylierung, d.h. je mehr Chitin in Chitosan umgewan-
delt wurde, desto niedriger ist das Molekulargewicht et vice versa. Typische Deacetylierungs-
grade liegen bei 60—80% und nicht bei mehr, da eine vollkommene Deacetylierung die Chito-

sanketten zu sehr degenerieren wiirde (Ondruschka et al., 2008).

Cellulose

NHCOCH3

Chitin

Chitosan

Abb. 1: Strukturformeln von Zellulose, Chitin und Chitosan (Kumar, 2000)

Chitosan ist fiir seine bakterizide und fungizide Wirkung bekannt. In der Medizin macht man
sich zudem seine koagulierenden Eigenschaften in Form von ,,Gerinnungs-Pads* zur Blutstil-
lung zunutze (Poretti ef al., 2005). Chitosan eignet sich dariiber hinaus sehr gut als Agens in
Mundspiilldsungen, da es iiber eine sehr gute Haftung an oralen Oberfldchen verfiigt (Senel et
al., 2000). Chitosan wird auch als Vehikel fiir die Freisetzung therapeutischer Mittel einge-
setzt (Bhattarai, et al., 2010). In der Zahnmedizin wird fiir die Freisetzung oraler therapeuti-

scher Mittel diese Vehikeleigenschaft verwendet (Decker et al., 2005). Eine Studie hat ge-
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zeigt, dass Chitosan in der Lage ist, die Arzneimittelabgabe in den parodontalen Taschen um
bis zu 20 Tage zu verzogern (Perugini et al., 2003).

Wie genau die antiadhdrente Wirkweise des Chitosans zustande kommt, ist noch nicht ab-
schlieBend geklart. Man vermutet jedoch, dass Chitosan sukzessive die Hydrophobizitidt der
Bakterienzellwénde herabsetzt. Da die Oberflichenhydrophobizitit jedoch mit dem Anlage-
rungsvermdgen der Bakterien relativiert, kann diese Herabsenkung zumindest ein Faktor sein,
welcher die antiadhidrente Wirkung verursacht (Stamford et al., 2013). Costa et al. zeigen an-
tiadhdrente Eigenschaften von Chitosan auf S. mutans (Costa et al., 2013) und antibakterielle
Eigenschaften gegen parodontopathogene Erreger (Costa et al., 2014). Hayashi et al. bestiti-
gen ebenfalls die antibakterielle Wirkung von Chitosan auf Speichelbakterien (Hayashi et al.,
2007a). Dariiber hinaus konnten sie zeigen, dass Chitosan als Zusatz in Kaugummis starker
antibakteriell wirkt als in Form von Mundspiillosungen (Hayashi ef al., 2007a). Einprozentige
Chitosanlosung fiihrt nach Bae ef al. zu signifikanter Reduktion des Plaqueindexes und zu
reduzierter Vitalitdt der Plaquebakterien. Auch eine antibakterielle Wirksamkeit gegen S.

mutans konnte demonstriert werden (Bae et al., 20006).

2.1.5 Hydroxylapatit

Hydroxylapatit (Cas(PO.);(OH)) stellt den Grundbaustein aller tierischen und menschlichen
Hartgewebe dar und kommt im Knochen zu 40%, im Dentin zu 70% und im Zahnschmelz zu
95% vor. Im Bereich der Medizin kommt das Biomaterial Hydroxylapatit v.a. als Beschich-
tung von kiinstlichen Gelenken oder Implantaten zum Einsatz (Zhao et al., 2008). Diesen Ein-
satz hat es seiner guten Biokompatibilitit und -aktivitit zu verdanken. Bioaktivitit meint die

Eigenschatft, eine direkte chemische Verbindung mit lebendem Gewebe einzugehen.

Im Bereich der Zahnmedizin stellt Hydroxylapatit als Wirkstoffzusatz in Zahnpasten und
Mundspiillésungen einen neuen biomimetischen Ansatz dar, frilhe Schmelzldsionen zu remi-
neralisieren oder die Anlagerung von Biofilmen zu hemmen (Hannig, M. und Hannig, C.,
2010; Hannig, C. et al., 2013; Tschoppe et al., 2011). Bezogen auf die Remineralisierung
scheint eine Konzentration von 10 Prozent am effektivsten zu sein (Huang et al., 2009). Wei-
terhin kann Hydroxylapatit die Dentintubuli verschlieBen und somit die Empfindlichkeit der
Zéhne auf duBere Reize senken (Shetty et al., 2010; Vano et al., 2018). Eine in-vivo-
Untersuchung von Tahan aus dem Jahr 2018 kann fiir eine kommerzielle hydroxylapatithalti-

ge Mundspiillosung zwar einen moderaten antibakteriellen Effekt nachweisen, jedoch sind
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dem Préparat noch weitere Wirkstoffe wie die Zuckeralkohole Xylitol und Sorbitol zugefiigt
(Tahan, 2018). Kensche et al. gehen von keinem antibakteriellen Effekt des Hydroxylapatits
aus. Sie zeigen jedoch, dass Hydroxylapatit im Speichel zusammen mit den Bakterien Aggre-

gate bildet und so eine antiadhdsive Wirkung entfaltet (Kensche et al., 2017).

2.1.6 Tanninsdure

Tanninsdure gehort zur Gruppe der Polyphenole und spielt eine wichtige Rolle als Gerbsdure
bei der Lederherstellung sowie im Weinbau und wurde schon lange ausfiihrlich auf seine an-
timikrobiellen Eigenschaften untersucht (Scalbert, 1991). Tannine haben ein Molekiilgewicht
von 500-3.000 Da und gehoren zur Gruppe der Polyphenole (Haslam, 1996a), was sich auch
an ihrer Struktur erkennen ldsst (Abb. 2).

Q

Abb. 2: chem. Strukturformel der Tanninsiure

(Produktinformation Sigma-Aldrich, Inc.)

Die molekulare Wirkweise der Polyphenole besteht darin, aus Proteinen durch unspezifische
Krifte — wie Wasserstoftbriickenbindungen, hydrophobe Effekte oder kovalente Bindungen —
Komplexe zu bilden und diese so zu inaktivieren (Haslam et al., 1996b). Es wird davon aus-
gegangen, dass prolinreiche Proteine mit Tanninsdure aggregieren, um diese zu inaktivieren

und somit ihre biologische Aktivitdt zu mindern (Lu und Bennick, 1998). Da Tanninsdure
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auch die protektiven Eigenschaften der in situ geformten Pellikelschicht unterstiitzt (Hertel et
al., 2017), kann es als Additiv in Mundspiillésungen eine relevante Rolle spielen. So zeigen
Rehage et al., dass Tanninsdure die Pellikelschicht sowohl verbreitert als auch verdichtet
(Rehage et al., 2017). Eine weitere positive Eigenschaft der Tannine ist ihre Hemmung der
alpha-Amylase, auf welche mehrere Studien hinweisen (Kandra et al., 2004; Yanagida ef al.,
2000). Durch eine Hemmung dieses Enzyms wird die Starke nicht in Oligosaccharide gespal-

ten und ist so fiir kariogene Bakterien nicht verfiigbar.

2.1.7 Chlorhexidin

Chlorhexidin selbst ist schlecht wasserldslich und kommt daher in der Regel in wéssriger Lo-
sung als ebenso wirksames Chlorhexidindigluconat zur Anwendung. Es zéhlt, wie seine

Strukturformel erkennen ldsst, zur Gruppe der Biguanid-Derivate (Abb. 3).

Abb. 3: Chemische Strukturformel von Chlorhexidin

Chlorhexidin galt lange als der Goldstandard unter den oralen Antiseptika in der zahnérztli-
chen Chirurgie. Verschiedene Studien belegen seine sehr gute antimikrobielle Wirksamkeit,
welche sich u.a. auch daraus ergibt, dass es als Wirkstoff relativ lange auf der Zahnoberfldche
und der Mundschleimhaut haften bleibt und dort wirken kann (Haffajee ef al., 2008; McBain
et al., 2003; Eldridge et al., 1998). Nach Reda et al. 1dsst sich Chlorhexidin in der Mundhéhle
elf Stunden nach einmaliger Spiilung mit einer 0,2%igen Chlorhexidindigluconat-Losung
noch in der Gréenordnung von mehreren Mikrogramm pro Milliliter finden und ist sogar
nach 24 Stunden noch nachweisbar. Die Pellikelschicht und die Mukosa stellen hierfiir Reser-
voire dar, im Speichel hingegen ist die nachweisbare Konzentration am geringsten (Reda et
al., 2020). Chlorhexidin lagert sich als kationisches Molekiil an die negativ geladene bakteri-
elle Zellwand an. In niedrigen Konzentrationen hat Chlorhexidin eine bakteriostatische Wir-
kung, indem es den osmotischen Gradienten verdndert, was zum Austreten von Stoffen mit
geringem Molekiilgewicht fithrt (Varoni et al., 2012). In hohen Konzentrationen wirkt es bak-

terizid, indem es die Permeabilitit der bakteriellen Zellwand so weit erhoht, dass durch den
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resultierenden Kaliumausstrom die Zytolyse eingeleitet wird (Varoni et al, 2012). Leider
kommt es aufgrund seiner Nebenwirkungen — wie z.B. Dysgeusie oder Verfarbungen an Zéh-
nen, Zahnfleisch und der Zunge — fiir eine Langzeitanwendung nicht in Betracht (Flotra et al.,

1971; Warner, 1993).

2.1.8 Methoden zur Darstellung von Bakterien im Speichel und zum Nachweis

der bakteriellen Vitalitat

Eine etablierte Methode zur Darstellung von Bakterien ist die sogenannte Lebend-Tot-
Féarbung, im Englischen Live-Dead-Staining oder kurz LDS genannt (Boulos et al., 1999). In
zahlreichen Untersuchungen wurde bereits die auf in situ platzierten Schmelzproben gebildete
Plaque durch Fluoreszenzmikroskopie untersucht und die enthaltenen Bakterien in lebend und
tot unterschieden (Kensche et al., 2017). Quantifizieren lassen sich die Bakterien durch eine
Bildsoftware, welche zum einen die Anteile der durch die Fluoreszenzmikroskopie unter-
schiedlich angefarbten Bakterien und zum anderen den Bedeckungsgrad messen kann (Col-
lins, 2007). Diese Methode lésst sich leicht auch auf den Speichel iibertragen (Tahan, 2018).
Statt einer Plaque wird iiber Zentrifugation von Speichelproben ein Bakterienpellet gebildet,
welches nach Inkubation mit der Lebend-Tot-Farbelosung und Aufbringen auf einen Glastré-

ger fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden kann.
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2.2 Ziel der Arbeit / Fragestellung

Es besteht eine zunehmende Nachfrage nach natiirlichen Gesundheitsprodukten in der Gesell-
schaft. Dieses Interesse erstreckt sich auch auf den Bereich der Zahnmedizin. Im Bereich der
Mundhéhle spielt die Aufrechterhaltung einer Homdostase eine entscheidende Bedeutung bei
der Vermeidung von Erkrankungen der Zidhne und des Zahnhalteapparates. Mundspiillosun-
gen konnen zu dieser Aufrechterhaltung einen entscheidenden Beitrag leisten. Ziel dieser Ar-
beit ist, den Einfluss der experimentellen Spiillosungen Chitosan, Hydroxylapatit und Tannin-
sdure auf den Speichel zu untersuchen. Fiir Chitosan und Tanninsdure sind gegen Speichel-
bakterien bereits antibakterielle Eigenschaften nachgewiesen (Bae et al, 2006; Scalbert,
1991). Von Hydroxylapatit wird angenommen, dass es weniger eine antibakterielle Eigen-

schaft aufweist, sondern vielmehr anti-adharent wirkt (Hannig, C. ef al., 2013).

Die Arbeit ist aus zwei Teilen aufgebaut. Im ersten Teil wird mittels Fluoreszenzmikroskopie
die antibakterielle Wirksamkeit auf die Speichelbakterien iiberpriift. In einem Nebenversuch
wird auch auf den Einfluss des pH-Wertes bei der Spiillosung Tanninsdure eingegangen. Es
wird zum einen untersucht, ob bei einem weniger sauren bzw. bei einem neutralen pH-Wert
die gleiche antibakterielle Wirkung erzielt werden kann, und zum anderen, welchen Einfluss
der pH-Wert auf die antibakterielle Wirkung hat. Im zweiten Teil werden mit Hilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie etwaige ultrastrukturelle Verdnderungen der Speichel-
bakterien und -proteine erforscht. Bei letzterem stehen besonders das Vorkommen von Ag-
gregationen aus Bakterien und Proteinen bzw. aus Bakterien und Hydroxylapatitkristallen im

Fokus.

In beiden Teilen werden die gewonnenen Ergebnisse der experimentellen Spiilldsungen mit
den Ergebnissen der Positivkontrolle 0,2%-Chlorhexidin und der Negativkontrolle Wasser

verglichen.
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3 Material und Methode

3.1 Priifsubstanzen

In den Versuchen wurde destilliertes Wasser als Negativ- und 0,2%ige Chlorhexidindigluco-
nat-Losung als Positivkontrolle verwendet. In einem Nebenversuch, welcher den pH-Einfluss
auf die Tanninsdure untersucht (Kap. 4.1.6), wurde als Negativkontrolle Salzsdure mit einem

pH-Wert von 2,5 benutzt. Die Konzentration betrug 0,003 mol/I.

Das eingesetzte Chitosan lag laut Herstellerangaben in einem Deacetylierungsgrad von
>92,6% und in einem Viskosititsgrad im Bereich von 2751-3250 mPas vor. Das Ansetzen
der Spiillosung erfolgte durch Losung in 100%iger Essigsdure. Die Konzentration der ange-

setzten Losung betrug 0,5 g/100 ml, der pH-Wert 4,5.

Die experimentelle Hydroxylapatit- und die Tanninsdure-Spiillosung wurden jeweils durch
Verdiinnung mit destilliertem Wasser auf 5 g/100 ml angemischt. Die durchschnittliche Parti-
kelgroe der Hydroxylapatitkristalle betrdgt laut Herstellerangaben 100 nm.

Die eingesetzte Tanninsdure hat ein Molekulargewicht von 1701,2 g/mol. Der pH-Wert der
Spiillésung Tanninsdure lag im Bereich von 2,5. Die in einem Nebenversuch (Kap. 4.1.6)
eingesetzten Spiillosungen mit Tanninsdure wurden auf gleiche Weise angesetzt und an-
schlieend durch Titration mit Natronlauge auf die zusétzlichen pH-Werte von 5 und 7 ge-

bracht.

Im Anhang in Kapitel 9.1 ,,Verwendete Materialien und Geréte* sind Angaben zu Produkt-

namen und -herstellern aufgelistet.
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3.2 Studiendesign

Bei der Untersuchung handelt es sich um eine klinisch-experimentelle Studie. Fiinf gesunde
Freiwillige im Alter von 24-30 Jahren, welche an der Universitdt des Saarlandes Zahnheil-
kunde studieren, haben an dieser Studie teilgenommen. Alle Probanden haben eine poly-
phenolarme Diit eingehalten und 24 Stunden vor den Versuchen weder geraucht noch Alko-
hol getrunken. Mundhygienische Mallnahmen hatten einen mindestens 6-stiindigen Abstand
zu den Versuchen. Nach dem Spiilen wurde eine Wash-out-Phase von 48 Stunden bis zum
ndchsten Versuch eingehalten. Der Studie wurde ein positives Ethik-Votum durch die Ethik-
kommission der Arztekammer des Saarlandes beschieden (238/03, 2016). Alle Probanden
gaben nach Unterrichtung iiber die geplanten Versuche eine schriftliche Einwilligungserkla-

rung ab.

3.3 Versuchsdurchfiihrung der fluoreszenzmikroskopischen Unter-
suchung

3.3.1 Probensammlung und Aufbereitung

Um einen ausreichenden Abstand zu den mundhygienischen MaBBnahmen zu erhalten, erfolgte
die Versuchsdurchfiihrung vormittags mit einem etwa zweistlindigen Abstand zum Friihstiick.
Die Versuchspersonen sammelten zundchst fiir ca. eine Minute 1,8 ml Ruhespeichel in einem
Eppendorf Tube®. AnschlieBend spiilten sie fiir 30 Sekunden mit 10 ml der Priifsubstanz,
welche danach ausgespuckt wurde. Eine Minute, 30 Minuten und zwei Stunden nach dem
Spiilen sammelten die Probanden erneut fiir etwa eine Minute 1,8 ml Speichel. Die Proben
wurden jeweils in einem ersten Schritt bei 1.000 rpm fiir zehn Minuten zentrifugiert, sodass
sich die Epithelzellen absetzten. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf Tube® abge-
schiittet (1,5 ml) und in einem zweiten Schritt bei 10.000 rpm erneut fiir zehn Minuten zentri-
fugiert. Diesmal haben sich die Bakterien in einem Pellet am Boden des Rohrchens abgesetzt.
Der Uberstand wurde wieder dekantiert, sodass nur noch eine diinne Speichelschicht iiber
dem Pellet lag. Das Rohrchen wurde zum Resuspendieren mit dem Vortex-Gerdt durch-

mischt. Die Bakterienlosung wurde mit 20 ul der LIVE/DEAD-Farbelosung (Kap. 3.3.2) ver-
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setzt und fiir 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Eine Aluminiumfolie wurde zusétzlich um die
Rohrchen gelegt, um sie vor dem Licht zu schiitzen. 2 ul der Probe wurden anschlieBend auf

einen Objekttriager aus Glas aufgebracht und mit einem Deckglas versehen.

3.3.2 LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit

a. Einfiihrung

Das LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit stellt eine Methode dar, lebende und
tote Bakterien farblich sichtbar zu machen. Die Unterscheidung zwischen lebenden und toten
Bakterien ergibt sich aus der Intaktheit bzw. der Beschddigung ihrer Zellmembran. Bakterien
mit beschidigter Membran werden als tot angenommen und rot angeférbt, solche mit intakter

Membran werden als lebend angenommen und griin angefarbt.
b. Ansetzen der Farbelosung

Die Anfirbung vollzieht sich durch die zwei Farbstoffe SYTO™ 9, der Komponente A, sowie
Propiumiodid (PI), der Komponente B. Erstere Komponente liegt in einer Konzentration von
3,34 mM, zweitere in einer von 20 mM vor. Die Firbelosung wurde aus 1 ml 0,9%iger Koch-
salz-Losung, 1 ul SYTO™ 9 und 1 ul PI angesetzt. Darauf wurde die Firbelosung mit dem
Vortex-Gerit durchmischt.

c. Wirkungsweise

Die beiden Farbemittel unterscheiden sich in ihren Lichtbrechungseigenschaften, was zu den
beiden unterschiedlichen Farben fiihrt und es mdglich macht, sie fluoreszenzmikroskopisch
zu nutzen. Ein weiterer Unterschied besteht in ihrer Fihigkeit, gesunde bzw. nur beschidigte
Zellmembranen zu penetrieren. SYTO™ 9 firbt generell alle Bakterien an, egal ob eine be-
schidigte oder eine unbeschidigte Membran vorliegt. Im Gegensatz zu PI, welches nur be-

schiidigte Membranen zu durchdringen vermag und hierbei SYTO™ 9 verdringt.

Die Anzahl von lebenden (griin) und toten (rot) Bakterien kann so bestimmt werden (Boulos

etal., 1999).
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3.3.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung

Die Proben wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Axio Imager.M2 bei 1.000-facher Ver-

groflerung untersucht.

Acht repriasentative Bilder wurden pro Probe ausgewdhlt und anschlieBend mit der AxioCam

MRm sowie dem dazugehorigen Programm AxioVision 4.9 aufgenommen.

3.3.4 Relative Mengenbestimmung der BacLight™ Zellvitalitit

Die Auswertung des Anteils lebender und toter Bakterien erfolgte abhiingig von der Bakteri-
enanzahl iiber zwei Methoden: Bei geringer Anzahl (n < 100) wurde direkt ausgezahlt und bei

groferer Anzahl erfolgte die Auswertung liber das Programm ImageJ.

Als ,,lebend* wurden alle rein griinen Bakterien gezihlt, als ,,tot* bereits diejenigen, die leicht
griin-orange angefarbt wurden, da man hier i.d.R. von einer irreversiblen Beschidigung der
Zellmembran ausgehen muss, was fiir das Bakterium mit dem Tod gleichzusetzen ist. Epithel-
zellen, welche in der hier angewandten Fluoreszenzmikroskopie rot dargestellt werden, wur-

den nicht mitgezdhlt, um das Ergebnis nicht zu verfélschen.

3.3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und die Anfertigung der Grafiken erfolgte iiber das Programm
IBM® SPSS® Statistics (Version 25). Den Balkendiagrammen wurde ein Konfidenzintervall
von 95% zugrunde gelegt. Die Bestimmung der Signifikanzen erfolgte im paarweisen Ver-

gleich nach dem Mann-Whitney-U-Test.
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3.4 Versuchsdurchfiihrung TEM

3.4.1 Probensammlung und -fixierung

Um einen ausreichenden Abstand zu den mundhygienischen MaBBnahmen zu erhalten, erfolgte
die Versuchsdurchfiihrung vormittags mit einem etwa zweistiindigen Abstand zum Friihstiick.
Die Versuchspersonen sammelten zunéchst fiir ca. eine Minute 1,8 ml Ruhespeichel in einem
Eppendorf Tube®. Anschliefend spiilten sie fiir 30 Sekunden mit 10 ml der Priifsubstanz,
welche darauthin ausgespuckt wurde. Eine Minute, 30 Minuten und zwei Stunden nach dem
Spiilen wurden erneut fiir etwa eine Minute 1,8 ml Speichel gesammelt. Die Proben wurden
jeweils in einem ersten Schritt bei 5.000 rpm fiir sechs Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgeschiittet und das Pellet in der Fixierlosung (1% Formaldehyd und 1% Glutaralde-
hyd in 0,1 M Cacodylatpuffer) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 90 Minuten er-
folgte ein erneutes Zentrifugieren bei 5.000 rpm fiir sechs Minuten. Anschlieend wurde der
Uberstand abgenommen, das Pellet in 0,1 M Cacodylatpuffer resuspendiert und fiir zehn Mi-
nuten inkubiert. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Zum Schluss wurde das Pellet ein

letztes Mal in 0,1 M Cacodylatpuffer resuspendiert und bei 4°C bis zur Einbettung gelagert.

3.4.2 Einbettung der Proben

Die Einbettung, die Herstellung der Ultradiinnschnitte und die Anfertigung der transmissions-

elektronenmikroskopischen Aufnahmen gestaltete sich wie folgt:

Die Proben wurden zuniichst bei 5.000 rpm fiir zehn Minuten zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Anschliefend wurde das Pellet in 2% Osmiumldsung resuspendiert und fiir
eine Stunde im Dunkeln auf einer Schiittelplatte inkubiert. Hiernach erfolgte eine zweite Zent-
rifugation bei 5.000 rpm fiir 10 Minuten und eine erneute Abnahme des Uberstandes. Das
entstandene Pellet wurde in einem kleinvolumigen Eppendorf Tube® mit 0,1 M Cacodylatpuf-
fer resuspendiert — gerade so, dass das Pellet mit Puffer tiberdeckt und somit eine hohe Kon-
zentration der Probe gewéhrleistet ist. Low-Melting-Agarose wurde erwarmt und 50 pl hier-
von zusammen mit 50 pl der in 0,1 M Cacodylatpuffer gelosten Probe in ein Eppendorf
Tube® pipettiert und resuspendiert. Die Agarose lieB man fiir ca. 15 Minuten aushirten und

entfernte das Agarose-Probe-Pellet aus dem Eppendorf Tube®. Mit einer Rasierklinge wurde
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die Probe getrimmt. AbschlieBend erfolgte der Ubergang zur herkémmlichen Entwisserung
und die anschlieBende Einbettung in Araldite CY212 (Agar Scientific Ltd, Stansted, UK)
(Tab. 2).

3.4.3 Auswertung der Proben

Die Ultradiinnschnitte wurden mit dem Ultramikrotom Leica EM UC7, bestiickt mit dem Di-
amantmesser Microstar 45° (Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland), in einer Schichtstirke von
65 nm hergestellt. Die Schnitte wurden auf mit Pioloform-F befilmten Kupferschlitzblenden
der GroBe 1x2 mm (Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland) aufgezogen. Die Kontrastierung
erfolgte fiir sechs Minuten mit UranyLess und anschlieend fiir drei Minuten mit 3%igem
Bleicitrat. Die Aufnahmen wurden mit dem Transmissionselektronenmikroskop Tecnai 12
und der Software iTEM gemacht. Insgesamt wurden 784 Aufnahmen angefertigt. Der Vergro-
Berungsfaktor lag zwischen 690-98.000, wobei der grofite Anteil auf den Bereich zwischen
11.000-30.000 entfiel.
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Tab. 2: Einbettung der TEM-Proben in Araldit; RT= Raumtemperatur

1. Tag Entwiisserung bis Araldit-Aceton-Gemisch (3% Beschleuniger)
Schritt Nr. Aktion Bedingungen
1 1 x 10 min Ethanol 50% | im offenen Rollrandglas, bei RT
2 2 x 10 min Ethanol 70% ”
3 2 x 10 min Ethanol 90% ”
4 2 x 10 min Ethanol 100% ”
5 2 x 20 min Aceton 100% | im geschlossenen Rollrandglas, bei RT unter
Abzug
6 tiber  Nacht  Araldit- | im offenen Rollrandglas, bei RT, unter Abzug
Aceton-Gemisch
2. Tag Umsetzen in reines Araldit-Gemisch (2% Beschleuniger)
7 Araldit-Gemisch ansetzen RT
8 Araldit-Gemisch in neue, '
beschriftete Rollrandgla-
ser fullen
9 Praparate umsetzen v
10 iiber Nacht im offenen Rollrandglas, bei RT, unter Abzug

3. Tag Umsetzen in Silikonformen mit Araldit-Gemisch (2% Beschleuniger)

11 Araldit-Gemisch ansetzen

12 Die Vertiefungen der Einbettformen zur Hilfte mit dem Araldit-Gemisch fiil-
len, vorsichtig die Prédparate iiberfithren. Hierbei die Anschnittseite zur Vertie-
fungsspitze positionieren.

13 Zettelchen mit TEM-Nummern am unteren Vertiefungsrand schrig hinzufii-
gen.

14 Die Vertiefung der Einbettformen leicht iiberhoht mit dem Araldit-Gemisch
auffiillen.

15 Die Einbettformen fiir 2 Tage bei 65°C zum Auspolymerisieren in den Brut-

schrank stellen
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Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung

Ziel der Untersuchung ist der Einfluss verschiedener Mundspiillésungen in ihrer antibakteriel-
len Wirkung auf die Speichelbakterien. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse der flu-
oreszenzmikroskopischen Untersuchung wurde eine Negativkontrolle mit Wasser (Aqua
dest.) und eine Positivkontrolle mit 0,2%-Chlorhexidindigluconat durchgefiihrt. Ziel der fluo-
reszenzmikroskopischen Untersuchung ist, zu zeigen, ob bei den Priifsubstanzen Chitosan,

Hydroxylapatit und Tanninsdure eine antibakterielle Wirkung vorliegt oder nicht.

Bei dem Versuch wurden insgesamt zwei Durchgéinge durchgefiihrt, in denen die Probanden
1,8 ml Speichel zu den vier Zeitpunkten vor, I min nach, 30 min nach und 2 h nach dem Spii-

len sammelten.
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Ergebnisse

4.1.1 Mundspiilung mit Wasser

Auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen lasst sich qualitativ keine Verdnderung der
Zellvitalitat feststellen (Abb. 4). Die quantitative Auswertung mittels /mageJ ergibt bei der
Kontrolle mit Wasser eine Minute nach dem Spiilen im Mittel {iber die Probanden hinweg
eine Abnahme der Zellvitalitdt um etwa 5% auf 75% Sie bleibt auf diesem Niveau und er-
reicht nach zwei Stunden wieder nahezu ihren Ausgangswert. Die Standardabweichung liegt
zwischen ca. 15,5-18% (Tab. 3). Die Anzahl der auswertbaren Bilder betrug zwischen 68 und
74.

Tab. 3: Deskriptive Statistik iiber die bakteriellen Zellvitalititen in Prozent unter Anwendung
der Spiillosung Wasser. Die Daten stammen von allen Probanden und aus beiden Durchgiingen;
n= Anzahl der Bilder

n Minimum Maximum Mittelwert ~ Std.-Abweichung
vor dem Spllen 74 33 100 79,8 16,1
1 min nach dem Spiilen 68 24 100 75,3 17,0
30 min nach dem Spiilen 72 32 100 73,0 18,2
2 h nach dem Spulen 74 32 100 78,5 15,6

Die Medianwerte belaufen sich zu den vier Zeitpunkten auf 88, 77, 79 und 84%, das obere
Quartil auf 95, 90, 89 bzw. 92% und das untere Quartil auf 68, 63, 62 und 71%. Die Maxima
liegen allesamt bei 100% und die Minima fallen von 33 auf 24 % nach dem Spiilen und stei-
gen schlieBlich wieder auf 32%, jedoch mit zwei Ausreilern zwei Stunden nach dem Spiilen

bei 40 und bei 32% (Abb. 5).

Im Liniendiagramm (Abb. 6) erkennt man — aufgeschliisselt auf die einzelnen Probanden —
den Verlauf der Zellvitalitét tiber die Zeit. Auffillig ist das allgemein reduzierte Vitalitdtsni-
veau um etwa 15% von Proband 4 sowie der inverse Verlauf der Vitalititswerte zwischen

30 Minuten und zwei Stunden von Proband 2.
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Ergebnisse

vor dem Spiilen (p1) 1 min nach dem Spiilen (p2)

30 min nach dem Spiilen (p2) 2 h nach dem Spiilen mit Wasser (p5)

Abb. 4: Auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Speichelbakterien lidsst sich nach dem
Spiilen mit der Spiillosung Wasser keine Verinderung erkennen. Lebende Speichelbakterien wurden griin
angefirbt, abgestorbene rot; Vergrofierung: 1.000-fach; p=Proband.
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Abb. 5: Boxplot-Diagramm der bakteriellen Zellvitalititen in Prozent unter Anwendung der Spiillosung
Wasser aufgeschliisselt auf die vier Zeitpunkte. Es lisst sich ein leichtes Abfallen der bakteriellen Zellvita-
litit mit anschlieBender Erholung erkennen. Die Daten stammen von allen Probanden und aus beiden
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Abb. 6: Verlauf der bakteriellen Zellvitalititen in Prozent iiber die Zeit unter Anwendung der Spiillésung
Wasser aufgeschliisselt auf die fiinf Probanden (p1-p5). Man erkennt unterschiedliche Ausgangswerte der
bakteriellen Zellvitalitat, welche initial abféllt und sich anschlieend erholt (Ausnahme: Proband 2). Die
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Ergebnisse

4.1.2 Mundspiilung mit Chlorhexidin

Schon anhand der fluoreszenzmikroskopischen Bilder (Abb. 7) erkennt man eine deutliche
antibakterielle Wirkung der 0,2%igen Chlorhexidin-Mundspiillésung. Von einem groBtenteils
griinen Bild — also griin angefdrbten, d.h. lebendigen Bakterien — dndert es sich nach einer
Minute in ein liberwiegend oranges und schlielich in ein rot angeférbtes nach 30 Minuten.
Dass sich die Zellvitalitit nach zwei Stunden erholt hat, erkennt man im mehrheitlichen Vor-
liegen von lebenden Bakterien. Eine Restwirkung 1dsst sich zu diesem Zeitpunkt im Vergleich

zu den Bildern vor der Spiilung nachweisen.

Bei der Positivkontrolle mit 0,2%-Chlorhexidindigluconat ist nach einer Minute im Mittel ein
Abfall der Zellvitalitdt um 44% auf etwa 33% zu sehen. Auch der Wert nach einer halben
Stunde liegt auf diesem Niveau. Nach zwei Stunden ldsst sich ein Anstieg auf ca. 52% be-
obachten. Die Standardabweichung betridgt zwischen 17 und 20% zu den ersten drei Zeit-
punkten und 25% zwei Stunden nach dem Spiilen. Die Anzahl der ausgewerteten Bilder liegt

im Bereich von 67 bis 75 (Tab. 4).

Tab. 4: Deskriptive Statistik iiber die bakteriellen Zellvitalititen in Prozent unter Anwendung
der Spiillosung 0,2%-CHX. Die Daten stammen von allen Probanden und aus beiden Durchgéin-
gen; n= Anzahl der Bilder

n Minimum Maximum Mittelwert ~ Std.-Abweichung
vor dem Spilen 73 34 100 77,2 16,7
1 min nach dem Spillen 75 0 100 32,7 20,1
30 min nach dem Spulen 71 1 81 32,6 18,2
2 h nach dem Spulen 67 6 99 52,4 24,5

Die Medianwerte betragen zu den vier Zeitpunkten 80, 30, 30 und 49%, die oberen Quartile
92, 43, 43 bzw. 69% und die unteren 67, 21, 20 und 33%. Die Maxima liegen bei 100, 69, 75
und 99%, mit je zwei Ausreillern zum zweiten und dritten Messzeitpunkt. Bei ersterem wei-
sen sie Werte von 100 und 96, bei zweiterem Werte von 80 und 81% auf. Die Minima errei-

chen 34, 0, 1 und 6% (Abb. 8).
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vor dem Spiilen (p5) 1 min nach dem Spiilen (p1)

30 min nach dem Spiilen (p4) 2 h nach dem Spiilen (p5)

Abb. 7: Auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Speichelbakterien bei Anwendung der Spiil-
losung 0,2%-CHX erkennt man eine deutliche Abnahme der bakteriellen Zellvitalitit. Eine Wirkung lisst
sich auch noch nach zwei Stunden beobachten. Lebende Speichelbakterien wurden griin angefirbt,
abgestorbene rot; Vergroflerung: 1.000-fach; p= Proband.

Die Liniendiagramme (Abb. 9) zeigen die Zellvitalitit im zeitlichen Verlauf, aufgeschliisselt
in die einzelnen Probanden. Auffillig ist hierbei die bereits vor der Spiilung herabgesetzte

Zellvitalitdt der Speichelbakterien von Proband 4 und 5.
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Abb. 8: Boxplot-Diagramm der bakteriellen Zellvitalititen in Prozent unter Anwendung der Spiillosung
0,2%-CHX aufgeschliisselt auf die vier Zeitpunkte. Es lisst sich ein deutliches Abfallen der bakteriellen
Zellvitalitiit erkennen. Eine Erholung derselben ist erst zum letzten Zeitpunkt, zwei Stunden nach dem
Spiilen, festzustellen. Die Daten stammen von allen Probanden und aus beiden Durchgiingen.
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Abb. 9: Verlauf der bakteriellen Zellvitalititen in Prozent iiber die Zeit unter Anwendung der Spiillésung
0,2%-CHX aufgeschliisselt auf die fiinf Probanden (p1-p5). Man erkennt initial einen deutlichen Abfall
der bakteriellen Zellvitalitit und eine anschlieBende Erholung. Die Daten stammen aus beiden Durchgiin-
gen.
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4.1.3 Mundspiilung mit Chitosan

Auf den fluoreszenzmikroskopischen Bildern ldsst sich ein sehr deutlicher Wirkungseintritt
nach dem Spiilen erkennen (Abb. 10). Dieser hat sich nach einer halben Stunde bereits relati-

viert; nach zwei Stunden ist keine antibakterielle Wirkung mehr feststellbar.

Die Mundspiillosung Chitosan zeigt eine Minute nach dem Spiilen einen Abfall der Zellvitali-
tdt um 40% auf etwa 44%. Nach einer halben Stunde erholt sich dieser Wert auf 62% und
liegt nach zwei Stunden mit 75% fast wieder auf dem Ausgangswert. Die Standardabwei-
chung betrdgt vor dem Spiilen 13%, nach dem Spiilen liegt sie zwischen 20 bis 25%. Die An-
zahl der ausgewerteten Bilder liegt zwischen 67 bis 73 (Tab. 5).

Tab. 5: Deskriptive Statistik iiber die bakteriellen Zellvitalititen in Prozent unter Anwendung
der Spiillosung 0,5%-Chitosan. Die Daten stammen von allen Probanden und aus beiden Durch-
gingen; n= Anzahl der Bilder

n Minimum Maximum Mittelwert ~ Std.-Abweichung
vor dem Spilen 73 49 100 83,9 12,9
1 min nach dem Spulen 67 0 85 43,6 24,0
30 min nach dem Spiilen 70 0 100 62,1 25,2
2 h nach dem Spiilen 69 4 100 75,4 20,1

Die Medianwerte betragen zu den vier Zeitpunkten 89, 52, 63 und 78%, die oberen Quartile
94, 64, 83 bzw. 92% und die unteren 77, 23, 46 und 64%. Die Maxima liegen bei 100, 85, 100
und 100%, die Minima bei 50, 0, 0 und 28% mit zwei Ausreilern. Ersterer liegt beim ersten

Messzeitpunkt bei 49%, der andere beim letzten Zeitpunkt bei 4% (Abb. 11).
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vor dem Spiilen (p3) 1 min nach dem Spiilen (p1)

30 min nach dem Spiilen (p1) 2 h nach dem Spiilen (p5)

Abb. 10: Auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Speichelbakterien unter Anwendung der
Spiillosung 0,5%-Chitosan lisst sich nach einer Minute eine sehr deutliche Abnahme der bakteriellen
Zellvitalitit feststellen. Nach 30 Minuten ist der antibakterielle Effekt nur noch schwach ausgeprigt und
nach zwei Stunden liisst sich keine antibakterielle Wirkung mehr feststellen. Lebende Speichelbakterien
wurden griin angefirbt, abgestorbene rot; Vergroflerung: 1.000-fach; p= Proband.

Auffallend bei den Liniendiagrammen (Abb. 12), welche den Verlauf der Zellvitalitit iiber
der Zeit darstellen, ist wieder der relativ hohe interindividuelle Abstand des Ausgangswertes
der Bakterienvitalitdt. Proband 2 erreicht mit 90% den hochsten, Proband 4 mit 73% den ge-
ringsten Wert. Die Mundspiillosung Chitosan wirkt bei den Probanden 1 und 3 auch nach
30 Minuten mit 41 bzw. 46% noch relativ gut. Bei den anderen Probanden lésst sich dies nicht
behaupten. Bei Proband 4 scheint die Spiillosung tiberhaupt nicht zu wirken, betrachtet man

den flachen Linienverlauf.
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Abb. 11: Boxplot-Diagramm der bakteriellen Zellvitalititen in Prozent unter Anwendung der Spiillosung
0,5%-Chitosan aufgeschliisselt auf die vier Zeitpunkte. Es lisst sich ein deutliches Abfallen der bakteriel-
len Zellvitalitit mit anschlieBender Erholung erkennen. Die Daten stammen von allen Probanden und aus
beiden Durchgiingen.
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Abb. 12: Verlauf der bakteriellen Zellvitalititen in Prozent iiber die Zeit unter Anwendung der Spiillo-
sung 0,5%-Chitosan aufgeschliisselt auf die fiinf Probanden (p1-pS5). Man kann bei allen Probanden einen

starken initialen Abfall der bakteriellen Zellvitalitiit und eine anschlielende rasche Erholung feststellen.
Die Daten stammen aus beiden Durchgiéingen.
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4.1.4 Mundspiilung mit Hydroxylapatit

Auf den fluoreszenzmikroskopischen Bildern ldsst sich visuell ein leichter Riickgang der
Zellvitalitdt nach einer Minute erahnen. Nach 30 Minuten bzw. nach zwei Stunden ist rein

optisch kein Effekt mehr feststellbar (Abb. 13).

Hydroxylapatit zeigt nach einer Minute im Mittel einen Abfall der Zellvitalitdt um 14% auf
64%. Dieser Wert erholt sich nach 30 Minuten und nach zwei Stunden um jeweils 6% und
erreicht damit wieder anndhernd den Ausgangswert von 78%. Die Standardabweichungen
liegen im Bereich von 18 bis 19,5% (Tab. 6). Die Anzahl der ausgewerteten Bilder betrdgt 73
bis 77.

Tab. 6: Deskriptive Statistik iiber die bakteriellen Zellvitalititen in Prozent unter Anwendung der
Spiillosung 5%-Hydroxylapatit. Die Daten stammen von allen Probanden und aus beiden Durch-
gingen; n= Anzahl der Bilder

n Minimum Maximum Mittelwert ~ Std.-Abweichung
vor dem Spllen 77 31 100 78,0 17,8
1 min nach dem Spiilen 73 29 100 63,6 18,2
30 min nach dem Spiilen 75 21 100 70,1 18,8
2 h nach dem Sptlen 77 10 100 75,8 19,5

Die Medianwerte betragen zu den vier Zeitpunkten 85, 65, 75 und 79%, die oberen Quartile
94, 78, 85 bzw. 93% und die unteren 66, 50, 60 und 63%. Die Maxima liegen alle bei 100%,
die Minima bei 31, 29, 25 und 26% mit zwei AusreiBBern. Ersterer liegt beim dritten Messzeit-

punkt bei 21%, der andere beim letzten Zeitpunkt bei 10% (Abb. 14).

Das Liniendiagramm in Abb. 15 zeigt erneut eindriicklich die interindividuellen Unterschiede
der Ausgangszellvitalitdt, welche sich um anndhernd 20% unterscheiden. Proband 4 weist als
einziger einen inversen Linienverlauf zwischen dem zweiten und dritten Messzeitpunkt auf
und hat den héchsten Wert nach einer Minute und den niedrigsten nach einer halben Stunde.
Insgesamt wirkt sich die Spiillosung Hydroxylapatit nur wenig auf die Vitalitit der Bakterien

aus.
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vor dem Spiilen (p1) 1 min nach dem Spiilen (p4)

30 min nach dem Spiilen (p5) 2 h nach dem Spiilen (p2)

Abb. 13: Auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Speichelbakterien unter Anwendung der
Spiillosung 5%-Hydroxylapatit lisst sich nur nach einer Minute ein schwacher antibakterieller Effekt
beobachten. Lebende Speichelbakterien wurden griin angefiirbt, abgestorbene rot; Vergrofierung: 1.000-
fach; p= Proband.
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Abb. 14: Boxplot-Diagramm der bakteriellen Zellvitalitit in Prozent unter Anwendung der Spiillosung
5%-Hydroxylapatit aufgeschliisselt auf die vier Zeitpunkte. Es lisst sich ein Abfallen der bakteriellen Zell-
vitalitit mit anschlieender Erholung erkennen. Die Daten stammen von allen Probanden und aus beiden
Durchgéngen.
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Abb. 15: Verlauf der bakteriellen Zellvitalititen in Prozent iiber die Zeit unter Anwendung der Spiill6-
sung 5%-Hydroxylapatit aufgeschliisselt auf die fiinf Probanden (p1-p5S). Es ist ein initialer schwacher
Abfall der bakteriellen Zellvitalitit zu erkennen, welcher sich im Zeitverlauf wieder normalisiert (Aus-
nahme: Proband 4). Die Daten stammen aus beiden Durchgingen.
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4.1.5 Mundspiilung mit Tanninsdure

Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder zeigen nach einer Minute einen deutlichen, nach einer

halben Stunde immerhin noch einen leichten Riickgang der Zellvitalitit (Abb. 16).

Die Spiillésung Tanninsdure weist eine Minute nach dem Spiilen eine Bakterienzellvitalitat
von 51% auf, welche somit um 29% gefallen ist. Nach einer halben Stunde erholt sich diese
um 9%, nach zwei um 17% und erreicht somit wieder anndhernd den Ausgangswert von 80%.
Die Standardabweichungen liegen mit den Messzeitpunkten zunehmend bei 17, 21,5, 28,5

und 20%. Die Anzahl der ausgewerteten Aufnahmen betrdgt 71 bis 80 (Tab. 7).

Tab. 7: Deskriptive Statistik iiber die bakteriellen Zellvitalititen in Prozent unter Anwendung
der Spiillosung 5%-Tanninsiure. Die Daten stammen von allen Probanden und aus beiden
Durchgingen; n= Anzahl der Bilder

n Minimum Maximum Mittelwert ~ Std.-Abweichung
vor dem Spllen 76 27 100 79,8 16,9
1 min nach dem Spulen 71 0 99 50,7 21,5
30 min nach dem Spiilen 80 0 100 60,5 28,4
2 h nach dem Sptlen 74 21 100 77.4 19.9

Die Medianwerte betragen zu den vier Zeitpunkten 85, 49, 60 und 82%, die oberen Quartile
96, 63, 81 bzw. 94% und die unteren 70, 38, 39 und 68%. Die Maxima liegen alle bei ca.
100%, die Minima bei 33, 0, 0 und 31% mit vier Ausreillern. Ersterer liegt zum ersten Mess-

zeitpunkt bei 27%, die anderen drei zum letzten Zeitpunkt bei 21, 29 und 30% (Abb. 17).

Das Liniendiagramm auf Abb. 18 zeigt erneut, dass bei Probanden mit niedrigen Ausgangs-
werten der Zellvitalitdt — in diesem Fall Proband 3 und 5 — die Effektstirke weniger stark aus-
gepragt ist und umgekehrt. Proband 1 weist nach 30 Minuten die tiefsten Vitalitidtswerte auf,
wohingegen Proband 3 zu diesem Zeitpunkt die Bakterienvitalitdt betreffend sogar iiber dem

Ausgangwert liegt.
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vor dem Spiilen (p3) 1 min nach dem Spiilen (p2)

30 min nach dem Spiilen (p4) 2 h nach dem Spiilen (p4)

Abb. 16: Auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Speichelbakterien bei Anwendung der
Spiillosung 5%-Tanninsdure erkennt man eine Minute nach dem Spiilen eine starke Abnahme der bakte-
riellen Zellvitalitiit. Nach 30 Minuten ist nur noch ein schwacher antibakterieller Effekt sichtbar. Die
weillen Pfeile zeigen auf Epithelzellen. Lebende Speichelbakterien wurden griin angefirbt, abgestorbene
rot; Vergroflerung: 1.000-fach; p= Proband.
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Abb. 17: Boxplot-Diagramm der bakteriellen Zellvitalititen in Prozent unter Anwendung der Spiillosung
5%-Tanninsdure aufgeschliisselt auf die vier Zeitpunkte. Es liisst sich ein deutliches Abfallen der bakteri-
ellen Zellvitalitit mit anschlieBender Erholung erkennen. Die Daten stammen von allen Probanden und
aus beiden Durchgiingen.
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Abb. 18: Verlauf der bakteriellen Zellvitalitiiten in Prozent iiber die Zeit unter Anwendung der Spiillo-
sung 5%-Tanninsdure aufgeschliisselt auf die fiinf Probanden (p1-pS). Die bakterielle Zellvitalitat fallt

eine Minute nach dem Spiilen und normalisiert sich anschlieBend wieder auf den Ausgangswert (Aus-
nahme: Proband 1). Die Daten stammen aus beiden Durchgingen.
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4.1.6 pH-Einfluss auf Tanninsdure

Dieser Versuch wurde lediglich von Proband 1 durchgefiihrt. Man erkennt bei den drei pH-
Werten 2,5, 5 und 7 der 5%igen Tanninsdure ein Abfallen der Zellvitalitit eine Minute nach
dem Spiilen um je ca. 27%. Die Spiillésung Salzsdure mit einem pH-Wert von 2.5 zeigt ledig-
lich einen Abfall um 3%. Nach 30 Minuten ist bei der Tanninsdure mit dem pH-Wert von 2,5
eine Stagnation zu beobachten, bei der mit dem pH-Wert von 5 eine Erholung auf den Aus-
gangswert und bei der mit dem pH-Wert 7 ein Wiederanstieg um 16%. Die Zellvitalitdt der
Spiillésung Salzsdure verhélt sich weiterhin konstant auf einem hohen Niveau (Abb. 19 und

Tab. 8). Es wurden jeweils acht Bilder ausgewertet.

Tab. 8: Deskriptive Statistik iiber die bakteriellen Zellvitalititen in Prozent unter Anwendung der
Spiillosungen 5%-Tanninsdure (pH 2,5; pH 5; pH 7) sowie Salzsiure (pH 2,5). Die Zeitpunkte be-
tragen: to= vor dem Spiilen, t;= 1 min nach dem Spiilen, t>= 30 min nach dem Spiilen; n= Anzahl
der Bilder

n  Minimum Maximum Mittelwert Std.-Abweichung
Tanninsaure pH 2,5 (to) 8 85 98 95,1 41
Tanninsaure pH 2,5 (1) 8 45 88 67,9 15,8
Tanninsaure pH 2,5 (t2) 8 55 86 69,4 13,8
Tanninsaure pH 5 (to) 8 70 93 84,5 8,8
Tanninsaure pH 5 (t1) 8 28 91 57,9 20,1
Tanninsaure pH 5 (t2) 8 76 94 85,0 6,6
Tanninsaure pH 7 (to) 8 71 96 87,4 8,9
Tanninsaure pH 7 (t1) 8 36 83 58,6 14,0
Tanninsaure pH 7 (t2) 8 64 90 74,9 9,0
Salzséure pH 2,5 (to) 8 89 97 93,0 3,0
Salzsaure pH 2,5 (t1) 8 79 96 90,1 6,1
Salzsaure pH 2,5 (t2) 8 72 99 90,9 9,2
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Abb. 19: Verlauf der bakteriellen Zellvitalititen in Prozent iiber die Zeit unter Anwendung der Spiillo-
sungen 5%-Tanninsiure mit den drei pH-Werten 2,5, S und 7 sowie der Spiillosung HCI. Man kann bei
den drei Tanninsiure-Spiillosungen eine antibakterielle Wirkung eine Minute nach dem Spiilen feststel-
len. Anschlieend erfolgt eine Erholung auf den Initialwert (Ausnahme: Tanninsdure mit pH-Wert 2,5).
Die Spiillosung HCI zeigt nahezu keinen Effekt auf die bakterielle Zellvitalitit. Die Daten stammen ledig-
lich von Proband 1 und aus einem Durchgang.
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4.1.7 Uberblick

a. Eine Minute nach dem Spiilen
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Abb. 20: Bakterielle Zellvitalititen in Prozent 1 min nach dem Spiilen mit den getesteten Spiillésungen im
Vergleich, gemittelt iiber alle Probanden und iiber beide Durchgéinge; Konfidenzintervall: 95%.

In Abb. 20 lassen sich die Zellvitalititen in Abhéngigkeit der verschiedenen Spiilldsung eine
Minute nach dem Spiilen ablesen. Die Werte sind gemittelt {iber alle Probanden und {iber bei-
de Durchginge. Das Konfidenzintervall betrigt 95%.

Den niedrigsten Mittelwert weist die Spiillosung Chlorhexidin mit 33% auf. Die Spiillosungen
Chitosan und Tanninsdure folgen mit 44% bzw. 51%. Wasser stellt mit 75% durchschnittli-
cher Zellvitalitdt den hochsten Wert dar. Die Spiillosung Hydroxylapatit liegt mit 64% nur
wenig darunter.

Eine Minute nach dem Spiilen liegen alle getesteten Mundspiilldsungen mit dem Mann-
Whitney-U-Test im paarweisen Vergleich mit Wasser bei einem Signifikanzniveau p von un-
ter 0,05 (Tab. 9).
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Tabelle 9: Ubersicht iiber das Signifikanzniveau der getesteten Priifsubstanzen im paarweisen Vergleich
mit Wasser 1 min nach dem Spiilen unter Anwendung des Mann-Whitney-U-Tests

Priifsubstanz Signifikanz Signifikanzniveau
0,2%-CHX signifikant p <0,05
0,5%-Chitosan signifikant p <0,05
5%-Hydroxylapatit signifikant p <0,05
5%-Tanninsdure signifikant p <0,05

b. 30 Minuten nach dem Spiilen
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Abb. 21: Bakterielle Zellvitalitiiten in Prozent 30 min nach dem Spiilen mit den getesteten Spiillosungen
im Vergleich, gemittelt iiber alle Probanden und iiber beide Durchgéinge; Konfidenzintervall: 95%.

In Abb. 21 lassen sich die Zellvitalititen in Abhéingigkeit der verschiedenen Spiillosung 30
Minuten nach dem Spiilen ablesen. Die Werte sind gemittelt tiber alle Probanden und iiber
beide Durchgénge. Das Konfidenzintervall betrdgt 95%.

Den niedrigsten Mittelwert weist die Spiillosung Chlorhexidin mit 33% auf. Die Spiilldsungen
Tanninsdure und Chitosan folgen mit 61% bzw. 62%. Wasser stellt mit 73% durchschnittli-
cher Zellvitalitdt den hochsten Wert dar. Die Spiillosung Hydroxylapatit liegt mit 70% nur
knapp darunter.
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30 Minuten nach dem Spiilen liegen auller der Spiillosung Hydroxylapatit alle getesteten
Mundspiilldsungen mit dem Mann-Whitney-U-Test im paarweisen Vergleich mit Wasser bei
einem Signifikanzniveau p von unter 0,05. Das Signifikanzniveau der Spiillésung Hydroxyla-

patit im Vergleich zur Spiillosung mit Wasser betrdgt 0,345 (Tab. 10).

Tabelle 10: Ubersicht iiber das Signifikanzniveau der getesteten Priifsubstanzen im paarweisen Vergleich
mit Wasser 30 min nach dem Spiilen unter Anwendung des Mann-Whitney-U-Tests

Priifsubstanz Signifikanz Signifikanzniveau
0,2%-CHX signifikant p <0,05
0,5%-Chitosan signifikant p <0,05
5%-Hydroxylapatit nicht signifikant p=0,345
5%-Tanninsdure signifikant p <0,05

c. Zwei Stunden nach dem Spiilen
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Abb. 22: Bakterielle Zellvitalititen in Prozent 2 h nach dem Spiilen mit den getesteten Spiillosungen im
Vergleich, gemittelt iiber alle Probanden und iiber beide Durchgiinge; Konfidenzintervall: 95%.

In Abb. 22 lassen sich die Zellvitalitidten in Abhdngigkeit der verschiedenen Spiillésung zwei
Stunden nach dem Spiilen ablesen. Die Werte sind gemittelt iiber alle Probanden und {iber

beide Durchgénge. Das Konfidenzintervall betragt 95%.
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Den niedrigsten Mittelwert weist die Spiillosung Chlorhexidin mit 52% auf. Die restlichen
Spiillésungen Chitosan, Hydroxylapatit, Tanninsdure und Wasser folgen mit den dicht beiei-
nander liegenden Werten von 75%, 76%, 77% bzw. 79%.

Zwei Stunden nach dem Spiilen weist lediglich die Spiillosung Chlorhexidin mit dem Mann-
Whitney-U-Test im paarweisen Vergleich mit Wasser ein Signifikanzniveau p von unter 0,05
auf und liefert ein signifikantes Ergebnis. Die Werte fiir die Spiillosungen Chitosan, Hydro-
xylapatit und Tanninsdure betragen 0,63, 0,62 und 0,92 (Tab. 11).

Tabelle 11: Ubersicht iiber das Signifikanzniveau der getesteten Priifsubstanzen im paarweisen Vergleich
mit Wasser 2 h nach dem Spiilen unter Anwendung des Mann-Whitney-U-Tests

Priifsubstanz Signifikanz Signifikanzniveau
0,2%-CHX signifikant p <0,05
0,5%-Chitosan nicht signifikant p=0,63
5%-Hydroxylapatit nicht signifikant p=0,62
5%-Tanninsdure nicht signifikant p=20,92
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4.2 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung

Um ultrastrukturelle Verdnderungen der Speichelbakterien visualisieren zu kénnen, wurde in
dieser Untersuchung die Transmissionselektronenmikroskopie angewandt. Ziel der transmis-
sionselektronenmikroskopischen Untersuchung ist der Einfluss verschiedener Mundspiillo-
sungen auf die Ultrastruktur des Speichels und der Speichelbakterien. Die Proben wurden
sowohl hinsichtlich ultrastruktureller Verdnderungen an den Speichelbakterien als auch hin-

sichtlich agglomerierender Effekte von Speichelproteinen untersucht.

Zwei Versuchspersonen sammelten zu den vier Zeitpunkten vor dem Spiilen, 1 min, 30 min
und 2 h nach dem Spiilen 1,8 ml Speichelproben, welche anschlieBend aufbereitet und fixiert

wurden.
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4.2.1 Mundspiilung mit Wasser

Auf den Kontrollproben des Speichels mit der Mundspiilung Wasser sind qualitativ keine
ultrastrukturellen Unterschiede zu allen vier Zeitpunkten (vor dem Spiilen sowie 1 min,
30 min und 2 h nach dem Spiilen) auszumachen. Zu allen vier Zeitpunkten sind grof3tenteils
intakte Kokken erkennbar (Abb. 23 — Abb. 28). Die Bakterien sind auf den TEM-Aufnahmen
aufgrund ihrer Elektronendichte und ihrer typischen Form leicht zu identifizieren. Auf den
Bakterien sind die Fimbrien oft gut erkennbar. Dabei handelt es sich um eine auf der Zell-
wand der Prokaryonten aus Proteinen bestehende Struktur, welche zur Anheftung an andere
Bakterien oder Zellen dient. Héufig lassen sich auf den Kontrollaufnahmen bei den Bakterien
auch Teilungsfurchen ausfindig machen. Es lésst sich daher der Riickschluss ziehen, dass sich
diese Bakterien zum Zeitpunkt der Fixierung im Stadium der Zellteilung befanden. Auf den
meisten Bildern sieht man Proteinaggregate. Diese sind an ihrer filamentéren bzw. netzwerk-
artigen Struktur auszumachen. Mizellen erkennt man auf den Kontrollaufnahmen seltener.
Charakteristisch flir diese ist ihre globuldre Struktur, ihre homogene Elektronendichte und

ihre Grofie von ca. 100200 nm.
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Abb. 23: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme vor dem Spiilen mit der Spiillosung Wasser:
Es sind mehrere intakte Kokken (schwarze Pfeile) zu sehen. Auf einem Bakterium erkennt man die Tei-
lungsfurche (weiler Pfeil). Alle Speichelbakterien adhiirieren primir an eine Epithelzelle (weifler Stern).
Der breite schwarzer Pfeil zeigt auf eine bakterielle ,,ghost cell“. Es handelt sich hierbei um die leere Hiille
eines toten Bakteriums. Vergréflerung: 18.500-fach; Proband 2.

Abb. 24: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme vor dem Spiilen mit der Spiillosung Wasser:
Es lisst sich ein abgestorbenes Speichelbakterium (schwarzer Stern) erkennen, welches primér an eine
Epithelzelle (weifier Stern) adhiriert. An das tote Bakterium ist wiederum eine intakte Kokke (schwarzer
Pfeil) angelagert. Vergrofierung: 30.000-fach; Proband 1.
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Abb. 25: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 1 min nach dem Spiilen mit der Spiillésung
Wasser: Es sind mehrere stibchenformige Speichelbakterien abgebildet (schwarze Pfeile), welche primir

an einer Epithelzelle adhéirieren (weifier Stern). Der weille Pfeil markiert die Proteinaggregate. Vergrofie-
rung: 18.500-fach; Proband 1.

"

Abb. 26: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 30 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Wasser: Es sind mehrere Speichelbakterien abgebildet (schwarze Pfeile). Anhand der Teilungsfurchen
(weille Pfeile) erkennt man, dass sie sich zum Zeitpunkt der Einbettung im Stadium der Zellteilung be-
fanden. Weiterhin ist eine Epithelzelle zu sehen (weifler Stern). Zwischen den Bakterien finden sich
hauptsichlich Proteinaggregate oder Muzinfiiden (Proteinnetzwerke). Die weiflen Anteile innerhalb der
Bakterien (breiter schwarzer Pfeil) sind Artefakte, welche sich beim Einbettungs- und Schneideprozess
gebildet haben. Vergrofierung: 23.000-fach; Proband 1.
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Abb. 27: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 30 min nach dem Spiilen mit der Spiil-
losung Wasser: Es sind mehrere Speichelbakterien (schwarze Pfeile) abgebildet. Die Glykokalyx lésst sich
sehr gut erkennen (weifler Pfeil). Ebenfalls im Bild sind Proteinaggregate (weifler Stern). VergroBlerung:
23.000-fach; Proband 1.

Abb. 28: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme zwei Stunden nach dem Spiilen mit der
Spiillosung Wasser: Abgebildet ist eine intakte Kokke (schwarzer Pfeil), an welcher Proteinaggregate
angelagert sind (weiler Pfeil). Der weifle Stern kennzeichnet eine Epithelzelle. Vergrofierung: 49.000-
fach; Proband 1.
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4.2.2 Mundspiilung mit Chlorhexidin

Die Spiillésung mit 0,2%-Chlorhexidindigluconat dient auch in der transmissionselektronen-
mikroskopischen Untersuchung als Positivkontrolle. Die Aufnahmen vor dem Spiilen glei-
chen denen der Negativkontrolle Wasser (Abb. 29). Besonders eine Minute und 30 Minuten
nach dem Spiilen sind iiberwiegend lytische Bakterien zu erkennen (Abb. 30, Abb. 31 und
Abb. 33). Unter Lyse versteht man die Schidigung resp. den Zerfall der dulleren Zellwand
und den damit einhergehenden Zelltod. Die Zellwand kann bei diesen nicht mehr ihre Barrie-
refunktion erfiillen, Wasser dringt, durch den osmotischen Gradienten angetrieben, in die Zel-

le ein und bringt sie zum Platzen.

Auf einigen Bakterien findet man angelagerte globuldre Strukturen (Abb. 31). Diese lassen
sich durch die Wirkweise des Chlorhexidins erkldren, welches bakteriostatisch wirken kann,

indem es durch Anlagerung an die Zellwand die Zellteilung verhindert.

Abb. 32 zeigt Proteinaggregate 30 Minuten nach dem Spiilen mit 0,2%iger Chlorhexidin-
Spiillésung. Unter diesem Einfluss hat sich die urspriinglich netzartige Struktur der Pro-

teinaggregate zu einer elektronendichten Agglomeratbildung gewandelt.

Zwei Stunden nach dem Spiilen sind insgesamt deutlich weniger lytische Bakterien zu sehen

(Abb. 34 — Abb. 36) als zu fritheren Zeitpunkten.

Insgesamt lassen sich auf den Aufnahmen der Positivkontrolle 0,2%-CHX wie auch auf denen
der Negativkontrolle vergleichsweise wenig Proteinaggregate lokalisieren. Im Gegensatz zur
Spiilung mit Wasser findet man hingegen nach einer und nach 30 Minuten fast ausschlielich
tote Bakterien und auch nach zwei Stunden ist noch ein nennenswerter antibakterieller Effekt
festzustellen. Anlagerungen der Bakterien finden groftenteils nur an Epithelzellen oder unter-

einander statt.
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Abb. 29: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme vor dem Spiilen mit der Spiillosung 0,2%-
CHX: Es sind sehr viele grofitenteils intakte Kokken abgebildet (schwarze Pfeile). An mehreren Speichel-
bakterien kann man Teilungsfurchen erkennen (weille Pfeile). Die schattenartigen Strukturen (weille
Sterne) sind Bakterien, welche peripher (d.h. nicht im Bereich der gréfiten Zirkumferenz) angeschnitten
wurden und daher nicht komplett sichtbar sind. Vergrofierung: 18.500-fach; Proband 1.

Abb. 30: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 1 min nach dem Spiilen mit der Spiillésung
0,2%-CHX: Von den vielen abgebildeten Kokken (schwarze Pfeile) befinden sich die meisten im Zustand
der Lyse (weifle Sterne). Es sind kleine globulire Strukturen auf der Oberfliche der Bakterienzellwéinde
zu erkennen (weifle Pfeile). Zwischen den Bakterien befinden sich Uberreste von Zellen und Proteinag-
gregaten. Vergroflerung: 23.000-fach; Proband 1.
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Abb. 31: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 1 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
0,2% CHX: Alle abgebildeten Bakterien befinden sich im Zustand der Lyse (schwarze Pfeile). Ebenfalls
mit abgebildet sind eine Epithelzelle (weiler Stern) und Proteinaggregate (weiller Pfeil). VergroBierung:
30.000-fach; Proband 2.

0.2 pum

Abb. 32: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 30 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
0,2% CHX: Detailaufnahme von Proteinaggregaten unter dem Einfluss von Chlorhexidin. Vergrofierung:
96.000-fach; Proband 1.
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Abb. 33: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 30 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
0,2% CHX: Die Bakterien (schwarze Pfeile) befinden sich im Zustand der beginnenden Lyse. Ebenfalls mit
abgebildet ist eine Epithelzelle (weiler Stern). Vergroflerung: 23.000-fach; Proband 2.

Abb. 34: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 2 h nach dem Spiilen mit der Spiillosung
0,2%-CHX: Man erkennt eine intakte Kokke mit deutlich sichtbarer Glykokalyx (schwarzer Pfeil). Eben-
falls im Bild befindet sich eine Epithelzelle (weiler Stern). Vergrofierung: 23.000-fach; Proband 2.
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Abb. 35: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 2 h nach dem Spiilen mit der Spiillosung
0,2%-CHX: Es sind viele verschiedene Bakterienarten erkennbar, darunter mehrheitlich Kokken
(schwarze Pfeile) und auch ein stibchenformiges Bakterium (weilier Pfeil). Etwa jedes zweite Bakterium
erscheint intakt. Zwischen den Bakterien und der Epithelzelle (weiller Stern) befinden sich Proteinaggre-
gate. Vergroflerung: 11.000-fach; Proband 1.

2 [im|

Abb. 36: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 2 h nach dem Spiilen mit der Spiillosung
0,2%-CHX: Es ist eine Gruppe von Kokken zu sehen (schwarzer Stern). Es sind ebenfalls die Teilungsfur-
che eines vitalen Bakteriums (schwarzer Pfeil) und porose Zellwiinde lytischer Bakterien (weifle Pfeile) zu
erkennen. Zwischen den Bakterien und der Epithelzelle (weiler Stern) befinden sich Proteinaggregate.
Vergroflerung: 11.000-fach; Proband 2.
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4.2.3 Mundspiilung mit Chitosan

Vor dem Spiilen sind morphologisch keine Besonderheiten zu beobachten (Abb. 37). Eine
Minute nach dem Spiilen mit der Spiillosung 0,5%-Chitosan zeigen sich deutliche Koagulati-
onseffekte (Abb. 38 — Abb. 39). Auf den Bildern lassen sich mehrere teilweise lytische Kok-

ken erkennen, welche sich in einem Netz aus Proteinaggregaten bzw. Muzinfiaden befinden.

Es lassen sich auch nach 30 Minuten noch deutlich ausgeprigte Agglutinationseffekte fest-
stellen — auch wenn diese etwas weniger hdufig auftreten als nach einer Minute (Abb. 40 —
Abb. 42). Sowohl eine Minute als auch 30 Minuten nach dem Spiilen liegt der Anteil der toten
Bakterien bei etwa der Hélfte. Auffillig ist, dass zu den beiden Zeitpunkten im Vergleich mit

den Aufnahmen der Negativkontrolle vermehrt Proteinaggregate zu sehen sind.

Zwei Stunden nach dem Spiilen ist in der Gesamtheit sowohl kein antibakterieller als auch

kein agglutinierender Effekt mehr erkennbar (Abb. 43 — Abb. 44).
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Abb. 37: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme vor dem Spiilen mit der Spiillosung Chito-
san (0,5%): Es sind Proteinaggregate (schwarzer Pfeil) zu sehen, an welche ein Bakterium (weiller Stern)
angelagert ist. Am angelagerten Bakterium ist eine Teilungsfurche (breiter weiller Pfeil) zu erkennen.
Ebenfalls in Proteinaggregate eingelagert finden sich Zellreste eines abgestorbenen Speichelbakteriums
(schmaler weifler Pfeil). Vergrofierung: 30.000-fach; Proband 2.

Abb. 38: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 1 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Chitosan (0,5%): Es ist eine Agglutination aus mehreren Speichelbakterien (schwarze Pfeile) und Pro-
teinaggregaten (weifler Stern) zu erkennen. Der Doppelpfeil verdeutlicht die ridumliche Dimension des
Fimbriensaumes. Ebenfalls ist die Glykokalyx einer intakten Kokke zu identifizieren (weiler Pfeil). Ver-
groflerung: 18.500-fach; Proband 1.
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Abb. 39: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 1 min nach dem Spiilen mit der Spiillésung
Chitosan (0,5%): Es sind mehrere Bakterien (schwarze Pfeile) eingebettet in ein Netz aus Proteinaggrega-
ten (weiller Stern) zu erkennen. Bei den linglichen Bakterien handelt es sich vermutlich um Stibchen
(weiler Pfeil). Vergroflerung: 13.000-fach; Proband 1.

Abb. 40: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 30 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Chitosan (0,5%): Es sind viele Bakterien (schwarze Pfeile) eingebettet in ein elektronendichtes Netz aus
Proteinaggregaten (weiller Stern) zu erkennen. Die weiflen Pfeile zeigen auf lytische Bakterien. Es sind
auch mehrere Anschnitte von Bakterien zu sehen (schwarze Sterne). Vergrofierung: 18.500-fach; Pro-
band 1.
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Abb. 41: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 30 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Chitosan (0,5%): Es sind mehrere lytische Bakterien (schwarze Pfeile) sichtbar, welche an eine Epithelzel-
le angelagert sind (weiller Stern). Vergrofierung: 30.000-fach; Proband 1.

Abb. 42: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 30 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Chitosan (0,5%): Es sind mehrere intakte und lytische Bakterien (schwarze, bzw. weille Pfeile) und Bakte-
rienzellanschnitte (weifler Stern) zu erkennen. Die Bakterien liegen dicht gepackt in einem Netz aus Pro-
teinaggregaten (breiter weifler Pfeil) vor. Vergroflerung: 18.500-fach; Proband 1.
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Abb. 43: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 2 h nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Chitosan (0,5%): Es sind intakte Bakterien (schwarze Pfeile) zu erkennen. In den Proteinaggregaten (wei-
Ber Stern) befinden sich Zellreste abgestorbener Speichelbakterien (schwarze Sterne). Der breite weifle
Pfeil zeigt auf eine Epithelzelle. Vergrofierung: 18.500-fach; Proband 1.

Abb. 44: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 2 h nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Chitosan (0,5%): Man findet mehrere intakte Bakterien (schwarze Pfeile), welche primér an eine Epithel-
zelle (weifler Stern) angelagert sind. Es ist auch eine ,,Ghost cell* abgebildet (weiller Pfeil). Vergrofierung:
13.000-fach; Proband 2.
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4.2.4 Mundspiilung mit Hydroxylapatit

Die Kontrollaufnahmen vor dem Spiilen mit der experimentellen Spiillosung Hydroxylapa-
tit (5%) weisen keine Besonderheiten auf und sind mit den Aufnahmen der Negativkontrolle
iibereinstimmend (Abb. 45). Auf vielen Abbildungen sowohl eine Minute als auch 30 Minu-
ten nach dem Spiilen finden sich Anlagerungen von Hydroxylapatitkristallen an die Fimbrien
der Speichelbakterien (Abb. 46 — Abb. 50). Dariiber hinaus kann man hiufig Aggregatbildun-
gen aus Hydroxylapatitkristallen, Speichelbakterien sowie Proteinaggregaten feststellen. Pro-
teinaggregate sind eine und 30 Minuten nach dem Spiilen im Vergleich mit den Kontrollbil-

dern kaum zu sehen.

Haufig haben sich bei der Anfertigung des Ultradiinnschnitts durch Herausbrechen von Hy-
droxylapatitkristallen Loch-Artefakte gebildet. Diese sind in den Abbildungen als weile Lo-
cher unschwer zu erkennen (Abb. 46 und Abb. 49).

Zwei Stunden nach dem Spiilen mit der Spiillosung Hydroxylapatit zeigt sich ein unauffalli-
ges Bild (Abb. 51), welches dhnlich dem der Kontrolle ist. Lediglich kleine Hydroxylapatit-
partikel, welche auf manchen Aufnahmen zu sehen sind, weisen noch auf den Einfluss der

Spiillsung hin. Die abgebildeten Bakterien sind grofBtenteils vital.

Die Detailaufnahme der Hydroxylapatitkristalle veranschaulicht deren unterschiedliche Parti-
kelgroBen von durchschnittlich 100 nm im Durchmesser und deren verschiedene Kristall-

strukturen (Abb. 52).
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Abb. 45: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme vor dem Spiilen mit der Spiillésung Hydro-
xylapatit (5%): Es ist eine intakte Kokke (schwarzer Pfeil) abgebildet. Es handelt sich hierbei um eine
Kokke, welche sich zum Zeitpunkt der Fixation im Zustand der Zellteilung befand. Ebenfalls mit abgebil-
det sind Proteinaggregate (weifler Stern) und eine Epithelzelle (schwarzer Stern). VergroBlerung: 18.500-
fach; Proband 2.

® _ =

Abb. 46: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 1 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Hydroxylapatit (5%): Es sind mehrere intakte Bakterien (schwarze Pfeile) zu erkennen. Der Doppelpfeil
kennzeichnet die Ausdehnung des Fimbriensaums, an welchen Hydroxylapatitkristalle (weiler Pfeil) an-
gelagert sind. Die Hydroxylapatitkristalle sind hauptsichlich in Form weifler Artefakte zu sehen, welche
sich durch den Schneidevorgang gebildet haben (breiter weiller Pfeil). Vergriofierung: 30.000-fach; Pro-
band 1.
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Abb. 47: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 1 min nach dem Spiilen mit der Spiillésung
Hydroxylapatit (5%): In der Ubersichtsaufnahme lisst sich eine Aggregation aus Hydroxylapatitkristallen
(weille Pfeile) und Speichelbakterien (schwarze Pfeile) erkennen. Der iiberwiegende Teil der Kristalle hat
sich beim Schneidevorgang aus der Probe gelost und erscheint weifl (breite weifle Pfeile). Es sind auffer-
dem Proteinaggregate angelagert (weiller Stern). Vergrofierung: 11.000-fach; Proband 2.

Abb. 48: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 1 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Hydroxylapatit (5%): Es lisst sich ein Aggregat aus Hydroxylapatitkristallen (weifle Pfeile) und Speichel-
bakterien (schwarze Pfeile) erkennen. Der iiberwiegende Teil der Kristalle hat sich beim Schneidevorgang
aus der Probe gelost und erscheint weif (breite weifle Pfeile). Vergrofierung: 6.800-fach; Proband 1.
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Abb. 49: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 30 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Hydroxylapatit (5%): Es ist eine lytische Kokke abgebildet (schwarzer Pfeil), an welcher Hydroxylapatit-
kristalle angelagert sind (weille Pfeile). Teilweise haben sich die Kristalle beim Schneidevorgang aus der
Probe gelost (breiter weiller Pfeil). AuBlerdem sind Proteinaggregate zu erkennen (weifier Stern). Vergro-
Berung: 49.000-fach; Proband 1.

Abb. 50: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 30 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Hydroxylapatit (5%): Mehrere Kokken (schwarze Pfeile) sind mit dazwischen eingelagerten Hydroxylapa-
titkristallen (weifie Pfeile) abgebildet. VergroBierung: 30.000-fach; Proband 1.
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Abb. 51: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 2 h nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Hydroxylapatit (5%): Es sind grofitenteils intakte Kokken dargestellt (schwarze Pfeile). Erkennbar sind
auch Proteinaggregate (breiter weifler Pfeil), in welche Hydroxylapatitkristalle eingelagert sind (weifler
Pfeil). Mehrere Speichelbakterien adhiirieren primér an eine Epithelzelle (schwarzer Stern). Vergrofie-
rung: 18.500-fach; Proband 1.

Abb. 52: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 2 h nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Hydroxylapatit (5%): Auf dieser Aufnahme sind unterschiedlich angeschnittene Hydroxylapatitkristalle
abgebildet (schwarze Pfeile). Bei den weillen Stellen handelt es sich um Artefakte, die sich durch Heraus-
brechen der Hydroxylapatitkristalle beim Schneidevorgang gebildet haben (schwarze Sterne). Zwischen
den Kristallen befinden sich Proteinaggregate (weifle Pfeile). Vergrofierung: 68.000-fach; Proband 2.
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4.2.5 Mundspiilung mit Tanninsdure

Vor dem Spiilen sind anhand der transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen keine
Besonderheiten (Abb. 53) festzustellen. Die Aufnahmen sind mit denen der Negativkontrolle

Wasser vergleichbar (Kap. 4.2.1).

Eine Minute nach dem Spiilen mit der Spiillésung Tanninsdure (5%) hat sich die Anzahl der
Speichelbakterien deutlich reduziert. Sie liegen in der Regel aggregiert vor; an etwa der Half-
te kann man lytische Prozesse feststellen (Abb. 54 — Abb. 55). Es sind ebenfalls deutliche
elektronendichte Aggregationen sichtbar, welche iiberwiegend aus Tannin-Protein-
Aggregaten und Bakterien bestehen. Die Tannin-Protein-Aggregate sind durch ihre globulére
Struktur und ihre Aggregation gut differenzierbar. Sie sind zudem deutlich kleiner als die
ebenfalls globuldr vorkommenden Mizellen, welche eine Grofie von 100200 nm aufweisen.
Unverinderte Proteinaggregate sind seltener zu sehen als in den Aufnahmen vor dem Spiilen

(Abb. 56).

Es lésst sich feststellen, dass man eine halbe Stunde nach dem Spiilen sowohl deutlich weni-
ger tote Bakterien als auch deutlich weniger elektronendichte Aggregationen im Vergleich zu
den Aufnahmen eine Minute nach dem Spiilen (Abb. 57 — Abb. 59) findet. Ebenso treten de-

naturierte Proteinaggregate nach 30 Minuten weniger gehéduft auf als nach einer Minute.

Zwei Stunden nach dem Spiilen mit der 5%igen Tanninsdure-Spiillosung lassen sich deskrip-
tiv keine Verdnderungen mehr ausmachen (Abb. 60). Die abgebildeten Kokken sind groften-
teils vital und oftmals untereinander aggregiert. Zwischen den Bakterien finden sich wie auch

auf den Kontrollaufnahmen vor dem Spiilen immer wieder netzartige Proteinaggregate.
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|Abb. 53: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme vor dem Spiilen mit der Spiillosung Tan-
ninséiure (5%): Es sind zwei intakte Speichelbakterien sichtbar (schwarze Pfeile), welche sich in unmittel-
barer rdumlicher Nihe zueinander befinden und primir an eine Epithelzelle (weilier Stern) adhérieren.
Vergrofierung: 23.000-fach; Proband 2.

Biiee R < RPS o r T

Abb. 54: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 1 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Tanninsdure (5%): Es lassen sich Speichelbakterien erkennen (schwarze Pfeile), welche in ein Netz aus
denaturierten Proteinaggregaten, den sog. Tannin-Protein-Aggregaten (schwarzer Stern) eingebettet sind.
Nur noch ein kleiner Teil an Proteinaggregaten liegt in seiner nicht-denaturierten Form vor (weiller
Stern). Vergrofierung: 18.500-fach; Proband 1.
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Abb. 55: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 1 min nach dem Spiilen mit der Spiillésung
Tanninsdiure (5%): Nur etwa jedes zweite abgebildete Speichelbakterium ist intakt (schwarze Pfeile). Aus
den lytischen Bakterien ist austretendes Cytoplasma identifizierbar (weille Pfeile). An die Glykokalyx
(breiter weiler Pfeil) angelagert befinden sich denaturierte Tannin-Protein-Aggregate (schwarze Sterne).
Vergrofierung: 23.000-fach; Proband 2.

Abb. 56: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 1 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Tanninsdure (5%): In dieser Detailaufnahme sind gréfitenteils Tannin-Proteinaggregate abgebildet (weifle
Sterne). Hierin eingelagert ist der Zellrest eines abgestorbenen Speichelbakteriums zu sehen (schwarzer
Stern). Vergrofierung: 68.000-fach; Proband 1.
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Abb. 57: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 30 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Tanninsdure (5%): Intakte (schwarze Pfeile) und lytische Speichelbakterien (weille Pfeile) kommen auf
dieser Abbildung jeweils zur Hilfte vor. Es sind ebenfalls eine Epithelzelle (weiller Stern) und Proteinag-
gregate (schwarzer Stern) abgebildet. Vergrofierung: 13.000-fach; Proband 2.

Abb. 58: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 30 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Tanninsdure (5%): Diese Abbildung verdeutlicht die verschiedenen Stadien, welche Proteinaggregate un-
ter dem denaturierenden Einfluss von Tanninsiiure durchlaufen. Neben einer globuléiren Struktur (weifler
Stern) existiert zum anderen eine dichte und netzwerkartige Struktur (schwarzer Stern). Unverindert
scheinende Proteinaggregate sind ebenfalls zu sehen (breiter weifler Pfeil). Weiterhin sind Speichelbakte-
rien (schwarze Pfeile) und eine Mizelle abgebildet (weiller Pfeil). VergroBlerung: 18.500-fach; Proband 1.
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Abb. 59: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 30 min nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Tanninsiure (5%): Auf dieser Abbildung erkennt man ein Speichelbakterium (schwarzer Pfeil), welches
sich in einem Netz aus denaturierten Proteinaggregaten befindet (weiler Stern). Vergrofierung: 23.000-
fach; Proband 1.

Abb. 60: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme 2 h nach dem Spiilen mit der Spiillosung
Tanninsdure (5%): Man erkennt mehrere Speichelbakterien, von denen der iiberwiegende Teil intakt ist
(schwarze Pfeile). Lytische Bakterien mit austretendem Cytoplasma sind ebenfalls zu sehen (weifle Pfeile).
Zwischen den Bakterien befindet sich ein diinnes Netz aus Proteinaggregaten (schwarzer Stern). Vergro-
Berung: 23.000-fach; Proband 2.
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5 Diskussion

5.1 Kritische Betrachtung der eigenen Untersuchung

5.1.1 Materialien

Mit den getesteten experimentellen Spiillosungen wurden Substanzen in die Studie einbezo-
gen, welche natiirlichen Ursprungs sind und ein antibakterielles bzw. antiadhérentes Potential
besitzen. Diese Stoffe erfahren schon seit vielen Jahren ein grof3es wissenschaftliches Interes-
se, was sie zum Gegenstand zahlreicher Experimente und Studien werden lie8 (Hannig, C. et

al., 2013; Hertel et al., 2017; Kong et al., 2010; Radafshar et al., 2017).

Die Konzentration der als Positivkontrolle eingesetzten Chlorhexidindigluconat-Losung sollte
einerseits moglichst gering ausfallen, um die Nebenwirkungen zu minimieren (Flotra et al.,
1971), andererseits sollte aber dennoch sichergestellt werden, dass bei einer Spiilung mit
10 ml die volle Wirkung entfaltet werden kann. Nach Mendieta et al. wirkt eine 0,12%ige
Chlorhexidindigluconat-Losung nur dann ebenso gut wie eine 0,2%ige, wenn die Menge der
Spiillésung auf 15 ml erhoht wird (Mendieta et al., 1994). Die Wahl fiel in dieser Studie da-

her auf die 0,2%ige Konzentration.

Bei Chitosan wird vor allem die Moglichkeit des Einsatzes als Vehikel fiir die Freisetzung
therapeutischer Mittel untersucht (Bhattarai ef al., 2010). Auch seine antibakterielle und an-
timykotische Wirksamkeit sowie die koagulierende Wirkung sind Gegenstand zahlreicher

medizinischer Untersuchungen Bae ef al., 2006; Costa ef al., 2013).

Hydroxylapatit wird inzwischen in vielen kommerziell erhéltlichen Zahnpflegeprodukten ein-
gesetzt z.B. Karex und Biorepair (Dr. Kurt Wolff GmbH & Co. KG, Bielefeld, Deutschland)
und weist eine durch mehrere Untersuchungen belegte Remineralisationseigenschaft auf
(Huang et al., 2009; Tschoppe et al., 2011). Als Hauptbestandteil des Zahnschmelzes ist es
eine natiirliche Substanz, von der bei bestimmungsgemadfem Gebrauch keine unerwiinschten

Nebenwirkungen zu erwarten sind.

-71 -



Diskussion

Tanninsdure schlieBlich wurde als Bestandteil von polyphenolhaltigen Getrinken wie z.B.
schwarzem und griinem Tee oder in Rotwein oft auf seine antioxidativen und kardioprotekti-
ven Eigenschaften auf den menschlichen Korper hin untersucht (Das et al., 1999; Zern und
Fernandez, 2005). Auch im Bereich der Zahnmedizin gibt es verschiedene Studien zum Ein-
fluss der Tanninsdure. So zeigten Kirsch et al., dass unter Anwendung tanninsdurehaltiger
Tees die Glukanformation der Plaque reduziert wird und so die Anlagerung von Speichelbak-
terien verringert werden konnte (Kirsch et al., 2020). Hertel et al. kommen zu denselben Er-
gebnissen und weisen dariiber hinaus karies- und erosionsprotektive Eigenschaften der Tan-
ninsdure nach. Diese Eigenschaften erkldren sich aus einer Modifizierung der Pellikelschicht
(Hertel et al., 2017). Fiir tanninsdurehaltigen griinen Tee lieBen sich plaque- und entziin-
dungshemmende Eigenschaften nachweisen (Radafshar et al., 2017). Nachteilig an der
5%igen Tanninsiure-Spiillosung ist seine unangenehme Adstringenz, welche bei Anwendung
in der Mundhohle einen bitteren und pelzigen Nachgeschmack hinterlédsst. Eine Pufferung der
sauren Tanninsdure-Spiillosung auf einen neutralen pH-Wert scheint diese Adstringenz auf-

zuheben (Lawless et al., 1996).

Um einen pH-Einfluss der Spiillosung Tanninsdure, welche mit einem pH-Wert von 2,5 in
einem relativ sauren Bereich liegt, auszuschlieen, wurde in einem Nebenversuch zusitzlich
die Spiillosung Salzsdure eingesetzt, welche ebenfalls einen pH-Wert von 2,5 aufwies
(Kap. 4.1.6). Aufgrund der Puffereigenschaften des Speichels ist von keinem antibakteriellen
Effekt auf die Speichelbakterien auszugehen.

5.1.2 Methoden

a. Studiendesign

Mit fiinf Versuchspersonen liegt die Arbeit fiir eine klinisch experimentelle Studie in einem
tiblichen Bereich. Eine kleine Anzahl an Probanden und eine groBere Anzahl an getesteten
Substanzen ist in vergleichbaren /n-vivo-Studien die Regel (Hannig, C. ef al., 2013; Hertel et
al., 2017). Dass alle Probanden aufgrund ihres Zahnmedizinstudiums eine liberdurchschnitt-

lich gute Mundhygiene aufweisen, vermindert jedoch die Reprasentativitit.
b. BacLight™-Zellvitalitit

Bei einem Grof3teil der bisherigen Untersuchungen iiber die antibakterielle Wirksamkeit von

Mundspiilldsungen auf die Speichelbakterien handelt es sich um in-vitro-Studien, welche auf
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der Untersuchung von Bakterien beruhen (Roberts und Addy, 1981; Latimer et al., 2015). Die
Aussagekraft dieser Studien ist limitiert, da nicht alle Bakterien in der Kultur angeziichtet
werden konnen (Joux und Lebaron, 2000). Hinzu kommen viele weitere dulere Einfliisse wie
beispielsweise die Dauer der Inkubation, die Umgebungstemperatur oder der Luftdruck, wel-
che nicht genau wiedergegeben werden konnen und so die Reproduzierbarkeit einschranken
(Boulos et al., 1999). Eine weitere Einschrankung der Vergleichbarkeit von in-vitro-Studien
mit in-vivo-Studien liegt darin, dass die physiologischen und metabolischen Bedingungen,
welche der Speichel in der Mundhohle vorfindet, im Rahmen einer Bakterienkultur nur sehr
unzureichend nachgeahmt werden konnen (Biggerstaff et al., 2006). Viele dieser Nachteile
lassen sich durch eine relativ direkte Auswertung bei Anwendung fluoreszenzmikroskopi-

scher Untersuchungen vermeiden.

Die Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskopie beinhaltet jedoch auch mogliche Fehlerquel-
len. So besteht die Mdglichkeit einer nicht gleichmaBigen Gewichtung der Anfarbung toter
und lebender Zellen. Nach Tawakoli ef al. ist hiervon jedoch nicht auszugehen (Tawakoli et
al., 2013). Unter gewissen Bedingungen konnen Bakterien mit beschddigter Membran auch in
der Lage sein, diese wiederherzustellen und sich zu vermehren — solche Bakterien konnen als
,tot* gezdhlt werden. Umgekehrt konnen manche Bakterien mit intakter Membran nicht in der
Lage sein, sich in einem Nédhrmedium zu vermehren und trotzdem koénnen sie als ,lebend*

gezahlt werden (Roszak und Colwell, 1987).

Dennoch ist die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung das beste Mittel zur Untersuchung
der Zellvitalitit und findet Anwendung in zahlreichen Studien (Weiger et al., 1998; Tahan,
2018; Kirsch et al., 2020). Sie zeichnet sich gegeniiber anderen Methoden durch bestimmte
Vorteile aus. Diese liegen im vergleichsweise geringen Zeitaufwand und der simplen Hand-
habung zur Erlangung einer Ubersicht iiber die Zellvitalititen (Boulos et al., 1999), der Mog-
lichkeit, mittels SYTO-9/PI-Doppelfiarbung lebende und tote Bakterien gleichzeitig auszuzih-
len (Boulos et al., 1999), und im Erkennen von Bakterien, die auf einer Kulturplatte nicht

angeziichtet werden konnen (Joux und Lebaron, 2000).
c. Transmissionselektronenmikroskopie

Zur Darstellung ultrastruktureller Verdnderungen ist die Transmissionselektronenmikroskopie
ein sehr geeignetes Mittel und wird in vielen Untersuchungen angewandt. Es kdnnen in bio-
molekularen Untersuchungen Auflésungen von wenigen Nanometern erreicht werden (Jin,

2008). Die Darstellung der Ultrastrukturen biologischer Proben erfordert vor allem eine aus-
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reichende Kontrastierung, ohne welche die Elektronenstreuung der leichten Elemente C, H, O
und N zu schwach ist und kein scharfes Bild erzeugt werden kann (Jin, 2008). Um den gerin-
gen Kontrast in der Transmissionselektronenmikroskopie zu erhdhen, wurden Farbemethoden
mit Schwermetallen, v.a. mit Osmiumtetroxid, entwickelt, welche bis heute eingesetzt werden
(Porter et al., 1945). In dieser Studie wurde 3%iges Bleicitrat verwandt, da es die Elektronen-
streuung erhoht und somit zu einem hoheren Kontrast fiithrt (Reynolds, 1963). Bis vor mehre-
ren Jahren wurde in der Transmissionselektronenmikroskopie bei biologischen Proben zur
Kontrastierung gewohnlicherweise Uranylacetat angewandt. Da es sich bei Uranylacetat um
ein radioaktives und toxisches Kontrastmittel handelt, gelten bei dessen Anwendung und Ent-
sorgung hohe Anforderungen an die Arbeitssicherheit und den Umweltschutz. Mittlerweile
lasst sich Uranylacetat mit UranyLess, einer neuen nicht-radioaktiven und weniger toxischen
Kontrastierungsreagenz, welche auch in der vorliegenden Untersuchung Anwendung gefun-
den hat, substituieren. UranyLess besteht aus den Lanthanoiden Lanthan, Dysprosium und

Gadolinium (Benmeradi et al., 2015).

Die Transmissionselektronenmikroskopie ist ein sehr geeignetes Verfahren zur ultrastruktu-
rellen Analytik und findet in vielen Gebieten der Medizin Anwendung. Zur Analytik von
Speichel und Speichelbakterien mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie gibt es
ebenfalls mehrere Untersuchungen (Kensche et al., 2017; Kirsch et al., 2020). Die genannten
Untersuchungen haben sich v.a. mit dem Einfluss verschiedener Substanzen auf die Pellikel-
schicht beschéftigt. Kelstrup et al. erforschten — ebenfalls mithilfe der Transmissionselektro-
nenmikroskopie — die Oberflachenultrastruktur verschiedener Bakterien der Mundhdhle (Kel-
strup et al., 1979). Die in der vorliegenden Arbeit im Speichel gefundenen Aggregationen aus
Hydroxylapatitkristallen und Speichelbakterien konnten auch in anderen Untersuchungen

entdeckt werden (Tahan, 2018).
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden die antibakteriellen Effekte der reinen Substanzen Chitosan, Hydro-
xylapatit und Tanninsdure in Form von Spiillosungen auf den Speichel untersucht. Den Ein-
fluss auf die Speichelbakterien und etwaige ultrastrukturelle Verdnderungen des Speichels
unter Anwendung einer Spiillosung mit Hydroxylapatit untersuchte 2018 bereits Tahan
(Tahan, 2018). In der zitierten Arbeit wurde die Spillosung Biorepair (Dr. Kurt Wolff
GmbH, Bielefeld, Deutschland) eingesetzt. Hierin sind jedoch auch andere Wirkstoffe, wie
z.B. die Zuckeralkohole Xylitol und Sorbitol oder das anionische Tensid Natriumlaurylsulfat

enthalten, weswegen ein direkter Vergleich nicht moglich ist.

Antibakterielle Effekte lieBen sich besonders fiir die Spiilldsungen Chitosan und Tanninsdure

bestdtigen — auch wenn sie zeitlich beschriankt waren.

Eine interessante Beobachtung, die allen Ergebnissen der drei wirksamen Spiillosungen CHX,
Chitosan und Tanninsdure zugrunde liegt, ist das Phdnomen, dass hohe initiale Werte der
bakteriellen Zellvitalitit mit starken Wirkungen der jeweilige Spiilldsungen korrelieren ef vice
versa (Abb. 9, Abb. 12 und Abb. 18). Bei den antibakteriell unwirksamen Spiillosungen Was-

ser und Hydroxylapatit ist dieser Zusammenhang nicht zu beobachten.

Die Werte der bakteriellen Zellvitalititen vor dem Spiilen, bzw. nach dem Spiilen mit Wasser
liegen im Bereich von ca. 80-90 Prozent, die nach dem Spiilen mit den antibakteriell wirksa-
men Spiillosungen Chlorhexidin, Chitosan und Tanninsdure zwischen ca. 35-50 Prozent.
Dieser Verlauf der Zellvitalititen der Speichelbakterien nach Anwendung von Mundspiillo-
sungen deckt sich auch mit den Ergebnissen einer dhnlichen Untersuchung von Weiger et al.

(Weiger et al., 1998).

5.2.1 Mundspiilung mit den Kontrollen

Die Zellvitalitdten bei den Kontrollspiillosungen Wasser und Chlorhexidin zeigten erwartbare
Ergebnisse. Bei der Spiillosung Wasser kann man initial lediglich einen geringen ,,Clearance-
Effekt* um etwa 5% registrieren. Anschliefend ist ein Wiederanstieg auf das Ausgangsniveau
zu beobachten. Zu allen Zeitpunkten in den TEM-Aufnahmen der Negativkontrolle Wasser

sowie in den Aufnahmen zu den Zeitpunkten vor dem Spiilen und zwei Stunden nach dem
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Spiilen unter Anwendung der iibrigen Spiillésungen sind oftmals Bakterienzellen im Stadium
der Zellteilung zu erkennen. Man kann hieraus schlielen, dass das Milieu kurz vor der Fixie-
rung der Speichelproben fiir die Speichelbakterien sehr geeignet war (Abb. 23 und Abb. 29).
Die Positivkontrolle Chlorhexidin kann als einzige Spiillosung eine langandauernde antibak-
terielle Wirkung aufweisen. Selbst nach zwei Stunden liegt die Reduktion der Zellvitalitit bei
iiber einem Drittel (Abb. 22). Chlorhexidin ist auch noch nach drei bzw. sieben Stunden anti-
bakteriell aktiv, wie Ergebnisse anderer in vivo und in vitro Studien zeigen (Addy und Wright,
1978; Tomas et al., 2009; Yates et al., 1997). Dies liegt daran, dass Chlorhexidin sehr gut an
oralen Oberfldchen haftet und in der Mundhohle noch nach elf Stunden in einem Bereich von
mehreren Mikrogramm pro Milliliter nachweisbar ist (Reda et al., 2020). Die kurzfristigen
Ergebnisse nach einer bzw. nach 30 Minuten zeigen mit einer Reduktion der Zellvitalitit in
vivo um mehr als die Hélfte eine sehr gute antibakterielle Wirkung. Das Wirkungsmaximum
der CHX-Mundspiillosung liegt vermutlich im Bereich zwischen einer bis 30 Minuten, da
zwei Probanden fallende, zwei steigende Zellvitalititen aufweisen (Abb. 9). Andere Untersu-
chungen kommen hier zu unterschiedlichen Ergebnissen: einmal liegt das Wirkungsmaximum
bei einer Stunde (Tahan, 2018; Yates et al., 1997), einmal liegt es direkt nach dem Spiilen
(Cousido et al., 2010). 0,2%ige Chlorhexidindigluconat-Spiillésungen sind in der Lage, das
Wachstum von Biofilmen zu stoppen und sowohl die Dicke bereits etablierter Biofilme zu
verschmilern als auch die Vitalitit der in der Plaque enthaltenen Bakterien zu verringern
(Martinez-Hernandez et al., 2020).

In den transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigt sich ebenfalls sehr gut die
antibakterielle Wirkung nach einer und nach 30 Minuten. Auch nach zwei Stunden ist noch
ein deutlicher antibakterieller Effekt nachzuweisen. Eine Minute nach dem Spiilen haben sich
auf der Zelloberfliche einiger Speichelbakterien kleine globuldre Strukturen gebildet
(Abb. 30). Es ist bekannt, dass Chlorhexidin, wenn es mit Blutplasma oder Speichelproteinen
in Kontakt kommt, Prazipitate ausbildet (Rella ef al., 1970). So ist es denkbar, dass es sich bei

diesen Adhdsionen an der bakteriellen Zellwand um Prézipitate von Proteinen handelt.

5.2.2  Mundspiilung mit Chitosan

Die 0,5%ige Chitosanlosung zeigt eine Minute nach dem Spiilen im Vergleich mit den ande-
ren beiden Spiillosungen die beste antibakterielle Wirkung. Auch nach einer halben Stunde

kann noch ein gewisser antibakterieller Effekt nachgewiesen werden. Diese Beobachtung
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deckt sich auch mit den Ergebnissen anderer Studien. So zeigt z.B. Chitosan nach Verkaik et
al. als Additiv in Zahnpasta in vitro bei reifen Biofilmen sogar ein besseres antibakterielles
Verhalten als Chlorhexidin (Verkaik et al., 2011). Als Zusatz in Kaugummis verringert Chito-
san das Wachstum der Speichelbakterien und reduziert ihre Gesamtzahl (Hayashi et al.,

2007b).

Die antibakterielle und agglutinierende Wirkung wurde fiir Chitosan bereits oft nachgewiesen
(Sudarshan et al., 1992) und lieB sich auch in dieser Studie anhand der TEM-Bilder nach ei-
ner Minute und schwécher auch nach einer halben Stunde feststellen. Nach zwei Stunden

konnte dieser Nachweis in der vorliegenden Arbeit nicht mehr erbracht werden.

Die Literatur zur antibakteriellen Wirksamkeit von Chitosan ist oftmals widerspriichlich, da
seine Wirkung zum einen stark abhingig vom Molekulargewicht und der Konzentration, zum
anderen von den untersuchten Keimen ist (Zheng und Zhu, 2003; Verkaik et al., 2011). Nach
Zheng und Zhu erhoht sich die antibakterielle Wirkung mit steigendem Molekulargewicht
gegen S. aureus, wohingegen sie gegen E. coli schwicher werde. Nach Decker et al. zeigt
Chitosan kaum einen Einfluss auf planktonische Streptokokken (Decker et al., 2005), welche
als primire Kolonisatoren immerhin eine entscheidende Rolle in der Entstehung des Biofilms
spielen (Nyvad ef al., 1987). Einen weiteren Einflussfaktor auf die antibakterielle Wirkung
stellt der pH-Wert dar. So wirkt Chitosan besonders gut, wenn der Umgebungs-pH-Wert unter
dem pKa-Wert von Chitosan liegt (Kong et al., 2010). Dies ist bei Werten von 6,5-6,7 der
Fall.

Die Frage, ob Chitosan mdglicherweise antiadhisive Eigenschaften besitzt, Speichelbakterien
also in ihrer Anlagerung an die Zahnoberfldche hemmt, war nicht Gegenstand dieser Arbeit
und es kann daher hierzu keine Aussage getroffen werden. Es gibt allerdings bereits mehrere
Studien, die solche antiadhdsive Wirkungen belegen. Tarsi et al. zeigen zum Beispiel, dass
niedrigmolekulares Chitosan die Adsorption von S. mutans an Hydroxylapatit um 47 bis 66%
senken kann (Tarsi ef al., 1997). Auch Stamford et al. weisen plaquereduzierende und anti-

bakterielle Eigenschaften des Chitosans nach (Stamford ez al., 2013).

5.2.3 Mundspiilung mit Hydroxylapatit

Hydroxylapatit konnte in der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung nur eine Minute

nach dem Spiilen eine geringe antibakterielle Wirkung aufweisen. Von einer dariiber hinaus

=77 -



Diskussion

gehenden antibakteriellen Wirksamkeit ist nicht auszugehen (Kensche et al., 2017), was auch
in dieser Studie bestdtigt werden konnte. Tahan kann in einer dhnlichen Untersuchung fiir
eine hydroxylapatithaltige Mundspiillosung zwar einen moderaten antibakteriellen Effekt
nachweisen, jedoch sind dem Priparat noch weitere Wirkstoffe wie die Zuckeralkohole Xyli-
tol und Sorbitol zugefiigt (Tahan, 2018).

Es konnten nach einer Minute und nach einer halben Stunde in der transmissionselektronen-
mikroskopischen Untersuchung 6fter Agglutinationen durch eingelagerte Apatitkristalle fest-
gestellt werden. Kensche et al. und Tahan kommen zur gleichen Beobachtung (Kensche ef al.,
2017; Tahan, 2018). Kensche ef al. zeigen, dass Hydroxylapatit die Bakterienzelladhdsion an
der Zahnoberfldche verringert (Kensche et al., 2017). Da in der vorliegenden Untersuchung
allein der Effekt auf den Speichel untersucht wurde, kann lediglich die Adhédsion der Kristalle
an die Bakterien verifiziert werden, hingegen nicht die Herabsetzung der Adhésion der Bakte-
rien an die Zahnoberfliche oder eine Einlagerung von Hydroxylapatitkristallen in den
Schmelz. Man kann jedoch annehmen, dass die Bildung von Aggregaten aus Hydroxylapatit-
kristallen und Speichelbakterien, die Anzahl planktonischer Bakterien im Speichel mindert
und so eine plaquehemmende Wirkung entfaltet. Zu dem Ergebnis der Herabsetzung der bak-
teriellen Adhédsion an den Zahnschmelz in situ kommen auch Hannig, C. et al. (Hannig, C. et
al., 2013). In der gleichen Studie konnte in vitro auBlerdem eine antibakterielle Wirksamkeit
gegen S. mutans aufgezeigt werden. Remineralisierungen des Schmelzes durch Einlagerung
von Hydroxylapatitkristallen konnten bereits in zahlreichen Studien nachgewiesen werden

(Hill et al., 2015; Tschoppe et al., 2011; Huang et al., 2009).

5.2.4 Mundspiilung mit Tanninsaure

Antibakterielle und antivirale Eigenschaften sind bei Tanninséure schon lange bekannt. /n
vivo und in vitro Studien bestétigen seine antibakterielle Wirksamkeit (Radafshar et al., 2017;
Kim et al., 2010). Auch in dieser Studie konnte dies verifiziert werden. Es schneidet bezogen
auf seine antibakterielle Wirksamkeit dhnlich gut wie Chitosan ab, blof3 mit einem schwéche-
ren initialen Effekt. Nach zwei Stunden ist auch bei dieser Spiillosung keine antibakterielle

Wirkung mehr erkennbar.

Als starkes Antioxidans weist die Tanninsdure ein hohes Denaturierungsvermogen gegeniiber
Proteinen auf. Zwei Gruppen der Speichelproteine, die prolinreichen Proteine und die Histati-

ne wirken als Antagonisten gegeniiber der denaturierenden Tanninsdure und vermodgen diese
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zu inaktivieren und auszufillen (Bennick, 2002). Bei der hohen Tanninsdure-Konzentration
nach dem Spiilen mit der 5%igen Tanninsdure-Spiillosung ist dieser natiirliche Abwehrme-
chanismus jedoch tiberwunden. In den TEM-Untersuchungen zeigte sich ein Netz aus gra-
nuldren Strukturen, wobei es sich um denaturierte Proteinaggregate handelt. Die Speichelpro-
teine sind, nachdem sie mit der Tanninsdure in Kontakt gekommen sind, als Prézipitate ausge-
fallen. Es sieht in den Aufnahmen so aus, als verfangen sich die Bakterien in diesen Prizipita-

ten und dass Aggregationen hierdurch verursacht wurden.

Die Ergebnisse des Nebenversuchs lassen vermuten, dass es keinen oder nur einen sehr
schwachen Einfluss des pH-Wertes auf die antibakterielle Wirksamkeit der Tanninsdure gibt
(Kap. 4.1.6). Dass eine antibakterielle Wirkung allein vom pH-Wert ausgeht, konnte durch
die Spiilung mit Salzsdure (pH 2,5) falsifiziert werden. Durch Neutralisierung der sauren
Tanninsdureldosung auf einen pH-neutralen Wert von 7 konnte die unangenehme Adstringenz

eliminiert werden. Lawless ef al. kamen zu dhnlichen Resultaten (Lawless ef al., 1996).
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5.3 Schlussfolgerungen

Die kurzfristige antibakterielle Wirksamkeit der Tanninsdure und des Chitosans konnten deut-
lich nachgewiesen werden. Einen langfristigen und somit als Mundspiillosung therapeutisch
sinnvoll nutzbaren Effekt erzielte hingegen nur die Positivkontrolle Chlorhexidin. Eine lang-
fristige Anderung der Mundflora sowie der Effekt auf die Biofilmbildung unter Einsatz der
biologisch vertrdglichen Substanzen Chitosan, Hydroxylapatit und Tanninsdure sollte weiter
erforscht werden. Hierbei lieBe sich sicherlich auch die antiadhdsive Wirkung des Hydroxyla-
patits bestitigen. Letzteres hatte bezogen auf seine antibakteriellen Eigenschaften in dieser

Studie keine signifikante Wirkung.

Eine alleinige Verwendung der Tanninsdure oder des Chitosans als Mundspiilldsung kann
angesichts ihrer kurzzeitigen antibakteriellen Eigenschaften nicht sinnvoll eingesetzt werden.
Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass mit anderen Substanzen synergetische Effekte erzielt
werden konnen, weswegen eine Anwendung als Additiv oder Adjuvans denkbar ist. Dies er-
fordert allerdings weitere Studien. Andere Verwendungsmoglichkeiten sind ebenfalls denk-
bar. So kann bspw. Chitosan — aufgrund seines erforderlichen sauren pH-Wertes — als Einlage
in Zahnfleischtaschen im Rahmen der Parodontitis-Therapie eingesetzt werden. Eine steigen-
de Verbreitung der Tanninsdure als Mundspiillosung konnte in seiner pH-neutralen, nicht-
adstringenten Form realisiert werden, wenn man dessen verfarbende Eigenschaften unter Bei-
behaltung seiner antibakteriellen Wirkung ausschalten konnte. Auch dies sollte Ziel weiterer

Forschungen sein, um natiirliche und kostengiinstige Mundspiillésungen zu entwickeln.
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Anhang

9 Anhang

9.1 Verzeichnis tiber die verwendeten Materialien und Geréate

Materialien
Wasser Ampuwa® (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland)
Chlorhexidindigluconat-Losung (Apotheke des Universititsklinikums des Saarlandes)

Chitosan: Chitosan 95/3000 aus der Produktlinie Chitoscience (Heppe Medical Chitosan
GmbH, Halle (Saale), Deutschland)

Hydroxylapatit Kalident 100 (Kalichem, Brescia, Italien)
Tanninsdure 70125 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).

LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit Art. Nr. L7012 (Invitrogen™, Molecular
Probes™, Oregon, USA)

Kochsalz-Losung (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
Araldite CY212 (Agar Scientific Ltd, Stansted, UK)
UranyLess EM Stain (Delta Microscopies, Mauressac, Frankreich)

3%iges Bleicitrat (Delta Microscopies, Mauressac, Frankreich)

Gerite

Zentrifuge: Heraeus Biofuge primo (Thermo Electron Corporation, Osterode, Deutschland)
Fluoreszenzmikroskop: Axio Imager.M2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland)
Mikroskopkamera: AxioCam MRm (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland)
Ultramikrotom: Leica EM UC7 (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland)

Transmissionselektronenmikroskop: Tecnai 12 (FEI Company, Eindhoven, Niederlande)
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