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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Die vorliegende /n-situ-Studie befasst sich mit den Einfliissen experimenteller Zahnpasten, ei-
ner Fluoridpaste und einer Zink-Kurkuma-Paste, auf die bakterielle Biofilmbildung.

Die Versuche hatten zum Ziel, drei zentrale Hypothesen zu tiberpriifen. Dabei ging es um fol-
gende Fragestellungen:

Erstens, ob die Zahnpasten im Vergleich zu Kontrollsubstanzen (Wasser und Basispaste) anti-
bakterielle und antiadhisive Effekte aufweisen, zweitens um den Unterschied zwischen mecha-
nischer und chemischer Biofilmkontrolle sowie drittens um die Differenzierung von Lang - und
Kurzzeiteffekten dieser Zahnpasten auf die Vitalitit und Neubildung von Biofilmen.

Im Rahmen der Studie wurden bovine Schmelzproben in der Mundhoéhle einer Biofilmbildung
ausgesetzt und mit Fluoridpaste, Zink-Kurkuma-Paste oder Kontrollsubstanzen (Wasser und
Basispaste) behandelt. Die Priitkorper wurden in festgelegten Abstdnden (nach 30 min, 12 h,
24 h, 36 h, 47,5 h) entweder mechanisch mit Zahnbiirste und der entsprechenden Zahnpasta
gereinigt oder mit der Zahnpasta-Speichel-Losung umspiilt. Die Entnahme der Priitkorper er-
folgte zu zwei Zeitpunkten. Ein Teil der Priitkorper wurde nach 47,5 h entnommen, zu diesem
Zeitpunkt war das letzte Putzen oder Umspiilen 11,5 h her. Die Entnahme der restlichen Priif-
korper erfolgte nach einer weiteren Anwendung der Priifsubstanzen und einer Wirkzeit von
30 min zum Zeitpunkt 48 h nach Einsetzen. Das Spiilprotokoll ermdglichte durch die Differen-
zierung der Entnahmezeitpunkte einen Riickschluss auf Langzeit- und Kurzzeitwirkung.

Die Untersuchung der Biofilmbedeckung und Biofilmvitalitit erfolgte mittels Fluoreszenzmik-
roskopie, wobei jeweils zwei verschiedene Auswertungsmethoden (ImageJ und Scoring-Ver-
fahren: Bedeckung: 1 = einzelne Bakterien, 2 = bakterielle Aggregation, 3 = Kolonien, 4 = Be-
deckung < 50%, 5 = Bedeckung > 50%; Vitalitit: fiinfstufige Skala je nach Anteil griiner Flu-
oreszenz) angewandt wurden. Die Analyse der Biofilmmorphologie fand durch Rasterelektro-
nenmikroskopie statt, erginzend wurde eine Elementanalyse mit energiedispersiver Rontgen-
spektroskopie (EDX) durchgefiihrt.

Die Ergebnisse demonstrieren, dass sowohl die experimentelle Fluoridpaste (F-P) als auch die
Zink-Kurkuma-Paste (ZK-P) die Neubildung und Vitalitit von Biofilmen im Vergleich zur

Kontrolle statistisch signifikant reduzieren. Dabei konnten leichte Unterschiede in der
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Wirksamkeit beobachtet werden. Nach dem Kontrolldurchgang mit Wasser wurde nach 47,5 h
eine Biofilmbedeckung von durchschnittlich 89% (Score 4,9) auf den Priifkorpern festgestellt.
Nach dem Umspiilen mit der Basispaste wiesen die Priifkdrper eine durchschnittliche Bede-
ckung von 80% (Score 4,3) auf. Das Umspiilen mit Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste re-
sultierte in einer statistisch signifikanten Reduktion der Biofilmneubildung bei viermalig um-
spiilten Priifkdrpern (F-P: 37% (Score 3,71), ZK-P: 31% (Score 3,75)). Die mechanische Rei-
nigung der Schmelzpriifkdrper mit einer Zahnbiirste und Paste zeigte eine durchschnittliche
Reduktion der Biofilmbedeckung auf 0,2% (Score 1). Dieser Effekt wies einen statistisch sig-
nifikanten Charakter auf.

Die Vitalitét lag bei mit Wasser umspiilten Priifkérpern nach 47,5 h im Mittel bei 77% (Score
4,4), bei der Basispaste war sie mit 55% (Score 3,5) statistisch signifikant niedriger. Bei den
mit Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste gespiilten Priifkdrpern zeigte sich eine statistisch
signifikante Reduktion der Vitalitdt im Vergleich zu Wasser und Basispaste (F-P: 42%, (Score
3), ZK-P: 34%, (Score 2,7)). Dariiber hinaus zeigten die Fluoridpaste und die Zink-Kurkuma-
Paste eine sofortige Wirkung. Zwischen den Entnahmezeitpunkten 47,5 h und 48 h reduzierte
sich die Vitalitit statistisch signifikant auf F-P 35% (Score 2,4) und ZK-P 26% (Score 2,2)).

Somit wies die mechanische Reinigung eine stirkere Reduktion der Biofilmbedeckung im Ver-
gleich zur chemischen Spiilung auf. Die Langzeitwirkung der Zahnpasten zeigte statistisch sig-
nifikante Effekte in Form von Reduktion der Biofilmvitalitdt und Biofilmbedeckung. Zudem
konnte ein Kurzzeiteffekt auf die Vitalitdt nachgewiesen werden. Die Resultate legen nahe, dass
eine chemische Biofilmkontrolle durch die mit Fluoriden und Zink-Kurkuma angereichte Pas-

ten moglich ist, zudem ist die Substantivitét der experimentellen Zahnpasten vielversprechend.

1.2 Abstract

The present in situ study investigates the effects of experimental toothpastes, a fluoride paste
and a zinc-turmeric paste, on bacterial biofilm formation.

The experiments were designed to test three main hypotheses. The following questions were
addressed:

Firstly, whether the toothpastes had antibacterial and anti-adhesive effects compared to controls
(water and base paste); secondly, the difference between mechanical and chemical biofilm con-
trol; and thirdly, the differentiation between the long-term and short-term effects of these tooth-

pastes on biofilm vitality and new biofilm formation.
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In the study, bovine enamel samples were exposed to biofilm formation in the oral cavity and
treated with fluoride paste, zinc-turmeric paste or controls (water and base paste). At fixed in-
tervals (after 30 min, 12 h, 24 h, 36 h, 47.5 h), the samples were mechanically cleaned with a
toothbrush and the corresponding toothpaste in the first quadrant and rinsed with the toothpaste-
saliva solution in the second quadrant. The specimens were removed at two times. Some of the
test specimens were removed after 47.5 hours, at which time the last rinse had taken place 11.5
hours earlier. The remaining specimens were removed after a further application of the test
substances and a 30-minute exposure period at 48 h after insertion. The rinsing protocol allowed
differentiation between different removal times. Biofilm coverage and biofilm vitality were
analysed by fluorescence microscopy using two different scoring methods each (Image J and
scoring method, coverage: 1 = individual bacteria, 2 = bacterial aggregation, 3 = colonies, 4 =
coverage < 50%, 5 = coverage > 50%, biofilm vitality was scored on a five point ascending
scale according to the proportion of green fluorescence). Biofilm morphology was analysed by
scanning electron microscopy, supplemented by elemental analysis using energy dispersive X-

ray spectroscopy (EDX).

The results show that both the experimental fluoride paste (F-P) and the zinc-turmeric paste
(ZK-P) significantly reduced the formation and vitality of biofilms compared to the control.
Slight differences in efficacy were observed. After the control cycle with water, an average
biofilm coverage of 89% (score 4.9) was observed in the test samples after 47.5 hours.

After rinsing with the base paste, the majority of test samples showed an average coverage of
80% (score 4.3). Rinsing with fluoride paste and zinc-turmeric paste resulted in a significant
reduction in the formation of new biofilm in samples rinsed four times (F-P: 37% (score 3.71),
ZK-P: 31% (Score 3.75)). Mechanical cleaning of the enamel test specimens with a toothbrush
showed an average reduction in biofilm coverage to 0.2% (score 1). This effect was significant.
The vitality of the water rinsed test specimens was 77% on average after 47.5 hours (score 4.4),
whereas it was significantly lower with the base paste at 55% (score 3.5). Specimens rinsed
with fluoride paste and zinc-turmeric paste showed a significant reduction in vitality compared
with water and base paste (F-P: 42%, score 3, ZK-P: 34%, score 2.7). In addition, the fluoride
paste and the zinc-turmeric paste showed an immediate effect. Between the sampling times of
47.5 h and 48 h, vitality was statistically significantly reduced to F-P 35% (score 2.4) and ZK-
P 26% (score 2.2).

Thus, mechanical cleaning showed a greater reduction in biofilm coverage than chemical rins-

ing. The long-term effect of the toothpastes showed significant effects in terms of reduction in
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biofilm vitality and biofilm coverage. A short-term effect on vitality was also demonstrated.
The results suggest that chemical biofilm control is possible with fluoride and zinc-turmeric

enriched pastes, and that the substantivity of the experimental toothpastes is also promising.
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2 Einleitung

Karies und Parodontalerkrankungen sind weltweit bedeutende Ursachen fiir Zahnverlust und
haben erhebliche gesundheitliche sowie soziodkonomische Auswirkungen. Sie beeintréchtigen
die Lebensqualitit durch Schmerzen und erschwerte Nahrungsaufnahme und fiihren zu verlo-
renen Schultagen, familidren Belastungen und reduzierter Arbeitsproduktivitdt (Peres et al.,
2019; Listl et al., 2015). Die Erkrankungen verursachen sowohl direkte zahnmedizinische Kos-
ten als auch indirekte Kosten durch Produktivitdtsverluste. Eine Analyse von Righolt et al.
(2018), basierend auf der Global Burden of Disease-Studie 2015, schitzte die weltweiten Kos-
ten durch Zahnerkrankungen im Jahr 2015 auf 544,41 Mrd. USD, wobei 356,80 Mrd. USD
direkte Kosten und 187,61 Mrd. USD indirekte Kosten ausmachten. In Mitteleuropa wurden
allein die direkten Kosten auf 2,7 Mrd. USD beziffert.

Das Mundmikrobiom ist eine komplexe und vielfdltige mikrobielle Gemeinschaft und spielt
eine zentrale Rolle fiir die Mundgesundheit. Ein stabiles Gleichgewicht zwischen Mikroorga-
nismen und dem Wirt ist hierbei essenziell. Wird dieses Gleichgewicht gestort, spricht man von
einer Dysbiose, die mit der Entwicklung oraler Erkrankungen wie Karies und Parodontitis, aber
auch mit systemischen Erkrankungen wie Diabetes und Herz-Kreislauf-Erkrankungen in Ver-
bindung gebracht wird (Cho & Blaser, 2012; Wu et al., 2016; Kilian ef al., 2016). Es gibt Hin-
weise darauf, dass Dysbiosen des oralen Mikrobioms auf die Stickoxidproduktion iiber den
Nitrat-Nitrit-Stickoxid-Stoffwechsel wirken und den Blutdruck negativ beeinflussen konnen.
Umgekehrt deuten Studien darauf hin, dass die Forderung eubiotischer Bakterienarten durch
gezielte Erndhrung oder Probiotika positive Effekte auf die Mundgesundheit haben kann (Ki-
lian et al., 2016; Bryan et al., 2022; Inchingolo et al., 2022). Aktuelle Forschung untersucht,
ob die Zusammensetzung und metagenomische Funktionalitit der mikrobiellen Gemeinschaft
relevanter fiir mikrobenassoziierte Erkrankungen sein konnten als die bloe Prasenz einzelner

Mikroorganismen (Cho & Blaser, 2012).

Eine wichtige Rolle spielt dabei der orale Biofilm, der sich als Mikrobiom auf Zahnoberflichen
entwickelt und in eine Matrix aus speichelartigen und bakteriellen Polymeren eingebettet ist.
Die Biofilmbildung verlduft in mehreren Phasen und fiihrt zu einer strukturierten, funktionell
organisierten Gemeinschaft mit einem verdnderten Phianotyp hinsichtlich Wachstumsrate und
Genexpression (Donlan & Costerton, 2002; Marsh et al., 2010; zitiert nach Jakubovics et al.,
2021). Seit den Arbeiten von Loe ef al. (2000) und Lang (2014) ist bekannt, dass Kontrolle und

-5-



Einleitung

Entfernung von Biofilm entscheidend fiir die Pravention von Gingivitis und Parodontitis sind,
da ein Ursache-Wirkungs-Prinzip zwischen der Biofilmmenge und dem Krankheitsbild von

Zahnfleischerkrankungen besteht.

Effektives Biofilmmanagement ist daher zentral, um oralen Parodontopathien vorzubeugen (C.
Hannig & Hannig, 2009; Marsh & Bradshaw, 1995; Marsh ef al., 2015). Obwohl mechanische
MaBnahmen wie das Zéhneputzen und die Verwendung von Zahnseide als Standards der Bio-
filmkontrolle gelten, werden diese Maflnahmen von vielen Patienten nicht korrekt oder konse-
quent durchgefiihrt. Als erginzende Strategie wurde daher die chemische Biofilmkontrolle ein-
geflihrt, bei der antimikrobielle Wirkstoffe in Zahnpasten und Mundspiilungen eingesetzt wer-
den, um das Wachstum von Biofilm besonders in schwer zugdnglichen Mundbereichen zu hem-
men (Sugano, 2012; Marsh et al., 2015; Allmyr et al., 2009). Dabei sollte angestrebt werden,
das mikrobiologische Gleichgewicht zu erhalten oder bei Dysbiose wiederherzustellen (Kilian
et al., 2016). In diesem Zusammenhang wurde das Prinzip der ,Kontrolle ohne Abtdtung* ein-

gefiihrt, um die Storung des oralen Mikrobioms moglichst gering zu halten (Marsh ez al., 2015).

Chlorhexidin und Flouride sind die am besten untersuchten chemischen Wirkstoffe zur Bio-
filmkontrolle (Rajendiran ef al., 2021). Inzwischen wird der Einsatz von Chlorhexidin kontro-
vers diskutiert, da es das orale Mikrobiom beeintrichtigen und {iber den Nitratstoffwechsel Ein-
fluss auf den Blutdruck nehmen kann (Joshipura ef al., 2019). Die Anwendung von Fluoriden
birgt bei Kleinkindern das Risiko von Fluorosen bei Uberdosierung (Walsh et al., 2019). An-
gesichts dieser potenziellen Nachteile wird verstarkt nach alternativen Wirkstoffen gesucht, da-
runter pflanzliche Substanzen und Elemente, die natiirlich im Korper vorkommen (Nagpal &

Sood, 2013; Lynch, 2011).

Wirksame Strategien zur Plaquekontrolle sind notwendig, um den dentalen Biofilm auf einem
fiir die Mundgesundheit akzeptablen Niveau zu halten. Dabei ist es von Bedeutung, die positi-
ven Eigenschaften der lokalen Mikrobiota zu bewahren und gleichzeitig das Risiko von Zahner-

krankungen durch tibermifBige Biofilmbildung zu reduzieren (Kilian et al., 2016).

2.1 Literaturubersicht

2.1.1 Biofilm

Biofilme werden als eine Gemeinschaft von Bakterien definiert, die sich zu einer interagieren-
den polymikrobiellen Gemeinschaft organisieren und gemeinsam als Mikrobiotika an einer

Oberfliche haften (Hojo et al., 2009; Marsh et al., 2004; Zijnge et al., 2010). In diesem

-6-
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Zusammenhang stellt die Mundhdhle ein gut zugdngliches In-vivo-Modell dar (Krishnan ef al.,
2016; C. Hannig & Hannig, 2009). Die Mundhohle besitzt ein nihrstoffreiches, feuchtes Milieu
mit einer Temperatur von ca. 35 bis 36 °C und einem Ruhe-pH-Wert zwischen 6,75 und 7,25
(Marsh, 2003; Azevedo et al., 2008). Die intitiale Besiedlung der Zahnhartsubstanz erfolgt
durch eine proteinreiche Schicht, die sogenannte erworbene Pellikel (C. Hannig & Hannig,
2009; Siqueira et al., 2012). Die Pellikel spielt eine wesentliche Rolle bei der Interaktion zwi-
schen Zihnen, oralen Fliissigkeiten und Bakterien in der Mundhohle. Sie dient einerseits als
Schmiermittel zur Reibungsminderung, als Erosionsschutz, enthilt Ionen zur Remineralisation
sowie protektive Komponenten wie Lysozym und sIgA. Sie ist daher von grof3er Bedeutung fiir
den Schutz der Schmelzoberflaiche. Auf der anderen Seite enthalt die Pellikelschicht Proteine,
die als Rezeptoren die bakterielle Adhédsion sowie die Bildung eines geordneten, dreidimensi-
onalen Biofilms fordern und so die Entstehung von Mundkrankheiten ermdglichen (Hannig,
2007; Kilian et al., 2016; Rosier et al., 2014; Flemming & Wingender, 2010). Die mikrobielle
Erstbesiedlung erfolgt innerhalb weniger Minuten. Zunéchst finden sich {iberwiegend kokkoide
grampositive Bakterien. Der Metabolismus dieser Erstbesiedler verdndert das lokale Milieu, so
dass sich durch Koaggregation eine anaerobe, gramnegative Mikrobiota etabliert (Marsh,
2010). Die bakterielle Zusammensetzung und die Stoffwechsellage werden dabei durch die me-
tabolische Kommunikation, den genetischen Austausch und die Produktion von inhibitorischen

Faktoren reguliert (Hojo et al., 2009).

Die Beziehung zwischen Wirt und Mikrobiom ist dynamisch. Die Zusammensetzung des Mik-
robioms etabliert sich in der Kindheit und variiert je nach Lokalisation am Zahn. Im gesunden
Mund bleibt sie stabil. Dieser stabile Zustand wird als mikrobielle Homdostase oder Eubiose
bezeichnet und beschreibt das dynamische Gleichgewicht zahlreicher synergistischer und anta-
gonistischer Interaktionen (Marsh, 2010; Marsh et al., 2015). Physiologische Verédnderungen,
wie zum Beispiel das Alter oder hormonelle Schwankungen wéhrend Pubertdt und Schwanger-
schaft, konnen oft ohne Auswirkungen auf die Mundgesundheit kompensiert werden. Jedoch
kann das Gleichgewicht auch verloren gehen und eine Dysbiose entstehen (Gross et al., 2010).
Zu den beeinflussbaren Determinanten der oralen Dysbiose gehdren Verdnderungen des Spei-
chelflusses und/oder der Speichelzusammensetzung, schlechte Mundhygiene und Lebensstil-
entscheidungen wie Erndhrungsgewohnheiten und das Rauchen (Wu et al., 2016; Marsh et al.,

2015).
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2.1.2 Zahnschmelz

Die hirteste Substanz im menschlichen Kdrper ist der Zahnschmelz. Die Hauptbestandteile des
Zahnschmelzes sind anorganischer Natur. Der Anteil der anorganischen Verbindungen
schwankt je nach Analyse zwischen 93 und 98 Gew.%. Den Rest machen organische Verbin-
dungen wie Proteine und Lipide aus. Dariiber hinaus wurden bisher {iber 40 Elemente im Zahn-
schmelz nachgewiesen, wobei Calcium, Phosphor, Carbonat, Magnesium und Natrium die
Hauptbestandteile darstellen. Calcium und Phosphor liegen im Verhéltnis 1:1,2 als Apatitver-
bindung in Form kleiner Kristalle vor. Die Abwesenheit von Calcium-, Phosphat- und Hydro-
xylionen sowie die Prasenz von Carbonat und Hydrogenphosphat resultiert in einer nicht-sto-

chiometrischen Zusammensetzung der Apatitkristalle. Diese liegen als
Cajo-x (Na)y (PO )46y (CO )3, (OH),. (F)

vor. Interne Substitutionsreaktionen kénnen zu Fluorapatit oder zu fluoridiertem Hydroxylapa-
tit fiihren, welche eine stabilere Kristallgitterstruktur als Hydroxylapatit aufweisen. Der Einbau
von Carbonat fiihrt zu einer geringeren Resistenz gegeniiber kariogenen Angriffen. Wasser
kommt ebenfalls in zwei Formen vor. Die erste ist kristallin als Hydrathiille. Die zweite ist lose
an organische Stoffe gebunden. Der Zahnschmelz kann Wasser sowohl aufnehmen als auch
abgeben. Er wird daher als Molekularsieb oder lonenaustauscher betrachtet, bei dem mit dem
Fliissigkeitsstrom auch Ionen in den Zahnschmelz hinein und aus dem Zahnschmelz heraus
gelangen. Der Raum zwischen den Apatitkristallen ist somit der Ort, an dem Demineralisierung
und Remineralisierung stattfinden. Bei der Demineralisierung wird das Mineral entfernt, dabei
geht bevorzugt Carbonat verloren. Nach Remineralisierung ist das Schmelzmineral eine Mi-

schung aus Fluorapatit und Hydroxylapatit (Featherstone, 1999; Hellwig et al., 2013).

2.1.3 Epidemiologie oraler Erkrankungen

Biofilme konnen orale Erkrankungen auslosen, falls die mikrobielle Homodstase zusammen-
bricht (Rosier et al., 2014; Marsh et al., 2015). Die Annahmen iiber die Entstehung oraler Er-
krankungen haben sich im Laufe der Zeit gedndert. Im 19. und 20. Jahrhundert sprach Miller
von der "unspezifischen Plaque-Hypothese" (Miller, 1890). Damit war die Vorstellung ge-
meint, dass die Ansammlung von Zahnbelag fiir die Entstehung oraler Erkrankungen verant-
wortlich sei, ohne zwischen den Virulenzstufen der Bakterien zu unterscheiden. Diese Sicht-
weise entwickelte sich mit den Techniken, die im 20. Jahrhundert zur Analyse der Verédnderun-
gen zwischen Gesundheit und Krankheit eingesetzt wurden, unter der Fiihrung von Loesche et

al. weiter. Die erste gingige Hypothese war die "spezifische Plaquehypothese" (Loesche et al.,
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1979), nach der nur wenige Arten der gesamten Mikroflora aktiv krankheitsverursachend wir-
ken sollten. Spiter wurde die "unspezifische Plaquehypothese" von Else Theilade aktualisiert
(Theilade, 1986). Die Vorstellung, dass die Gesamtaktivitdt der Mikroflora krankheitsauslo-
send sein kann, wurde durch die Einbeziehung der unterschiedlichen Virulenz der Bakterien
erweitert. 1994 stellte P. D. Marsh eine Hypothese auf, welche die Schliisselkonzepte der bei-
den vorhergehenden Hypothesen in sich vereint: die "6kologische Plaquehypothese" (Marsh,
1994). Diese Hypothese besagt, dass Krankheit das Ergebnis eines Ungleichgewichts in der
Mikroflora aufgrund von Umweltstress ist. Dies fiihrt zu einer Vermehrung bestimmter patho-
gener Mikroorganismen. Die neuere "Keystone Pathogen Hypothesis" von Hajishengallis ef al.
(2012) geht davon aus, dass bestimmte mikrobielle Erreger in geringen Mengen entziindliche
Erkrankungen verursachen kdnnen, indem sie das Immunsystem des Wirts beeinflussen und

die Mikrobiota verdndern (zitiert nach Rosier et al., 2014; Schliiter et al., 2015).

Verschiedene Faktoren konnen diese Dysbiose verursachen. Daten zeigen, dass systemische
Erkrankungen, die durch eine erh6hte Entziindung gekennzeichnet sind, die orale Mikrobiota
storen (Graves et al., 2018). Ein weiterer bekannter biologischer Stressfaktor mit hohem Selek-
tionsdruck ist die Sdurebelastung. Daher sind fermentierbare Kohlenhydrate, bei deren Meta-
bolisierung Siuren entstehen, die Art von Lebensmittel mit dem groBten Einfluss auf die Oko-
logie der Mundhoéhle (Touger-Decker & Van Loveren, 2003). Im gesunden Zustand ist das me-
tabolische Profil komplex und ausgeglichen. Es umfasst den Abbau von Speichelproteinen und
Glykoproteinen und die Bildung von Alkalien zur Neutralisierung der entstehenden Séure, wo-
bei der Biofilm im Laufe des Tages mehrere pH-Zyklen durchliuft, die zur De- und Reminera-
lisation des Zahnschmelzes fiihren (Kilian ef al., 2016). Sind zu viele Risikofaktoren vorhan-
den, wie z.B. zu wenig Zeit fiir die pH-Neutralisation durch zu hidufige Zufuhr niedermoleku-
larer Kohlenhydrate, Untersittigung der Plaque mit Fluorid, Calcium und Phosphat und zu ge-
ringe Speichelclearance, iiberwiegt die Demineralisation gegeniiber der Remineralisation und
es kommt zu einem Netto-Mineralverlust, der mit der Zeit zu Schmelzschiden fiihrt (Marsh,
2010; Selwitz et al., 2007; Featherstone, 1999; Kilian et al., 2016). Die vorhandenen Strepto-
kokken passen sich an den niedrigen pH-Wert an und entwickeln vermehrt acidogene und aci-
durische Phénotypen. Die mit kariogenen Bakterien assoziierten Eigenschaften Sdureproduk-
tion, Sduretoleranz sowie extra- und intrazelluldre Polysaccharidproduktion sind jedoch nicht
spezifisch flir ein bestimmtes Bakterium. Sie dominieren je nach Stoffwechselsituation und es

kann eine 6kologische Nische entstehen, in der sich Organismen an einen niedrigen pH-Wert
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anpassen und Demineralisation vorherrscht. Dies verdeutlicht den Einfluss des Milieus auf die

mikrobielle Gemeinschaft (Marsh, 2010, Selwitz et al., 2007).

Okologische Verinderungen, wie in den Plaquehypothesen beschrieben, sind auch fiir die Ent-
stehung von Gingivitis verantwortlich (Rosier et al., 2014). Bei der Gingivitis bleibt die Wirts-
reaktion addquat, aber durch die Entwicklung des Biofilms klingt die begleitende Entziindung
nicht ab und kann chronisch werden, was eine Dysbiose begiinstigt (Kilian et al., 2016). Der
Ubergang zur Parodontitis erfordert ein dysbiotisches Mikrobiom und einen anfilligen Wirt
(Hajishengallis, 2014). Parodontitis ist eine chronisch entziindliche Erkrankung des Zahnhalte-
apparates, von der weltweit in den unterschiedlichen Altersgruppen etwa 20-50% der erwach-
senen Bevolkerung betroffen sind. Auch hier sind Bakterien im Biofilm verantwortlich, in die-
sem Fall parodontopathogene gramnegative anaerobe Bakterien. Diese breiten sich von der
Grenzflache zwischen Zahnfleisch und Zahn in die subgingivale Nische aus und verursachen
zunichst eine Entziindungsreaktion. Werden die Reizfaktoren nicht beseitigt, entsteht eine
chronische Entziindung, die mit der Zerstérung des parodontalen Ligaments und des stiitzenden
Alveolarknochens einhergeht. Dieser Zustand ist ein Teufelskreis, der das Ungleichgewicht
aufrechterhélt (Jin et al., 2016; Kilian et al., 2016).

An den Zdhnen konnen auch nichtkaridse Verdnderungen wie Erosion, Abrasion und Attrition
auftreten. Abrasion beschreibt den Verschleil durch Wechselwirkung zwischen Zahnen und
anderen Werkstoffen. Attrition wird als Verschleil durch Zahn-Zahn-Kontakt definiert und
Erosion entsteht durch Auflosung von Hartgewebe durch saure Substanzen. Klinische und ex-
perimentelle Beobachtungen zeigen, dass die einzelnen VerschleiBmechanismen selten allein
wirken, sondern in Wechselwirkung zueinanderstehen. Die bedeutsamste Wechselwirkung be-
steht in einer Verstdrkung der Abrasion durch erosive Schiadigung der Zahnhartsubstanz (Addy
& Shellis, 2006; Eccles, 1979). Zahnerosion entsteht, wenn die Zahnoberflache extrinsischen
oder intrinsischen Sduren ausgesetzt ist, die nicht aus dem bakteriellen Stoffwechsel stammen
und direkt auf die saubere Zahnoberflidche einwirken. Wenn die saure Fliissigkeit, die die Zahn-
oberflache umgibt, im Vergleich zu den Zahnmineralien untersittigt ist, kann es zu einer erosi-
ven Demineralisation kommen (Jaeggi & Lussi, 2006; Eccles, 1979). Zur Atiologie der Erosi-
onen gehoren patientenbezogene Faktoren wie Erosionsanfilligkeit, Reflux, Erbrechen, Trink-
und Essgewohnheiten sowie Medikamente und Nahrungserginzungsmittel. Erndhrungsbe-
dingte Faktoren beziehen sich auf die Zusammensetzung von Nahrungsmitteln und Getrénken,
wobei Hauptrisikofaktoren Lebensmittel mit niedrigem pH-Wert und hoher Pufferkapazitét
sind (Carvalho et al., 2015). Der Angriff auf die Zahnhartsubstanz erfolgt durch
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Wasserstoffionen oder Chelatbildner. Die Verbindung des Wasserstoffions mit dem Carbonat
und/oder Phosphat der Zahnmineralkristalle fiihrt zur Freisetzung aller Ionen aus dem Bereich.
In der Folge kommt es zu einer direkten Oberflaichenédtzung. Bei Sdureerosionen wirken die
Pellikel und die Pufferkapazitit des Speichels als Schutz und reduzieren den Substanzverlust

(Featherstone & Lussi, 2006).

2.1.4 Biofilmkontrolle — die Rolle von Zahnpasten

Gut untersucht ist, dass bei der multifaktoriellen Erkrankung Zahnkaries eine mikrobiologische
Verschiebung innerhalb des Biofilms stattfindet und dies eine Bekdmpfung an den verursachen-
den Faktoren erfordert (Selwitz et al., 2007; Buzalaf et al., 2011). Auch im Rahmen einer Pa-
rodontitistherapie kann die Symbiose wiederhergestellt werden, indem der Biofilm regelméBig
und griindlich entfernt wird, um die Entziindung zu beseitigen (Jin et al., 2016; Kilian et al.,
2016). Zur Biofilmentfernung ist die mechanische Kontrolle mit Zahnbiirste und Zahnseide die
anerkannte Methode (Sugano, 2012). Es konnte gezeigt werden, dass einmaliges Zahneputzen
zu einer Reduktion des Zahnbelags um 42% fiihrt (Van der Weijden & Slot, 2015). Die Wirk-
samkeit der Plaque-Entfernung nach dem Zéhneputzen mit einer elektrischen Zahnbiirste fiihrt
zu einer durchschnittlichen Reduktion des Plaque-Scores um 46%, wobei die Spanne je nach
Plaque-Score-Skala zwischen 36% und 65% liegt (Rosema et al., 2014). Somit wird davon
ausgegangen, dass die elektrische Zahnbiirste wirksamer als die Handzahnbiirste ist (Elkerbout
et al., 2019). Jedoch liegen zu dieser geringen klinischen Evidenz keine Langzeitstudien vor
(Thomassen et al., 2021). Dabei sind die Zahnputztechnik, die Zahnputzsystematik und die
Zahnputzdauer von Bedeutung (Schliiter ez al., 2015). In Studien wurde ebenfalls ermittelt, dass
Personen, die seltener putzten, ein hoheres Risiko fiir das Auftreten und die Zunahme karidser
Lisionen hatten als Personen, die hdufig putzten. Das Risiko einer Zunahme karidser Lasionen
unterschied sich jedoch nicht signifikant zwischen Personen, die mehr als zweimal tdglich putz-
ten und Personen, die zweimal tiglich putzten. Es war zwar die Haufigkeit des Zéhneputzens
mit dem Auftreten karioser Lisionen assoziiert, ein Effekt der Zahnpasta iiber die Fluoridwir-
kung hinaus konnte nicht nachgewiesen werden (Kumar ef al., 2016). Zahnpasta ist eine zu-
meist pasten- oder gelartige Substanz, die in Kombination mit einer Zahnbiirste angewendet
wird. Der Zweck besteht in der Erhaltung und Verbesserung der Mundgesundheit und -dsthetik.
Seit ihrer Einfiihrung vor mehreren tausend Jahren haben sich die Zahnpastarezepturen stark
verdndert, von einfachen Pasten bis hin zu komplexen Rezepturen mit oft mehr als zwanzig
Inhaltsstoffen. Dabei werden Zahnpasten und Mundspiillosungen als Triager von Wirkstoffen

genutzt, um das orale Milieu zu regulieren und nachhaltig zu beeinflussen. Biofilminduzierte
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orale Erkrankungen sollen so verhindert oder behandelt werden. Die Wirkstoffe sollen mog-
lichst antimikrobielle Eigenschaften besitzen. Dariiber hinaus ist eine Substantivitit erwiinscht

(Elworthy et al., 1996).

Es gibt Priparate, die Wirksamkeit gegen Karies, Zahnfleischerkrankungen, Mundgeruch,
Zahnstein, Erosion und Dentinhypersensibilitdt reklamieren. Dariiber hinaus enthalten Zahn-
pasten Putzkorper zur Reinigung und Authellung der Zéhne, Aromastoffe zur Erfrischung des
Atems sowie Farbstoffe zur optischen Aufwertung. Wirksame Zahnpasten sind so formuliert,
dass die Bioverfiigbarkeit ihrer Wirkstoffe maximiert wird. Dies kann jedoch eine Herausfor-
derung darstellen, da Kompromisse eingegangen werden, wenn mehrere verschiedene Wirk-
stoffe in einer Phase formuliert werden. Auerdem muss sie sicher sein in Bezug auf Abrieb
und andere Nebenwirkungen wie Verfarbung oder Reizung der Schleimhéute (Lippert, 2013;
GanB et al., 2013). Da die Pufferkapazitét des Speichels und der Pellikelschicht eine schiitzende
Eigenschaft aufweist, werden eubiotische Zustéinde angestrebt (Featherstone & Lussi, 2006).
Bei Personengruppen mit manuellen oder geistigen Einschrankungen sowie bei Personen mit
Hyposalivation, kieferorthopddischen Apparaturen, fehlender oder mangelhaft durchgefiihrter
Mundhygiene ist die chemische Biofilmkontrolle ein probates Mittel, um die Biofilmpathoge-
nitdt und Biofilmbildung zu beeinflussen (Schliiter ez al., 2015).

2.1.5 Fluoride

Die Einfiihrung von Fluorid zur Bekdmpfung der Karies war eine der erfolgreichsten Praventi-
onsmafnahmen in der Zahnmedizin (RoSin-Grget, 2013). Sie wurde vor mehr als 70 Jahren
etabliert und gilt als hauptverantwortlich fiir den Riickgang der Kariespravalenz (Buzalaf et al.,
2011). Es gibt drei grundlegende Methoden der Fluoridverabreichung zur Kariesprophylaxe.
Durch die Allgemeinheit (fluoridiertes Wasser, Salz und Milch), durch Zahnirzte (fluoridhal-
tige Gele und Lacke) und durch den Einzelnen (Zahnpasten und Mundspiilungen) (Petersen &
Phantumvanit, 2012). Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass durch die topische Anwendung
von Fluoridpriparaten Karies kontrolliert werden kann (Hellwig & Lennon, 2004; Rosin-Grget,
2013, Buzalaf ef al., 2011). Hierbei ist die Anwendung von flouridhaltigen Zahnpasten die
wichtigste vom Patienten selbst durchfiihrbare Kariespraventionsmallnahme (Walsh et al.,
2019). Die WHO empfiehlt, zweimal tdglich mit fluoridhaltiger Zahnpasta (1000 bis 1500 ppm)
zu putzen (O’Mullane ef al., 2016). Eine ibermédBige Zufuhr von Fluorid wéhrend der Zahn-
entwicklung bei Kleinkindern kann zu Fluorosen fithren. Daher ist der Mechanismus, iiber den
Fluorid die Kariespravalenz senkt, Gegenstand vieler Studien, aber im Detail noch ungeklart

(Buzalaf et al., 2011). Die Studien stimmen darin iiberein, dass Fluorid die Demineralisation
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wihrend eines Sdureangriffs hemmt, indem es absorbiert wird und die Remineralisation be-
schleunigt, wenn eine Ubersittigung mit Fluorhydoxylapatit vorliegt. Diese Prozesse hiingen
stark vom pH-Wert ab, da entweder Mineralausfillung (Remineralisierung) oder Mineralauflo-
sung (Demineralisierung) stattfindet. Der kritische pH-Wert wird als Sittigungsgleichgewicht
beschrieben. Hier findet weder Mineralausfallung noch Mineralauflosung statt. Fiir fluoridier-

tes Hydroxylapatit liegt er bei 4,5, fiir reines Hydroxylapatit bei 5,5 (Buzalaf et al., 2011).

Bei der Verstoffwechselung von Zucker sinkt der pH-Wert im Speichel und im Biofilm. Die
entstandenen Sduren diffundieren in den Schmelz und dissoziieren unter Bildung von Wasser-
stoffionen. Durch die Auflosung des Minerals werden Calcium und Phosphat freigesetzt und
gehen in Losung. Das freigesetzte Hydroxylapatit gleicht das Mineraldefizit im Speichel aus.
In den Oberflachenschichten bildet sich fluoridhaltiges Hydroxylapatit. Auf diese Weise erhoht
sich der Anteil an Fluorhydroxylapatit auf Kosten des Hydroxylapatits, was eine schiitzende
Wirkung hat, aber die Remineralisation erschwert. Steigt der pH-Wert wieder an, werden die
teilweise demineralisierten Kristalle remineralisiert, da der Speichel dann im Vergleich zum
Zahnmineral iiberséttigt ist. Diese remineralisierten Bereiche sind gegeniiber einem erneuten
Saureangriff widerstandsfahiger und weisen somit eine erworbene Resistenz auf (Buzalaf ez al.,
2011; Featherstone, 1999).

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass strukturell gebundenes Fluorid, wie es zum
Beispiel in Haifischzéhnen vorkommt, keinen besseren Schutz bietet als topisch appliziertes
Fluorid. Daher wurde eine konstant niedrige Fluoridkonzentration empfohlen. Wichtige Fluo-
ridreservoire befinden sich dann im Biofilm, im Speichel, auf den Mundschleimhautoberfla-
chen und in locker gebundener Form auf den Schmelzoberflachen (Buzalaf ef al., 2011; RoSin-
Grget, 2013; O’Mullane et al., 2016). Fluorid, das wéhrend eines bakteriellen Angriffs in der
Plaquefliissigkeit vorhanden ist, adsorbiert an der Kristalloberfliche und verhindert so deren
Auflésung (Featherstone, 1999). Fluorid in Losung erhoht ebenfalls die Adsorptionswahr-
scheinlichkeit und schiitzt so die Kristalle, und zwar bereits in sehr niedrigen ppm-Bereichen.
Eine Quelle fiir Fluorid im Mund ist Calciumfluorid, das in einer pH-regulierten Form vorliegt
(Buzalaf et al., 2011). Eine weitere Wirkung hat Fluorid auf den bakteriellen Stoffwechsel
durch direkte Hemmung zelluldrer Enzyme oder durch Erhéhung der Protonendurchlissigkeit

der Zellmembran in Form von Fluorwasserstoff (Koo, 2008).

Aufgrund dieser positiven Wirkungen werden den meisten Zahnpasten Fluoride zugesetzt. Der
Fluoridgehalt in Zahnpasten betrdgt mindestens 1000 ppm. Fiir Kinder wird eine kleinere

Menge empfohlen, die unter Aufsicht angewendet werden sollte, um das Verschlucken zu
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reduzieren. Die Evidenz der Wirksamkeit niedriger dosierter Zahnpasten speziell fiir Kinder ist
gering (O’Mullane et al., 2016). Toumba et al. fassten in einer Leitlinie 2019 zusammen, dass
das Auftreten von Zahnfluorosen bei Kindern in den ersten sechs Lebensjahren mit der Ver-
wendung von Fluoridpripraten zusammenhingt. Dabei ist das Risiko fiir Zahnfluorosen am
groBten, wenn die Verabreichung in der sekretorischen oder der Reifungsphase der Schmelz-
bildung stattfindet (DenBesten, 1999; Wong et al., 2010). Somit gelten lediglich Kinder und
Sduglinge unter 4 Jahren als Risikogruppe fiir Zahnfluorosen (Hong ef al., 2006).

Im Laufe der Zeit kamen verschiedene Fluoridverbindungen wie Zinnfluorid, Natriumfluorid,
Natriummonofluorphosphat, angesduertes Phosphatfluorid und Aminfluorid zum Einsatz
(Rugg-Gunn & Banoczy, 2013). Untersuchungen zeigen, dass die Aktivitit von Fluorid groBer

ist, wenn es mit Zinn oder einem Amin verbunden ist (Van Loveren, 2001).

In der Zahnpflege und Zahnmedizin werden Aminfluoride verwendet, diese sind kationische
Tenside. Aminfluoride zeichnen sich durch eine zweigeteilte Struktur aus. Sie besitzen eine
hydrophobe Alkylgruppe und ein polares hydrophiles protoniertes Amin mit einem Fluorid als
Anion. Damit ist das Fluoridion an einen Trdger, dem protoniertem Amin, gebunden. Dieser
tragt das Fluorid mit hoher Affinitdt zum polaren Zahnschmelz und bindet es an die Zahnober-
flache. Dadurch kann sich das Fluorid am Zahnschmelz konzentrieren. Der schwach saure pH-
Wert fordert die Bildung einer fest haftenden Fluorid-Deckschicht, die bei Sdureangriffen als
Fluorid-Depot wirkt. Der Hauptwirkstoff Olaflur hat neben seiner kariesprotektiven Wirkung
weitere Funktionen, die auf seiner Molekiilstruktur beruhen. So ist er an der Dispergierung von
Aromadlen beteiligt, wirkt konservierend und dient als Schaumbildner, so dass bei ausreichen-
der Konzentration keine weiteren Hilfsstoffe zugesetzt werden miissen (Giilzow & Sudbrake,
2003). Aufgrund des schwach sauren pH-Wertes reichen bereits geringere Konzentrationen aus,
um bei niedrigen pH-Werten, wie sie bei Sdureangriffen auftreten, eine spontane Ausfallung zu
bewirken. Bereits bei einer Speichelkonzentration von 0,1 ppm in Hydroxylapatit-geséttigter
Losung findet Kristallwachstum statt. Dies ist von Vorteil, da die oralen Kontaktzeiten von
Fluoridpréparaten wéhrend der Mundhygiene kiirzer sein konnen als empfohlen (Klimek,

2012).

In vielen Zahnpasten ist Natriumfluorid (NaF) als einfachste Fluoridverbindung enthalten. Freie
Fluorid-Ionen aus dissoziiertem NaF durchdringen die Zellmembranen von Bakterien und grei-
fen in den bakteriellen Stoffwechsel ein (Kaufmann & Bartholmes, 1992). Somit ist Natrium-
fluorid ein weithin anerkanntes funktionelles Mittel gegen Karies (Hardwick et al., 2000;

Featherstone et al., 2009; Koo et al., 2008; Van Loveren et al., 2001). Herkdémmliche
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Mundhygieneprodukte, die NaF enthalten, reduzieren das Auftreten von Zahnkaries signifikant
(Xing et al., 2015). Der Einsatz von NaF zur Kariesprivention ist gut dokumentiert. Es wurden
jedoch sowohl positive als auch negative Wirkungen berichtet. Aufgrund der dualen Natur von
Fluorid ist es wichtig, die physiologischen und pathologischen Prozesse wihrend der Fluorid-
behandlung zu verstehen. Niedrige Konzentrationen von NaF fordern die Wundheilung in
Epithelzellen und Mesenchymale Stromazellen aus dem Knochenmark. Die Behandlung mit
NaF stellt einen wesentlichen Faktor bei der Erhaltung von Osteoblasten und Osteoklasten dar,
die fiir die Homoostase des Knochenstoffwechsels wichtig sind. Ein optimaler NaF-Spiegel
konnte ein wirksamer Schutz gegen Knochenabbau sein. Die Aufnahme von Fluorid beeinflusst
verschiedene Zelltypen im Korper und greift in verschiedene Signalwege wie Entziindung, Au-
tophagie und Apoptose ein. Diese Vorteile von NaF konnten fiir klinische Behandlungen wie
Parodontitis genutzt werden. Andererseits fiihren hohe NaF-Konzentrationen zu Fluorose bei
Kleinkindern, oxidativem Stress, DNA-Schéden und sogar toxischen Reaktionen. Daher ist es
wichtig, eine geeignete Konzentration fiir die Anwendung von NaF zu finden (Wang et al.,

2022).

2.1.6 Zinkverbindungen

Zink gehort zu den essenziellen Spurenelementen (Christianson, 1991). Es kommt im Speichel,
im Zahnschmelz und im Biofilm vor (Lynch, 2011). Die Mundschleimhaut gilt als wichtigstes

orales Zinkreservoir (Rajendiran et al., 2021).

Zink wird Zahnpasten und Mundspiilungen als antibakterieller Wirkstoff zugesetzt. Es be-
kdmpft Biofilm, reduziert Mundgeruch durch Hemmung fliichtiger Schwefelverbindungen und
vermindert die Zahnsteinbildung durch Verdnderung und Hemmung des Kristallwachstums
(Lynch, 2011). Es besitzt ein breites Spektrum antibakterieller Aktivitit (Finney et al., 2003)
und wirkt hauptsédchlich auf das Zytoplasma und die glykolytischen Enzyme von Bakterienzel-
len. AuBerdem hemmt es den Prozess der Glykolyse (Phan et al., 2003). Die Hemmwirkung
von Zinksalzen auf die mikrobielle Glykolyse ist Speichel-pH-abhéngig und bakterienspezi-
fisch. Es konnte festgestellt werden, dass bei einem pH-Wert von 7 die Hemmung am stérksten
ausgeprigt ist (He ef al., 2002). Es ist oral gut verfiigbar und bleibt nach der Applikation viele
Stunden im Speichel und im Biofilm. /n-vitro-Untersuchungen zeigen, dass Zink in den Spei-
chel aufgenommen wird, indem es an die mit Biofilm iiberzogene Zahnoberfldche gebunden
und anschlieBend in den Speichel resorbiert wird (Harrap et al., 1984; Gilbert & Ingram, 1988).
Es konnte gezeigt werden, dass die wiederholte Verabreichung von Zink zu einer Anreicherung

im Biofilm fiihrt (Hall ez al., 2003; Afseth et al., 1983). Es wurde auch dargelegt, dass Zink die
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Demineralisation des Dentins verhindert und die Remineralisation fordert (Windisch, 2003). Es
reduziert die Loslichkeit von Schmelz und Hydroxylapatit durch Adsorption an Hydroxylapa-
titkristalloberflichen (Ingram et al., 1992; Lee et al., 2005; Stotzel et al., 2009) sowie durch
Einbau in das Kristallgitter (Li et al., 2007; Mayer et al., 1994). Die antimikrobiellen Eigen-
schaften von Zink wurden dargestellt, ein Einfluss auf die Kariesbildung konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden (Lynch, 2011). In Zahnpasten und Mundspiilungen findet Zink in Form
verschiedener Salze wie Zinkoxid, Zinkcitrat, Zinkchlorid, Zinklactat und Zinksulfat Verwen-

dung (Fatima et al., 2016).

2.1.7 Kurkumaextrakt

Als Kurkuma bezeichnet man ein natiirliches Polyphenol, welches aus dem Rhizom der Pflanze
Curcuma longa, auch bekannt als gelber Ingwer oder Safranwurzel gewonnen wird. Es wird als
Gewlirz, Lebensmittelfarbstoff und in der Kosmetik verwendet (Govindarajan & Stahl, 1980;
Nagpal & Sood, 2013). In der traditionell chinesischen Medizin wird es zur Behandlung von
bakteriellen Infektionen und entziindlichen Erkrankungen eingesetzt (Aratjo & Leon, 2001;
Tilak et al., 2004; Pulido-Moran et al., 2016). Durch chemische Untersuchungen wurden drei
Hauptbestandteile nachgewiesen, Curcumin (Diferuloylmethan) sowie die Derivate p-Hydro-
xycinnamoyl(feruloyl)methan und p,p'-Dihydroxydicinnamoylmethan. Der Wirkstoff ist das
Curcumin (Ammon & Wahl, 1991). Curcumin weist verschiedene therapeutische Wirkungen
auf, dazu gehoren entziindungshemmende (Ammon & Wahl, 1991), antimikrobielle und antio-

xidative Eigenschaften (Chaturvedi, 2009; Nagasri et al., 2015).

In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass die Wirksamkeit eines Kurkuma-Gels zu der
eines Chlorhexidin-Gels vergleichbar ist. Andere Studien bestétigten dies nicht (Zhang et al.,
2021; Nagpal & Sood, 2013). Die entziindungshemmenden Eigenschaften zeigen sich in einer
Erhohung des natiirlichen Kortisonspiegels der Nebenniere und einer Senkung des Histamin-
spiegels sowie in einer Hemmung der Prostaglandinbiosynthese und der Neutrophilenfunktion.
(Nagpal & Sood, 2013; Mukhopadhyay et al., 1982). Diskutiert wird, dass die antibakterielle
Wirkung auf einer einzigartigen chemischen Struktur beruht, nimlich den an einen Benzolring
gebundenen OH-Gruppen, die stark mit einer antibakteriellen Wirkung korrelieren (Shahzad et
al., 2015). Das Vorhandensein von zwei hydrophoben Phenyl-Dominen kdnnte eine weitere
Erklirung fiir die antimikrobielle Wirkung von Curcumin sein. Durch diese strukturelle Geo-
metrie wird eine robuste und gerichtete Wechselwirkung ermoglicht. Die dadurch erhdhte Bin-
dungsenergie ermoglicht es Curcumin Formen anzunehmen, die fiir eine maximierte Wechsel-

wirkung mit bakteriellen Virulenzfaktoren geeignet sind (Singh ef al., 2018).
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2.1.8 Ziel der Arbeit / Fragestellung

Ziel dieser In-situ-Studie war es, die unterschiedlichen Auswirkungen der Verwendung von
Zahnpasten und speziellen Additiven auf die Biofilmbildung zu untersuchen. Dazu wurden drei
Teilaspekte mit entsprechenden Hypothesen bearbeitet. Als Nullhypothesen wurde erstens an-
genommen, dass sich die experimentellen Zahnpasten in ihrer Wirkung nicht von der Kon-
trollserie mit Wasser oder einer Basispaste unterscheiden. Zweitens dass das Umspiilen der
Priifkérper mit antibakteriellen Wirkstoffen keinen Unterschied zur mechanischen Reinigung
der Priifkorper zeigt und als dritte Hypothese, dass die antibakterielle und antiadhisive Wirkung
unabhingig vom Applikationszeitpunkt ist.

Die erste Hypothese behandelte die Frage, ob durch die Anreicherung einer Zahnpasta mit ver-
schiedenen Additiven eine antibakterielle und antiadhdsive Wirkung erzielt werden kann, die
sich von der Wirkung von Wasser oder einer Basispaste unterscheidet. Dazu wurden
Schmelzpriitkdrper mit 47,5 h altem Biofilm verglichen. Die entsprechenden Priifkdrper wur-
den jeweils mit Wasser, Basispaste, Fluoridpaste oder Zink-Kurkuma-Paste gespiilt. Um die
Wirkung der Additive im Detail zu untersuchen, enthielt die Basispaste die gleichen Grund-

stoffe wie die experimentellen Pasten und wurde mit den zu untersuchenden Additiven ergénzt.

Weiterhin sollte die mechanische Wirkung des Zahneputzens, die allein durch die Biirstenan-
wendung entstand, mit der chemischen Wirkung, die durch das Umspiilen der iibrigen Priifkor-
per mit dem Speichel-Pasten-Gemisch entstand, verglichen werden. Dazu wurde der mecha-
nisch gereinigte Priifkdrper mit dem umspiilten Priifkorper innerhalb der gleichen Paste nach

48 h verglichen.

Durch das Reinigungsprotokoll und die Differenzierung der Probenahmezeitpunkte in 47,5 h
und 48 h und die zwischenzeitliche Wiederanwendung konnte untersucht werden, ob vermutete
Effekte auch langfristig auftreten und die Paste eine Substantivitdt aufweist. Zudem wurde un-
tersucht, ob eine Paste unmittelbare Auswirkungen auf den Biofilm hat. Dazu wird der Priif-
korper eines Durchlaufs, der 47,5 h nach der Applikation der entsprechenden Paste entnommen
wurde, mit einem Priifkérper desselben Durchlaufs nach 48 h verglichen. Dieser wurde erneut

gespiilt und dann nach 30 min zum Zeitpunkt 48 h entnommen.

Die Analysemethoden erlaubten Riickschliisse auf die Biofilmneubildung, die Biofilmvitalitét

und die Morphologie des Biofilms.
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3 Material und Methode

3.1 Probanden

Die Studie wurde mit 6 Probanden (n = 6) durchgefiihrt, die zu diesem Zeitpunkt Zahnmedi-
zinstudierende waren und aus einer Arbeitsgruppe der Klinik fiir Zahnerhaltung an der Univer-
sitdt des Saarlandes stammten. Ein kariesfreies Gebiss und ein gesunder parodontaler Zustand
bestand, ebenso keine Dauermedikation und normaler Speichelfluss. Das Versuchsprotokoll
wurde von der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes genehmigt (Votum

120/2017). Die Bezugsquellen aller Materialien sind im Anhang aufgefiihrt.

3.2 Priifkorper und deren Montage

Als Priifkérper wurden Plittchen aus Rinderzahnschmelz verwendet. Dazu wurden in einem
Schlachthof in Zweibriicken gewonnene Rinderzdhne in Thymol konserviert ins Labor ge-
bracht. Durch Bearbeitung der Rohlinge mit einer Nassschleifmaschine (Modell Gripo 2V, her-
gestellt von Metkon Instruments Ltd, Bursa, Tiirkei) wurden homogene Priitkorper der Grofe
4 x5x 1 mm angefertigt. Die Schmelzflichen wurden mit wasserfestem Siliziumkarbid-
Schleifpapier (Buehler, Diisseldorf, Deutschland) bis zu einer Kérnung von 2500 Grit aufstei-
gend poliert. Die Riickseiten wurden mit 240er Kornung leicht angeraut. Unter dem Lichtmik-
roskop (Zoom-Stereomikroskop SMZ 140, Motic GmbH, Wetzlar, Deutschland) erfolgte eine
Qalitatskontrolle der Schmelzoberfldchen. Dabei wurden Priitkorper, die bei 10-facher Vergro-
Berung Demineralisationen, Oberflicheninhomogenititen oder mikroskopisch sichtbare Ver-
farbungen aufwiesen, aussortiert. Im Anschluss wurden die Schmelzproben fiir einen Zeitraum
von drei Minuten in einer 3%igen Natriumhypochloritlosung (Hedinger, Stuttgart) gelagert und
nach einem sorgfiltigen Spiilen unter laufendem Wasser fiir 5 min in einem Ultraschallbad (So-
norex RK 100 H, Bandelin, Berlin) behandelt. Im Anschluss wurde eine 15-miniitige Desinfek-
tion mit 70%igem Isopropylalkohol (Hedinger, Stuttgart, Deutschland) durchgefiihrt, gefolgt
von einer zweifachen Reinigung mit sterilem Wasser (Ecotainer, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland). Nach der Herstellung der Priifkdrper mussten diese im Mund der
Probanden fixiert werden. Dies geschah mit Hilfe von Tiefziehschienen und Silikon. Es wurden
fiir alle Probanden individuelle Tiefziehschienen fiir beide Quadranten des Oberkiefers ange-
fertigt. Im Anschluss an die Abformung mit einem irreversiblen, elastischen Abdruckmaterial

(Alginat Blueprint, Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Deutschland) erfolgte die Anfertigung
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von Modellen aus Gips der Klasse IV (Die-Stone, Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutsch-
land). Die Schienen wurden mittels Tiefziehtechnik aus hartelastischen, transparenten Kunst-
stofffolien (Scheu Dental GmbH, Iserlohn) mit einer Schichtdicke von 0,7-1,0 mm unter Ver-
wendung von Erkopress ES 2004 (Erkodent GmbH, Pfalzgrafenweiler) hergestellt. Um den
Tragekomfort zu optimieren und sowohl die Asthetik als auch die Phonetik nicht zu beeintrich-
tigen, erfolgte eine Begrenzung der Schienen auf die Molaren- und Primolarenregionen der
ersten und zweiten Quadranten, die Frontzahnregion blieb frei. Zur sicheren Fixierung der Pro-
ben waren kleine Retentionslocher erforderlich. Zur Befestigung der Proben auf den Tiefzieh-
schienen wurde viskoses A-Silikon (President light body, Colténe/Whaledent GmbH und Co.
KG, Langenau, Deutschland) verwendet. Die Proben wurden gleichmédfBig tief in das Silikon

eingebracht, um die Bildung von Retentionszonen auf den Proben zu vermeiden.

3.3 Prufsubstanzen

Es standen drei experimentelle Zahnpasten zur Priifung. Die Pasten wurden von der Firma
Theiss Naturwaren GmbH, Homburg, Deutschland, zur Verfligung gestellt und setzten sich wie
in Tabelle 1 beschrieben zusammen. Als Kontrollen dienten Wasser sowie eine Basispaste ohne

antimikrobielle Wirkstoffe.

Tabelle 1: Bestandteile der Zahnpasten

Paste Abkiirzung Inhaltsstoffe

Basispaste B-P Aqua, Si02, hydriertes Stér-
kehydrolysat(C18H35016),
Glycerin, HEC, CAPB,
Sodium Saccharin, TiO2,
NaCl

Fluoridpaste F-P B-P + Olaflur 300 ppm, Na-
triumfluorid 1176 ppm
B-P + Zinkglukonat 3%,

Zink-Kurkuma-Paste ZK-P
Kurkuma-Wurzelextrakt

0,04%
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3.4 Versuchsablauf

Die Priitkorper (PK) des ersten Quadranten wurden mechanisch mit einer Zahnbiirste und der
entsprechenden Zahnpasta behandelt. Die Priifkorper des zweiten Quadranten wurden wéhrend
des Zahneputzens des Unterkiefers und des ersten Quadranten mit dem Zahnpasta-Speichel-
Gemisch umspiilt. Nach Beendigung des Zahneputzens verblieb das Gemisch weitere 30 sek
im Mund und wurde vorsichtig bewegt.

Das Trageprotokoll sah wie folgt aus: 30 min nach dem Einsetzen der Tiefziehschienen erfolgte
das erste Zédhneputzen, 12 h nach dem Einsetzen das zweite Zdhneputzen, 24 h nach dem Ein-
setzen das dritte Zdhneputzen und 36 h nach dem Einsetzen das vierte Putzen. 47,5 h nach dem
Einsetzen wurden zwei Piirfkorper von den Positionen 4 und 6 (Abbildung 1) entnommen, da-

nach erfolgte das flinfte Putzen. Nach 48 h erfolgte die Entfernung der restlichen Priifkorper.
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Rechts (1. Quadrant): Links (2. Quadrant):
geputzt ungeputzt
48h 48h 47,5h

A 1

Q &
2 5 6
‘® ®6
1: LDS-Schmelz 3: LDS-Schmelz
2: REM-Schmelz 4: LDS-Schmelz

5: REM-Schmelz

6: REM-Schmelz

Abb. 1: Versuchsaufbau. Getragen wurden zwei Tiefziehschienen im ersten und zweiten Quadranten. Im ersten
Quadranten befanden sich zwei Schmelzpriifkdrper (Position 1 + 2) die 48 h im Mund verblieben und mit einer
Zahnbiirste geputzt wurden. Im zweiten Quadranten befanden sich vier Schmelzpriifkérper (Position 3-6), die mit
dem Zahnpasten-Speichel-Gemisch umspiilt wurden. Von den umspiilten Priifkdrpern wurden zwei Priifkérper
bereits nach 47,5 h entnommen, es erfolge eine erneute Applikation der experimentellen Pasten und nach 30 min
die Entnahme aller Priifkorper. Die Priifkdrper wurden im Wechsel im Rasterelektronenmikroskop (REM) oder
mittels Floureszenzmikroskopie (LDS) ausgewertet.
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Einsetzen beider Tiefziehschienen und intraorale Exposition fiir 30 min

Priitkorper 1 + 2 werden mit

Wasser

einer Zahnbiirste geputzt

B-P

F-P

ZK-P

Intraorale Ex-
position je-
weils nach
12 h, 24 h,

36 h

Priifkdrper 3-6 werden mit dem
Zahnpasta-Speichel-Gemisch

umspiilt

Entnahme der Priifkorper
4+ 6 nach47,5h

erneutes

Putzen

erneutes

Umspiilen

Entnahme Priifkorper der Pos. 1, 2, 3 und 5 nach 48 h

PK 2,5,6

PK 1, 3,4

Auswertung Rasterelektronenmik-

roskop/EDX

Abb. 2: Versuchsablauf. Zwei tiefgezogene Schienen wurden im ersten und zweiten Quadranten getragen. Im
ersten Quadranten wurden zwei Schmelzproben (Pos. 1 + 2) mit einer Zahnbiirste gereinigt. Im zweiten Quadran-
ten wurden vier Schmelzproben (Position 3-6) mit dem Zahnpasta-Speichel-Gemisch umspiilt. Das Spiilen und
Biirsten erfolgte nach 30 min, 12 h, 24 h und 36 h. Nach 47,5 h wurden zwei Proben (Priifkorper der Positionen
4 + 6) entnommen, eine erneute Anwendung durchgefiihrt und alle Proben nach 30 min entfernt. Die Proben wur-

Auswertung Vitalfluoreszenz

Coverage und live/dead

den abwechselnd im Rasterelektronenmikroskop (REM) und im Fluoreszenzmikroskop (LDS) untersucht.
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3.5 Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung der Bedeckung und Lebensfahigkeit der Biofilme auf den Priifkorpern er-
folgte mittels Vital-Fluoreszenzmikroskopie. Hierbei wurden die Proben mithilfe des Axio Ima-
ger M2 Mikroskops (hergestellt von Carl Zeiss AG, Oberhausen, Deutschland) analysiert. Es
wurde eine Farbung mit dem LIVE/DEAD® BacLightTM bacterial viability kit (Artikelnum-
mer L7012, bereitgestellt von Molecular probes, Eugene, USA) angewendet. In diesem Kit
kommen zwei Farbstoffe zur Anwendung, die mit Nukleinsduren interkalieren. Diese sind
Propidium Iodid und SYTO 9, auBlerdem ein mounting oil. Diese Farblosung unterscheidet sich
in ihren Spektraleigenschaften sowie in ihrer Féhigkeit zur Durchdringung der Zellmembran.
Dabei dringt SYTO 9 in alle Zellen ein die Nukleinséuren enthalten. Propidium lodid kann
nicht in Zellen mit einer unbeschidigten Membran eindringen und verdriangt zudem SYTO 9,
da es eine hohere Affinitdt zu Nukleinsduren aufweist. Dadurch werden intakte Zellen griin
fluoreszierend und geschidigte Zellen rot fluoreszierend dargestellt. Zur Herstellung der Farb-
16sung wurden 1 pl jedes Farbstoffes in 1000 pl einer 0,9%igen NaCl- Losung pipettiert und
mittels eines Vortex Gerdtes gemischt. Diese Farblosung kann in einem lichtundurchlédssigen
Gefdl} bei 4 °C bis zu vier Wochen aufbewahrt werden. Nach der Demontage der Priifkorper
von der Schiene und einer griindlichen Spiilung wurden diese in einer Feuchtkammer zwischen-
gelagert. Dazu wurde ein mit destilliertem Wasser befeuchtetes staubfreies Tuch in eine Well-
platte gelegt. Eine Beschriftung des entsprechenden Priifkorpers fand statt. Der gewiinschte PK
wurde mit 15 pl der Farblosung bedeckt und fiir 10 min lichtgeschiitzt inkubiert. Zur Entfer-
nung iberschiissiger Farblosung wurde der Priifkdrper dreimal in jeweils frischer 0,9%iger
NaCl-Losung geschwenkt. Der Priifkdrper wurde behutsam getrocknet und in etwas Silikon auf
dem Objekttrager soweit versenkt, dass das Deckglas die Schmelzoberfldche nicht beriihrte.
Das mounting oil wurde zuvor auf den Priifkérper aufgetragen, der sich parallel zur Tischober-
flache plaziert befand. Die Farbstoffe wurden im Floureszenzmikroskop von zwei unterschied-
lichen Wellenldngen angeregt, weshalb die Aufnahmen von griin und rot nacheinander erfolg-
ten und zundchst in grau vorlagen. Die Aufnahmen erfolgten in 1.000-facher Vergroferung.
Der Priifkérper wurde in sechs Bereiche eingeteilt, welche dem Rasterfeldes des Okulars ent-
sprachen. Von jedem Bereich wurde eine Aufnahme erzeugt. Die Auswertung der Bilder er-
folgte mit zwei Methoden. Zum einen wurde die Software ImageJ verwendet, zum anderen ein
Scoring-Verfahren. Die Aufnahmen wurden verschliisselt und beziiglich Vitalitit und Bede-
ckung ausgewertet. Dabei wurde bei ImagelJ die Pixelanzahl der ausgewéhlten Fliche berechnet

und in Prozent angegeben. Die Bedeckung gibt den Anteil der Bakterienfliche an der
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Gesamtflache des Farbbildes wieder. Fiir die Vitalitidt wurden die Einzelbilder verwendet und
die Pixelzahl der griinen Bakterien ins Verhéltnis zur Gesamtanzahl der griinen und roten Bak-
terien gesetzt. Mittels ImageJ fand somit eine quantitative Bestimmung der Biofilmvitalitit und
Biofilmbedeckung statt, bei der die im 2D Bild abgebildeten Bakterien gezdhlt wurden. Um
zusétzlich den qualitativen Zustand des Biofilms ins Verhiltnis zu setzen, fand das Scoring
statt. Fiir das Scoring-Verfahren der Bedeckung wurde eine Klassifizierung in fiinf Kategorien
verwendet, die sich an den Phasen der Biofilmbildung orientierten und somit die Dicke des
Biofilms sowie seine Entwicklung mit einbezogen (Tabelle 2). Das Scoring der Vitalitdt fand
ebenfalls in fiinf Kategorien statt, die auf dem Verhéltnis von roter und griiner Fluoreszenz

basierten (Tabelle 3).

So wurden sechs reprédsentative Aufnahmen pro Priifkdrper hinsichtlich Bedeckung und Vita-

litdt mittels Scoring und ImageJ ausgewertet. Diese Werte wurden statistisch ausgewertet.

Tabelle 2: Scoring der Bedeckung (nach Rupf et al., 2012)

Score Definition

1 Pellikelschicht ohne bzw. mit vereinzelten Mikroorganismen

2 Geringe mikrobielle Ansammlungen

3 Dutzende von Mikroorganismen; mehrere mikrobielle Aggregate

4 Hunderte von Mikroorganismen - einschichtiger Biofilm oder Biofilm,

der < 50% der Oberfldache ausmacht

5 Mehrschichtiger Biofilm, der > 50% der Oberfliche bedeckt

Tabelle 3: Scoring der Vitalitdt (nach Rupf et al., 2012)

Score Definition

1 Uberwiegend rote Fluoreszenz; Verhiltnis rote zu griiner Fluoreszenz:

90:10 und mehr

2 vorwiegend rote Fluoreszenz; Verhiltnis rote zu griiner Fluoreszenz:
75:25
3 Verhiltnis rote zu griiner Fluoreszenz: 50:50
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4 Vorwiegend griine Fluoreszenz; Verhiltnis von roter zu griiner Fluores-

zenz: 25:75 und weniger

5 Uberwiegend griine Fluoreszenz; Verhiltnis zwischen roter und griiner

Fluoreszenz: 10:90 und weniger

3.6 Rasterelektronenmikroskopie

Um die Morphologie der Biofilme zu beurteilen und die Ergebnisse der floureszenzmikrosko-
pischen Auswertung zu verifizieren, wurden drei Priifkdrper jeden Durchganges zusitzlich ei-
ner Untersuchung im Rasterelektronenmikroskop unterzogen. Fiir diese Untersuchung war das
Fixieren, Entwéssern und Trocknen der Priifkdrper notwendig. Um die Priitkérper zu fixieren,
wurden sie fiir 1 h bei 4 °C in 1 ml Fixierlosung gelagert, womit die Mikroorganism und die
Biofilmstruktur konserviert wurden. Die Fixierlosung bestand aus Gutaraldehyd und einem
0,1 mol/l Cacodylat-Puffer. Fiir die Herstellung dieser Losung wurden 21,4 g Cacodylat in
259 ml destilliertem Wasser gelost und der pH-Wert auf 7,4-7,6 mit 0,1 mol/l Salzséure einge-
stellt. Die Losung wurde auf 1000 ml aufgefiillt. Von der 50%igen Glutaraldehydlésung wur-
den 4 ml entnommen und mit dem Cacodylat-Puffer auf 100 ml aufgefiillt. Nach der Fixierung
erfolgte ein Waschschritt mit 0,1 mol/l Cacodylat-Puffer. Die Priifkdrper wurden in frische Ge-
fafle tiberfiihrt und durch eine Alkoholreihe entwéssert, um das Risiko von Wasserresten im
REM unter Vakuum zu minimieren und Artefakte zu verhindern. Abschliefend wurde der Bio-
film chemisch durch das Eintauchen in Hexamethyldisilazan iiber Nacht unter einer Werkbank
an der Luft getrocknet. Die Priifkdrper wurden auf Aluminiumtragern mit leitfahiger Klebefolie
befestigt und unter Vakuum mit einen Sputter-Coater mit Kohlenstoff beschichtet. Diese pra-
parierten Proben wurden im Rasterelektronenmikroskop (REM, XL 30 ESEM FEG, FEI Com-
pany, Eindhoven, Niederlande) bis zu einer 20.000-fachen Vergroflerung abgebildet und ent-
sprechend digitalfotografisch aufgenommen. Die Elementanalyse wurde mittels energiedisper-
sive Rontgenspektroskopie (EDX) (EDX Phoenix, EDAX Inc., Mahwah, USA) an ausgewéhl-
ten Priifkorpern bei 10 kV und 500-facher VergroBerung mit durchgefiihrt. Die Gewichtsanteile
der Elemente des Priifkdrpers sowie Zahnpastaausstriche wurden stichprobenartig an verschie-

denen Oberflachenbereichen bestimmt.
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3.7 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit DataTab (DATAtab Team (2024). DATAtab: Online
Statistics Calculator. DATAtab e.U. Graz, Austria) und GraphPad Prism (GraphPad Prism, ver-
sion 10.0.0 fiir Mac, GraphPad Software, Boston, Massachusetts USA, 1995-2025 GraphPad
Software) unter Verwendung der Daten aus der Auswertung mit ImageJ und Scoring-Verfah-
ren. Die Daten waren nicht parametrisch. Innerhalb einer Stichprobe (Langzeit- vs. Sofortwir-
kung, chemisch vs. mechanisch) wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Fiir den Ver-
gleich mehrerer Pasten gegen die Kontrolle mit Wasser sowie gegen die Basispaste wurde der

Kruskall-Wallis-Test angewandt. Als signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 betrachtet.
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4 Ergebnisse

Die Studie wurde von allen Probanden ohne Komplikationen abgeschlossen. Die Vitalfluores-
zenzmikroskopie diente zur Untersuchung der Biofilmbedeckung und Biofilmvitalitdt. Zur
morphologischen Beschreibung des Biofilms unter dem Einfluss verschiedener Zahnpasta For-
mulierungen sowie der Untersuchung der Substantivitdt der Inhaltsstoffe wurde zusétzlich die

Rasterelektronenmikroskopie eingesetzt.

4.1 Fluoreszenzmikroskopie

Auf den untersuchten Priifkdrpern dominierten kokkoide Bakterien, vereinzelt fanden sich aber
auch stdbchenformige Bakterien (Abb. 3b). Darliber hinaus wurden einzelne Epithelzellen der
Mundschleimhaut identifiziert, die sich durch einen charakteristischen roten Zellkern auszeich-
neten (Abb. 3d). Die Priasenz dieser Zellen konnte auf den Abrieb von Mundschleimhautparti-

keln zuriickgefiihrt werden, eine Einbeziehung bei der Auswertung ist nicht erfolgt.

Die Anwendung der Fluoreszenzmikroskopie ermoglichte zudem die Visualisierung der Bede-
ckung der bakteriellen Besiedlung sowie die Differenzierung in avitale und vitale Bakterien als
rote und griine Fluoreszenz (Abb. 3a + c). Es konnten Ansammlungen von Bakterien in Kolo-

nien, in Ketten sowie als Einzelbakterien nachgewiesen werden. (Abb. 3b + ¢).

Nach der Farbung mit dem LIVE/DEAD® Bacterial Viability Kit (BacLightTM) wurden die
Proben mit dem Scoring-System und der Bildverarbeitungssoftware ImagelJ analysiert. Die re-
sultierenden Daten sind in den folgenden Kapiteln einzeln dargestellt und werden in den Ab-
bildungen 5, 6, 8 und 9 als Boxplot-Darstellung graphisch abgebildet um Median, Mittelwerte,

Maxima, Minima und signifikante Unterschiede zu veranschaulichen.

Dariiber hinaus zeigen die Abbildungen 4 und 7 ausgewihlte Bilder, die die Bedeckung der
Priifkérper mit mikrobiellem Biofilm und die Vitalitdt des Biofilms unter dem Effekt der Spii-
lung mit Wasser (W), Basispaste (B-P), Fluoridpaste (F-P), Zink-Kurkuma-Paste (ZK-P) do-

kumentieren.
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b)

d)

Abb. 3: Reprisentative Aufnahmen von In-situ-Biofilmen dargestellt mit Vitalfluoreszenz zur Visualisie-
rung: a) Avitale (rote) und vitale (griine) Bakterien waren deutlich voneinander zu unterscheiden. b) Es zeigten
sich vor allem Kokken, jedoch waren auch Stébchen zu finden. ¢) Beispiel eines stark bedeckten Priifkdrpers mit
mehrschichtigem mikrobiellem Biofilm und einer reduzierten Bedeckung. d) Epithelzellen waren rot fluoreszie-
rend sichtbar.

4.1.1 Bedeckung

Ungeputzte Schmelzpriitkorper, die mit Wasser umspiilt wurden, wiesen nach 47,5 h mehr-
schichtige Biofilme auf, die fast die gesamte Oberflidche des Priifkdrpers bedeckten. Die ge-
putzten Priifkdrper wiesen eine geringere Biofilmbedeckung als die umspiilten Priifkorper auf,
nur kleine Kolonien und einzelne Bakterien waren sichtbar. Die Bildung neuer Biofilme war

auf den umspiilten Priifkdrpern, die mit Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste in Kontakt
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kamen im Vergleich zur Kontrollgruppe Wasser und Basispaste reduziert, es wurden aber wei-
terhin grofere Bakterienkolonien gefunden. Nach 48 h wiesen die Priifkorper eine vergleich-
bare Bedeckung wie nach 47,5 h auf, eine Reduzierung der Bedeckung als Kurzzeiteffekt durch
den Kontakt mit den Zahnpasten war nur im Scoring-Verfahren, welches die Biofilmtiefe und
Entwicklung miteinbezieht, festzustellen. Reprisentative Aufnahmen sind in Abbildung 4 ge-

zeigt.
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Kontrolldurchginge

Geputzte Priifkdrper nach 47,5 h

a) W

b) B-P

Experimentelle Pasten

Entnahme der Priifkorper nach 47,5h Entnahme nach 48h

d)F-P

¢) ZK-P g)

-D

Abb. 4: Repriisentative Vitalfluoreszenz-Aufnahmen von Schmelzpriifkérpern zur Darstellung der Biofilm-
bedeckung. a) Nach 47,5 h Tragedauer und Umspiilung mit Wasser (W) und der b) Basispaste (B-P) zeigte sich
ein mehrschichtiger Biofilm der fast die Gesamtfldche des Priitkorpers bedeckt. ¢) Auf geputzten Priitkorpern
zeigten sich nur kleine Kolonien oder einzelne Bakterien. Die Biofilm Bildung von Priitkdrpern die mit d) Fluo-
ridpaste (F-P) oder e) Zink-Kurkuma-Paste (ZK-P) umspiilt wurden war nach viermaligem Spiilen verringert. f)
und g) Nach einem fiinften Spiilen wurden die Priifkdrper nach 30 min entnommen. Nur an den Priifkdrpern die
mittels Scoring-Verfahren bewertet wurden zeigte sich eine zusétzlichen Reduktionen der Biofilmbedeckung.
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4.1.1.1 Gemessene Biofilmneubildung

Durch das quantitative Auswertungsverfahren (ImageJ) konnte die prozentuale Bedeckung er-
mittelt werden. Im Kontrolldurchgang mit Wasser wiesen die Priifkdrper nach 47,5 h eine Bio-
filmbedeckung von durchschnittlich 89% auf. Nach dem Umspiilen mit der Basispaste wiesen
die Priifkorper durchschnittlich eine Bedeckung von 80% auf. Das Umspiilen mit Fluoridpaste
und Zink-Kurkuma-Paste reduzierte die Biofilmneubildung bei ungeputzen, umspiilten Priif-
korpern nach viermaligem Spiilen statistisch signifikant auf 37% (F-P) beziehungsweise 31%
(ZK-P) (Abb. 5a). Mechanisch gereinigte, geputzte Schmelzpriitkdrper wiesen nach 48 h
durchschnittlich eine Bedeckung von 0,2% auf. Die Reduktion der Bedeckung durch mechani-
sche Reinigung war statistisch signifikant (p < 0,05) (Abb. 5b). Ein unmittelbarer Effekt 30 min
nach Spiilung konnte auf die Biofilmbedeckung nicht festgestellt werden (Abb. 5c).
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a) gemessene Biofilmbedeckung auf umspiilten b) gemessene Biofilmbedeckung auf umspiilten oder ¢) gemessene Biofilmbedeckung auf umspiilten
Schmelzpriifkérpern nach 47,5 h in situ geputzten Schmelzpriifkérpern nach 48 h in situ Schmelzpriifkérpern nach 48 h und 47,5 h in situ
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Abb. 5: Vergleichende graphische Darstellung der Ergebnisse fiir die gemessene Biofilmbedeckung: Mit
dem Bildverarbeitungsprogramm ImageJ ausgewertete Bedeckung der Priitkdrper mit mikrobiellem Biofilm in
[%] in Boxplot-Darstellung. Statistisch signifikante Unterschiede sind dargestellt: ns (p > 0,05), * (p <0,05), **
(p <0,01), *** (p <0,001), **** (p < 0,0001). Bei den Priifsubstanzen handelte es sich um die Kontrollen Wasser
(W) und Basispaste (B-P) sowie um die experimentelle Pasten Fluoridpaste (F-P) und Zink-Kurkuma-Paste (ZK-
P). Wihrend einer zweitdgigen Biofilmbildung in situ wurden bovine Schmelzpriitkdrper von sechs Versuchsper-
sonen in zwei Durchgéngen pro Paste vier (W 47,5 h (n=6), B-P 47,5 h (n=12), F-P 47,5 h (n=12) ZK-P 47,5 h
(n=12)) oder ein fiinftes Mal (F-P 48 h (n=12) ZK-P 48 h (n=12)) mit verschiedenen experimentellen Zahnpasten
geputzt (W geputzt (n=6), B-P geputzt (n=12), F-P geputzt (n=12), ZK-P geputzt (n=12)) oder umspiilt (W umspiilt
(n=6), B-P umspiilt (n=12), F-P umspiilt (n=12), ZK-P umspiilt (n=12)). Fiir die folgende Ex-vivo-Untersuchung
mit einem Fluoreszenzmikroskop wurde der Biofilm auf den Priifkdrpern mit LIVE/DEAD® BacLightTM einge-
farbt.

a) Vergleich der prozentualen Bedeckung auf Priiftkdrpern, die nach 47,5 h in situ und viermaligem Spiilen ent-
nommen wurden. Die Priitkdrper wurden in situ nach 30 min, 12 h, 24 h und 36 h fiir 30 s mit Wasser, Basispaste,
Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste umspiilt aber nicht geputzt und nach 47,5 h entnommen. Zu diesem Zeit-
punkt war das letzte Umspiilen 11,5 h her. Die prozentuale Bedeckung der Priifkérper nach dem Spiilen mit der
Fluoridpaste und der Zink-Kurkuma-Paste unterschied sich statistisch signifikant von den Kontrollgruppen Wasser
und Basispaste. Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests und Dunns Post-hoc-Test konnte ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Substanzen festgestellt werden (p < 0,0001).

b) Vergleich der prozentualen Bedeckung auf Priifkorpern, die nach 48 h in situ entnommen und entweder geputzt
oder umspiilt wurden. Die Priifkérper wurden nach 30 min, 12 h, 24 h, 36 h und 47,5 h fiir 30 s mit Wasser, Ba-
sispaste, Fluoridpaste oder Zink-Kurkuma-Paste umspiilt beziehungsweise geputzt und nach weiteren 30 min zum
Zeitpunkt 48 h entfernt. Der Vergleich der umspiilten und geputzten Priifkdrper einer jeden Paste war statistisch
signifikant (Mann-Whitney-U-test, p < 0,05).

¢) Vergleich der prozentualen Bedeckung auf Priifkérpern, die nach viermaligem Spiilen zu den Zeitpunkten
30 min, 12 h, 24 h und 36 h nach 47,5 h entnommen wurden und der Priifkdrper, die ein fiinftes Mal umspiilt
wurden und nach 30 min zum Zeitpunkt 48 h entnommen wurden. Es lag kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Entnahmezeitpunkten 47,5 h und 48 h innerhalb einer Priifsubstanz vor.
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4.1.1.2 Bewertete Biofilmneubildung

Den gleichen Bildern wurden fiinf Score-Werte zur Evaluierung der qualitativen Biofilmbede-
ckung zugeordnet. Diese sind in der Abbildung 6 als Boxplot-Diagramme veranschaulicht dar-
gestellt. Mediane, Minima und Maxima sowie der Interquartilsabstand sind zu sehen. Hier
zeigte sich ebenfalls ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Substraten. Mit
Wasser und Basispaste umspiilte Priifkorper wiesen nach 47,5 h einen durchschnittlichen Score
von 4,9 bzw 4,3 auf. Das Umspiilen der Priifkdrper mit Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste
reduzierte die Bedeckung auf einen durchschnittlichen Score von 3,71 fiir die Fluoridpaste und
3,75 fiir die Zink-Kurkuma-Paste. Auch hier waren die p-Werte statistisch signifikant verrin-
gert. Manuell gereinigte Priifkdrper wiesen statistisch signifikant niedrigere Scores auf als um-
spiilte Priifkrper (p < 0.05). In der Scoring-Auswertung fand sich auBerdem ein statistisch sig-
nifikanter Unterschied zwischen den Entnahmezeitpunkten 47,5 h und 48 h.
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a) bewertete Biofilmbedeckung auf umspiilten b) bewertete Biofilmbedeckung auf umspiilten oder ¢) bewertete Biofilmbedeckung auf umspiilten
Schmelzpriifkorpern nach 47,5 h in situ geputzten Schmelzpriifkorpern nach 48 h in situ Schmelzpriifkorpern nach 48 h und 47,5 h in situ
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Abbildung 6: Vergleichende graphische Darstellung der Ergebnisse fiir die bewertete Biofilmbedeckung:
Mit dem Scoring-Verfahren ausgewertete Bedeckung der Priitkdrper mit mikrobiellem Biofilm in Boxplot-Dar-
stellung. Statistisch signifikante Unterschiede sind dargestellt: ns (p > 0,05), * (p <0,05), ** (p <0,01), ***
(p <0,001), **** (p <0,0001). Bei den Priifsubstanzen handelte es sich um die Kontrollen Wasser (W) und Ba-
sispaste (B-P) sowie um die experimentelle Fluoridpaste (F-P) und Zink-Kurkuma-Paste (ZK-P). Wiahrend einer
zweitdgigen Biofilmbildung in situ wurden bovine Schmelzpriifkdrper von sechs Versuchspersonen in zwei
Durchgéngen pro Paste vier (W 47,5 h (n=6), B-P 47,5 h (n=12), F-P 47,5 h (n=12) ZK-P 47,5 h (n=12)) oder ein
fiinftes Mal (F-P 48 h (n=12) ZK-P 48 h (n=12)) mit verschiedenen experimentellen Zahnpasten geputzt (W ge-
putzt (n=6), B-P geputzt (n=12), F-P geputzt (n=12), ZK-P geputzt (n=12)) oder umspiilt (W umspiilt (n=6), B-P
umspiilt (n=12), F-P umspiilt (n=12), ZK-P umspiilt (n=12)). Fiir die folgende Ex-vivo-Untersuchung mit einem
Fluoreszenzmikroskop wurde der Biofilm auf den Priifkérpern mit LIVE/DEAD® BacLightTM eingeférbt.

a) Vergleich der Score-Werte der Bedeckung auf Priifkorpern, die nach 47,5 h in situ und viermaligem Spiilen
entnommen wurden. Die Priifkdrper wurden in situ nach 30 min, 12 h, 24 h und 36 h fiir 30 s mit Wasser, Ba-
sispaste, Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste umspiilt aber nicht geputzt und nach 47,5 h entnommen. Zu die-
sem Zeitpunkt war das letzte Umspiilen 11,5 h her. Die Score-Werte Bedeckung der Priifkdrper nach dem Spiilen
mit der Fluoridpaste und der Zink-Kurkuma-Paste unterschied sich statistisch signifikant von den Kontrollgruppen
Wasser und Basispaste. Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests und Dunns Post-hoc-Test konnte ein statistisch signi-
fikanter Unterschied zwischen den Substanzen festgestellt werden (p < 0,0001).

b) Vergleich der Score-Werte der Bedeckung auf Priifkérpern, die nach 48 h in situ entnommen und entweder
geputzt oder umspiilt wurden. Die Priifkdrper wurden nach 30 min, 12 h, 24 h, 36 hund 47,5 h fiir 30 s mit Wasser,
Basispaste, Fluoridpaste oder Zink-Kurkuma-Paste umspiilt oder geputzt und nach weiteren 30 min zum Zeitpunkt
48 h entfernt. Der Vergleich der umspiilten und geputzten Priifkdrper einer jeden Priifsubstanz war statistisch sig-
nifikant (Mann-Whitney-U-test, p < 0,05). Die Nullhypothese wurde abgelehnt.

¢) Vergleich der Score-Werte der Bedeckung auf Priifkorpern, die nach viermaligem Umspiilen zu den Zeitpunkten
30 min, 12 h, 24 hund 36 hnach 47,5 h in situ entnommen wurden und der Priifkérper, die ein fiinftes Mal umspiilt
wurden und nach 30 min zum Zeitpunkt 48 h in situ entnommen wurden. Es lag ein statistisch signifikanter Un-
terschied zwischen den Entnahmezeitpunkten 47,5 h und 48 h innerhalb einer Priifsubstanz vor (Mann-Whitney-
U-Test p < 0,05).
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4.1.2 Vitalitat

Priifkorper, die mit Wasser umspiilt wurden, wiesen mehr griine als rote Fluoreszenz auf. Die
mit Basispaste umspiilten Priifkérper wiesen ein ausgewogenes Verhiltnis von roter und griiner
Farbung auf. Priifkorper, die mit Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste umspiilt wurden, zeig-
ten mehr rote als griine Fluoreszenz. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied nach 47,5 h
abhéngig vom Substrat. Der Biofilm auf mit experimentellen Pasten geputzten Priifkdrpern
wies eine hohere Vitalitdt auf als der Biofilm der Priifkdrper, die umspiilt wurden. Die mit
Wasser geputzten Priifkorper wiesen im Vergleich zu den mit Wasser umspiilten Priitkoérpern
nur im Scoring-Verfahren, welches das Verhéltnis roter und griiner Fluoreszenz bewertet, eine
erhohte Vitalitét auf. Es zeigte sich ein unmittelbarer Effekt 30 min nach Umspiilen der Priif-
korper. Bei der Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste reduzierte sich die Vitalitit zwischen
den Entnahmezeitpunkten 47,5 h und 48 h statistisch signifikant. Reprdsentative Aufnahmen
sind in Abbildung 7 gezeigt.
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Kontrolldurchginge
a) W
b) B-P
Geputzte Priifkdrper nach 47,5 h
<)
Experimentelle Pasten
Entnahme der Priitkorper nach 47,5 h Entnahme nach 48 h
d)F-P
e) ZK-P

Abb. 7: Reprisentative Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen von Schmelzpriifkérpern zur Darstellung der
Biofilmvitalitiit. Nach 47,5 h Tragedauer und Umspiilung mit a) Wasser (W) oder b) Basispaste (B-P) zeigte sich
ein mehrschichtiger Biofilm mit vitalen und avitalen Bakterien. ¢) Auf geputzten Priifkdrpern fanden sich vitale
Bakterien héufiger als avitale. d) + e) Die Vitalitdt von mit Zahnpasta umspiilten Priifkorper war reduziert
(p <0,001). Nach 30 min zeigte sich bei der f) Fluoridpaste (F-P) und der g) Zink-Kurkuma-Paste (ZK-P) ein
unmittelbarer Effekt, nach 48 h fanden sich mehr avitale Bakterien als zum Entnahmezeitpunkt nach 47,5 h inner-
halb der Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste.
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4.1.2.1 Gemessene Biofilmvitalitiit

Abbildung 8 zeigt als graphische Darstellung die prozentuale Vitalitit in [%]. Durch das quan-
titative Auswertungsverfahren (ImagelJ) konnte der Anteil vitaler Bakterien gemessen als griine
Fluoreszenz am Gesamtbiofilm ermittelt werden. Ungeputzte Schmelzpriifkdrper, die mit Was-
ser gesplilt wurden, wiesen nach 47,5 h mehrschichtige Biofilme auf. Die Vitalitit lag bei
durchschnittlich 77%. Bei der Basispaste lag sie signifikant niedriger bei 55%. Bei den mit
Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste umspiilten Priifkoérpern zeigte sich eine zu Wasser und
Basispaste signifikante Reduktion der Vitalitdt. Die Fluoridpaste zeigte eine Reduktion der Vi-
talitdt auf durchschnittlich 42%, die Zink-Kurkuma-Paste auf 34%. Nach 48 h wies der auf mit
experimentellen Pasten geputzten Priifkdrpern verbliebene Biofilm eine hohere Vitalitét auf als
die Biofilme auf den ungeputzten und mit den Pasten umspiilten (oder auch kontaminierten)
Priifkérpern. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die prozentuale Bedeckung der Priifkdrper nach
dem Putzen durch Bakterien oder Biofilm deutlich geringer war als die Bedeckung der unge-
putzten Priifkdrper (Abb. 7b). Bei der Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste zeigte sich ein
unmittelbarer Effekt. Zwischen den Entnahmezeitpunkten 47,5 h und 48 h reduzierte sich die
Vitalitit auf 35% (F-P) und 26% (ZK-P) statistisch signifikant.
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Abbildung 8: Vergleichende graphische Darstellung der Ergebnisse fiir die gemessene Biofilmvitalitit: Mit
dem Bildverarbeitungsprogramm ImageJ ausgewertete Vitalitit der Priifkorper mit mikrobiellem Biofilm in [%]
in Boxplot-Darstellung. Statistisch signifikante Unterschiede sind dargestellt: ns (p > 0,05), * (p <0,05), **
(p <0,01), *** (p <0,001), **** (p < 0,0001). Bei den Priifsubstanzen handelte es sich um die Kontrollen Wasser
(W) und Basispaste (B-P) sowie um die experimentellen Pasten Fluoridpaste (F-P) und Zink-Kurkuma-Paste (ZK-
P). Wihrend einer zweitdgigen Biofilmbildung in situ wurden bovine Schmelzpriitkdrper von sechs Versuchsper-
sonen in zwei Durchgéngen pro Paste vier (W 47,5 h (n=6), B-P 47,5 h (n=12), F-P 47,5 h (n=12) ZK-P 47,5 h
(n=12)) oder ein fiinftes Mal (F-P 48 h (n=12) ZK-P 48 h (n=12)) mit verschiedenen experimentellen Zahnpasten
geputzt (W geputzt (n=6), B-P geputzt (n=12), F-P geputzt (n=12), ZK-P geputzt (n=12)) oder umspiilt (W umspiilt
(n=6), B-P umspiilt (n=12), F-P umspiilt (n=12), ZK-P umspiilt (n=12)). Fiir die folgende Ex-vivo-Untersuchung
mit einem Fluoreszenzmikroskop wurde der Biofilm auf den Priifkdrpern mit LIVE/DEAD® BacLightTM einge-
farbt.

a) Vergleich der prozentualen Vitalitdt des mikrobiellen Biofilms auf Priifkdrpern, die nach 47,5 h in situ und
viermaligem Spiilen entnommen wurden. Die Priifkérper wurden in situ nach 30 min, 12 h, 24 hund 36 h fiir 30 s
mit Wasser, Basispaste, Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste umspiilt aber nicht geputzt und nach 47,5 h ent-
nommen. Zu diesem Zeitpunkt war das letzte Umspiilen 11,5 h her. Die prozentuale Vitalitdt der Priifkérper nach
dem Spiilen mit der Fluoridpaste und der Zink-Kurkuma-Paste unterschied sich statistisch signifikant von den
Kontrollgruppen Wasser und Basispaste. Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests und Dunns Post-hoc-Test konnte ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Substanzen festgestellt werden (W vs. B-P (p = 0,0004), W vs.
F-P (p £0,0001), W vs. ZK-P (p <0,0001), B-P vs. F-P (p = 0,0037), B-P vs. ZK-P (p <0,0001)).

b) Vergleich der prozentualen Vitalitit des mikrobiellen Biofilms auf Priifkérpern, die nach 48 h in situ entnom-
men und entweder geputzt oder umspiilt wurden. Die Priifkérper wurden nach 30 min, 12 h, 24 h, 36 hund 47,5 h
fiir 30 s mit Wasser, Basispaste, Fluoridpaste oder Zink-Kurkuma-Paste umspiilt beziehungsweise geputzt und
nach weiteren 30 min zum Zeitpunkt 48 h entfernt. Der Vergleich der umspiilten und geputzten Priifkdrper bei den
experimentellen Pasten war statistisch signifikant (fiir B-P, F-P, und ZK-P: Mann-Whitney-U-Test p < 0,05). Im
Kontrolldurchgang mit Wasser lag keine statistische Signifikanz vor (Mann-Whitney-U-test p >0,05).

¢) Vergleich der prozentualen Vitalitit des mikrobiellen Biofilms auf Priifkdrpern, die nach viermaligem Spiilen
zu den Zeitpunkten 30 min, 12 h, 24 hund 36 h nach 47,5 h entnommen wurden und der Priifkorper, die ein fiinftes
Mal umspiilt wurden und nach weiteren 30 min zum Zeitpunkt 48 h entnommen wurden. Es lag ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Entnahmezeitpunkten 47,5 h und 48 h innerhalb einer Priifsubstanz vor
(Mann-Whitney-U-Test p < 0,05).
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4.1.2.2 Bewertete Biofilmvitalitiit

Abbildung 9 zeigt die graphische Darstellung der Scoring-Werte, ermittelt mit dem Scoring-
System zur qualitativen Evaluierung der Vitalitit des Biofilms. Die mit Wasser umspiilten
Schmelzpriitkorper wiesen nach 47,5 h mehrschichtige Biofilme mit einem durchschnittlichen
Score von 4,4 auf, wihrend die Werte der Basispaste mit durchschnittlich 3,5 geringer waren.
Bei den umspiilten Priitkérpern mit Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste war eine statistisch
signifikante Abnahme der Vitalitit des mikrobiellen Biofilms im Vergleich zu Wasser und zur
Basispaste auf durchschnittlich 3,0 und 2,7 festzustellen (Abb. 9a). Auf mechanisch gereinigten
Priifkérpern mit Wasser, Basispaste, Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste fand sich eine be-
wertete Vitalitit mit dem durchschnittlichen Score von 4,9. Auf zum selben Zeitpunkt chemisch
behandelten Priifkdrpern lag der Score statistisch signifikant niedriger bei durchschnittlich 2,3,
fiir Wasser bei 4 (Abb. 9b). Bei der Fluoridpaste und der Zink-Kurkuma-Paste wurde eine so-
fortige Wirkung beobachtet, hier sanken die Werte zwischen den Entnahmezeitpunkten 47,5 h
und 48 h auf 2,4 und 2,2 statistisch signifikant. (Abb. 9c¢).
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Abbildung 9: Vergleichende graphische Darstellung der Ergebnisse fiir die bewertete Biofilmvitalitit: Mit
dem Scoring-Verfahren ausgewertete Vitalitit der Priifkdrper mit mikrobiellem Biofilm in Boxplot-Darstellung.
Statistisch signifikante Unterschiede sind dargestellt: ns (p > 0,05), * (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p <0,001),
**%% (p <0,0001). Bei den Priifsubstanzen handelte es sich um die Kontrollen Wasser (W) und Basispaste (B-P)
sowie um die experimentelle Fluoridpaste (F-P) und Zink-Kurkuma-Paste (ZK-P). Wahrend einer zweitdgigen
Biofilmbildung in situ wurden bovine Schmelzpriitkdrper von sechs Versuchspersonen in zwei Durchgingen pro
Paste vier (W 47,5 h (n=6), B-P 47,5 h (n=12), F-P 47,5 h (n=12) ZK-P 47,5 h (n=12)) oder ein flinftes Mal (F-P
48 h (n=12) ZK-P 48 h (n=12)) mit verschiedenen experimentellen Zahnpasten geputzt (W geputzt (n=6), B-P
geputzt (n=12), F-P geputzt (n=12), ZK-P geputzt (n=12)) oder umspiilt (W umspiilt (n=6), B-P umspiilt (n=12),
F-P umspiilt (n=12), ZK-P umspiilt (n=12)). Fiir die folgende Ex-vivo-Untersuchung mit einem Fluoreszenzmik-
roskop wurde der Biofilm auf den Priifkoérpern mit LIVE/DEAD® BacLightTM eingeférbt.

a) Vergleich der Score-Werte der Vitalitdt auf Priifkérpern, die nach 47,5 h in situ und viermaligem Spiilen ent-
nommen wurden. Die Priitkdrper wurden in situ nach 30 min, 12 h, 24 h und 36 h fiir 30 s mit Wasser, Basispaste,
Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste umspiilt aber nicht geputzt und nach 47,5 h entnommen. Zu diesem Zeit-
punkt war das letzte Umspiilen 11,5 h her. Die prozentuale Vitalitdt der Priifkorper nach dem Spiilen mit der
Fluoridpaste und der Zink-Kurkuma-Paste unterschied sich statistisch signifikant von den Kontrollgruppen Wasser
und Basispaste. Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests und Dunns Post-hoc-Test konnte ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Substanzen festgestellt werden (W vs. B-P (p = 0,0004), W vs. F-P (p < 0,0001), W vs.
ZK-P (p £0,0001), B-P vs. F-P (p = 0,0330), B-P vs. ZK-P (p = 0,0003)).

b) Vergleich der Score-Werte der Vitalitit auf Priifkérpern, die nach 48 h in sifu entnommen und entweder geputzt
oder umspiilt wurden. Die Priifkérper wurden nach 30 min, 12 h, 24 h, 36 h und 47,5 h fiir 30 s mit Wasser, Ba-
sispaste, Fluoridpaste oder Zink-Kurkuma-Paste umspiilt beziehungsweise geputzt und nach weiteren 30 min zum
Zeitpunkt 48 h entfernt. Der Vergleich der Vitalitét auf umspiilten und geputzten Priitkdrper jeder Priifsubstanz
war statistisch signifikant (fiir B-P, F-P, und ZK-P: Mann-Whitney-U-Test p < 0,05).

¢) Vergleich der Score-Werte der Vitalitdt auf Priifkdrpern, die nach viermaligem Spiilen zu den Zeitpunkten
30 min, 12 h, 24 h und 36 h nach 47,5 h entnommen wurden und der Priifkdrper, die ein fiinftes Mal umspiilt
wurden und nach 30 min zum Zeitpunkt 48 h entnommen wurden. Es lag ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Entnahmezeitpunkten 47,5 h und 48 h innerhalb einer Priifsubstanz vor (Mann-Whitney-U-Test
p <0,05).
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4.2 Rasterelektronenmikroskopie - Biofilmmorphologie

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen unterstiitzten die Fluoreszenzmikroskopie bei der
Veranschaulichung der /n-situ-Biofilme auf den Schmelzproben nach 48 h und 47,5 h. Es wur-
den interindividuelle Unterschiede in der Menge und Struktur des Biofilms zwischen den Pro-
banden festgestellt. Dennoch konnten folgende Aussagen iiber den Einfluss der Zahnpastafor-
mulierung auf die initiale Biofilmbildung getroffen und durch reprisentative Bilder veran-

schaulicht werden.

4.2.1 Visualisierung des In-situ-Biofilms

Bei der morphologischen Untersuchung der adhirenten Bakterien wurden unabhédngig von der
Priifsubstanz tiberwiegend Kokken und nur wenige Stidbchenbakterien gefunden. Die mecha-
nisch gereinigten Priifkorper wiesen eine reduzierte Bedeckung mit Biofilm auf, wobei die An-

zahl der Bakterien auf den geputzten Proben gering war.

Im Rahmen der Untersuchung konnten keine eindeutigen Unterschiede in der Anzahl und struk-
turellen Beschaffenheit der anhaftenden Bakterien und des Biofilms zwischen den umspiilten

Schmelzpriitkdrpern in Abhdngigkeit von der Priifsubstanz festgestellt werden.

Die mit Wasser umspiilten unbehandelten Priifkorper zeigten mehrschichtige Biofilme mit ei-
ner erkennbaren strukturierten Matrix, in die Bakterien eingebettet waren (Abb. 10 b + c). Ge-
putzte Priifkorper zeigten eine mit Pellikelschicht bedeckte Oberfliache und einzelne anhaftende
Bakterien (Abb. 10a, 11a, 12a, 13a). Das Umspiilen der Priifkdrper mit der Basispaste, der Flu-
oridpaste und der Zink-Kurkuma-Paste fiihrte zur Ausbildung von Kolonien, die sich durch
Mehrschichtigkeit bis hin zur vollstdndigen Bedeckung der Oberfliche mit Biofilm auszeich-
neten (Abb. 11-13 jweils b + ¢).
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4.2.1.1 Kontrolle mit Wasser

1.000 10.000

a)

geputzt

b)

Ungeputzt
48 h

c)
Ungeputzt

47,5h

potMagn  Det W
0 10000x SE

Abbildung 10: Reprisentative REM-Bilder eines 48 h Biofilms der Kontrollgruppe, jeweils bei 1.000-facher
und 10.000-facher VergroBerung und mit Wasser gespiilt. a) Gereinigter Schmelzpriifkdrper mit Biofilm und ein-
zelnen Bakterien. b) Ungereinigter 48 h und ¢) 47,5 h Biofilm mit strukturierter Matrix. Die Bakterien waren meist
kokkenformig und teilweise stébchenférmig. Die Baterien hatten eine intakte Morphologie.
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4.2.1.2 Basispaste
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Abbildung 11: Reprisentative REM-Aufnahmen eines In-situ-Biofilms, behandelt mit der Basispaste. Dar-
gestellt sind Bilder der Priifkorper in 1.000-facher und 10.000-facher Vergroerung. Die Versuchsdauer betrug fiir
a) + b) 48 h und fiir ¢) 47,5 h. Die 47,5 h Priifkérper wurden viermal gespiilt, es folgte ein weiteres Umspiilen
oder Putzen und die Entnahme nach 30 min zum Zeitpunkt 48 h. a) Der geputzte Priifkorper zeigte eine mit Pellikel
bedeckte Oberflédche mit einzelnen adhdrenten Bakterien. b) + ¢) Die umspiilten Priifkorper zeigten hauptséchlich
Kokken, es waren auch Stdbchen zu finden. Zwischen den Bakterien ist die Biofilmmatrix zu erkennen. Die Bak-
terien hatten eine intakte Morphologie. Es sind einzelne eckige Partikel (1) zu erkennen.
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4.2.1.3 Fluoridpaste
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Abbildung 12: Reprisentative REM-Bilder eines In-situ-Biofilms mit der experimentellen Fluoridpaste:
Dargestellt sind Aufnahmen der Priifkdrper in 1.000-, 10.000- und 20.000-facher VergréBerung. Die Tragedauer
der Schienen, die mit Schmelzpriifkérpern bestiickt sind, betrug fiir a) + b) 48 h, fiir ¢) 47,5 h. Die 47,5 h Priifkor-
per wurden viermal gespiilt, es folgte ein weiteres Umspiilen und Putzen und die Entnahme nach 30 min zum
Zeitpunkt 48 h. a) Der geputzte Priifkorper zeigte eine mit Biofilm bedeckte Oberfliche mit Putzkoérperriickstén-
den. b) + ¢) Die umspiilten Priifkérper zeigten hauptsichlich Kokken, es waren auch Stibchen zu finden. In der
20.000-fachen Vergroferung waren eckige Partikel zu finden (1). Die Bakterien hatten eine intakte Morphologie.
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4.2.1.4 Zink-Kurkuma-Paste
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Abbildung 13: Reprisentative REM-Bilder eines In-situ-Biofilms, im Versuchsablauf mit der Zink-Kur-
kuma- Paste. Zu sehen sind REM-Bilder der Priifkorper in 1.000-, 10.000- und 20.000-facher Vergréferung. Die
Tragedauer der Schienen, die mit Schmelzpriitkdrpern bestiickt waren, betrug fiir a) + b) 48 h, fiir ¢) 47,5 h. Die
47,5 h Priifkérper wurden zuletzt zum Zeitpunkt 36 h gespiilt. Nach 47,5 h wurden sie entnommen. Es folgte ein
weiteres umspiilen und Putzen und die Entnahme nach zusétzlichen 30 min zum Zeitpunkt 48 h. a) Der geputzte
Priifkorper zeigte eine bakterienfreie Oberfldche, lediglich Pellikel war zu erkennen. b) + ¢) Die umspiilten Priif-
korper zeigten hauptsichlich Kokken, es waren auch Stdbchen zu finden. Zwischen den Bakterien war die netzar-
tige Biofilmmatriz zu erkennen. Nach 48 h waren bakterienfreie Areale zu finden (1) sowie Putzkorperriickstinde
(2). Die Bakterien zeigten eine intakte Morphologie.

4.2.2 Energiedispersive Rontgenspektroskopie

Die energiedispersive Rontgenspektroskopie ermdglichte morphologische Analysen und repra-
sentative Elementaranalysen. Genutzt wurde sie fiir die Identifizierung von Zahnpastartickstén-
den und Biofilmbestandteilen sowie fiir die Analyse von Oberfldchenverdnderungen an Priif-
korpern. Ergebnisse der EDX-Messungen werden im Folgenden beispielhaft vorgestellt. Es er-
folgte eine EDX-Untersuchung der Zahnpasten (Abb. 14), eine des nur mit Wasser behandelten
Biofilms (Abb. 15) sowie des mit den experimentellen Zahnpasten umspiilten Biofilms (Abb.
16). In Tabelle 4 wurde iiber die Summenformel von humanem Zahnschmelz die vorhandenen

Elemente quantifiziert.
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Tabelle 4: Elementaranalyse von Cag(Na),(PO),s5(CO);(OH),(F)

Element Symbol Wt%
Calcium Ca 13,78
Natrium Na 0,087
Fluoride F 0,072
Sauerstoff @) 29,95
Wasserstoff H 0,038
Kohlenstoff C 1,377
Phosphor P 53,24

Mittels Summenformel ermittelte Elemte in Gewichtsprozente [Wt%] von Schmelz. Bei der Summenformel
handelt es sich um humanen Schmelz. Calcium, Sauerstoff und Phosphor lagen zweistellig vor, wihrend Wasser-
stoff, Fluoride und Natrium unter der EDX-Nachweisgrenze von 0,1 Gew.% lagen.
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Abbildung 14: Elementaranalyse der experimentellen Pasten: B-P, F-P und ZK-P. Mittels EDX wurde die
Elementzusammensetzung einer Probenoberflidche bestimmt. Diese Auswertung lieferte sowohl eine qualitative
als auch eine quantitative Analyse der in der Probe enthaltenen Elemente. Sie wurde verwendet, um die vorhan-
denen Elemente der Inhaltsstoffe zu bestimmen. Der Massenanteil in Gewichtsprozent [Wt %] beschrieb den re-
lativen Anteil eines Elements an der Gesamtmasse. Dargestellt ist die Elementanalyse der Basispaste (a), der Flu-
oridpaste (b) und der Zink-Kurkuma-Paste (c). Nachgewiesen werden konnten die Elemente Kohlenstoff, Natrium,
Sauerstoff, Fluorid, Zink, Silizium und Chlor. Die Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste wiesen zusitzlich Titan
auf. Der Fluoridgehalt war in der Fluoridpaste (b) mit 0,63 Gew.% am hochsten. Zink war in der Zink-Kurkuma-
Paste mit 3,71 Gew.% vertreten. Den Hauptanteil an Gew.% nahm bei allen drei Pasten Sauerstoff ein mit 33-43
Gew.%, gefolgt von Silizium als Putzkoérperbestandteil mit 26,3-36 Gew.%.
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Kbbildung 15: EDX-Aufnahmen eines Schmelzpriifkérpers zum Zeitpunkt 47,5 h nach Umspiilen mit Was-
ser. Fiir die meisten Elemente mit einer Ordnungszahl > 10 liegt die Nachweisgrenze bei 0,1 Gew.%. Mittels
dieser Untersuchung lie sich ein nahezu ungestorter Biofilm analysieren. Es zeigten sich ein hoher Peak von

Kohlenstoff, mittlere Peaks von Sauerstoff, Phosphor und Calcium sowie niedrige Peaks von Magnesium, Nat-
rium, Stickstoff und Fluorid.
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Abbildung 16: EDX- Aufnahmen eines Biofims auf einem Schmelzpriifkorper nach 47,5 h. Das letzte Um-
spiilen fand zum Zeitpunkt 36 h statt. Schmelzpriifkorper die mit b) Fluoridpaste oder ¢) Zink-Kurkuma-Paste
umspiilt wurden wiesen mineralische Auflagerungen auf. Diese zeigen sich als hohe Peaks von Calcium und Phos-
phor. AuBerdem sind Zahnpastariickstéinde in Form von Silizium- und Aluminiumpeaks 11,5 h nach dem letzten
Umspiilen im Biofilm nachweisbar.

4.2.2.1 Gegeniiberstellung der Gewichtsprozente

In Tabelle 5 wurden die stichprobenartig ermittelten Gewichtsprozente der verschiedenen
Durchldufe verglichen. Die Calcium-, Phosphor-, Magnesium- sowie Fluoridwerte waren in
den mit mikrobiellem Biofilm besiedelten und mit Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste um-

spiilten Priifkérpern erhdht. Silizium wurde als Putzkorperriickstand nachgewiesen.

- 50 -



Ergebnisse

Tabelle 5 Gegeniiberstellung der in verschiedenen Analysen nachgewiesenen Elemente in [Wt%)]

Zahnpastaausstriche 47,5 h Biofilmbildung,
umspiilte Priifkorper
B-P F-P ZK-P | Wasser B-P F-P ZK-P
Calcium Ca 13,78 12,81 6,68 22,10 19,67
Phosphor P 53,24 7,88 5,32 12,15 11,26
Fluoride F 0,072 0,25 0,63 0,46 0,09 0,15 0,82 0,59
Magne- Mg 0,25 0,47 0,77 0,59
sium
Silizium Si 1,09 27,28 | 26,34 1,16 1,15 1,33

Betrachtet wurden die erhobenen Werte von den Elementen Ca, P, F, Mg und Si in Gewichtsprozent [Wt%].
Die Werte von Schmelz wurden durch die Summenformel ermittelt, Zahnpastaausstriche wurden mittels EDX
untersucht. Der untersuchte Priifkdrper wurde nach 30 min, 12 h, 24 h und 36 h fiir 30 s mit der jeweiligen Paste
oder Wasser gespiilt, aber nicht geputzt. Die Auswertung erfolgte mittels EDX. Die Calciumwerte zeigten sich bei
der Fluoridpaste und Zink-Kurkuma-Paste erhoht, Phosphor ist im Vergleich zum Kontrolldurchgang mit Wasser
und der Basispaste ebenfalls vertreten. Als Putzkorperriickstand konnte Silizium im 47,5 h altem Biofilm nachge-
wiesen werden, das letzte Umspiilen erfolgte 11,5 h vor Entnahme des bovinen Schmelzpriifkorpers.

4.2.3 Mapping Zahnpasten

In Verbindung mit einem Rasterelektronenmikroskop ermoglicht das Mapping die Visualisie-
rung und Analyse der rdumlichen Verteilung bestimmter Elemente auf der Oberflache einer
Probe. Hierdurch ist es moglich, detaillierte Einblicke in die Struktur und Zusammensetzung
von Materialien auf mikroskopischer Ebene zu erhalten. Eine Mapping-Untersuchung der
Zahnpasten erfolgte, um die Inhaltsstoffe nachzuweisen und mit den Ergebnissen der Elemtar-
analyse abzugleichen. Hierbei konnte Kohlenstoff, Chlorid, Natrium, Stickstoff, Sauerstoff, Si-

lizium und Titan dargestellt werden, wobei Silizium sich als kugelformiger Partikel zeigte.
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Abbildung 17: Mapping Aufnahmen der drei verwendeten experimentellen Zahnpasten. Jedem Element
wurde eine Farbe zugeordnet. Die Aussagekraft entstand durch den Vergleich mit dem Elektronenbild. a) Inner-
halb der Basispaste (B-P) zeigte sich eine gleichméBige Verteilung von Kohlenstoff (rot), Chlorid (tiirkis), Natrium
(hell tiirkis), Stickstoff (griin), Sauerstoff (blau), Schwefel (schwach tiirkis). Silizium (gelb) und Titan (pink) zeig-
ten sich unregelmaBig verteilt. b) Die Fluoridpaste (F-P) zeigte eine gleichméfige Verteilung von Chlorid (tiirkis),
Natrium (hell tiirkis) und Stickstoff (griin). Titan (pink), Kohlenstoff (rot), Sauerstoff (blau) und Silizium (gelb)
zeigten sich nicht gleichméBig verteilt. Schwefel ist nicht nachweisbar. ¢) In der Aufnahme der Zink-Kurkuma-
Paste (ZK-P) stellten sich Kohlenstoff (rot), Chlorid (tiirkis), Natrium (hell tiirkis), Stickstoff (griin) und Sauerstoff
(blau) gleichméBig verteilt dar. Silizium (gelb) und Titan (pink) waren unregelméBig verteilt. Schwefel konnte in
der Zink-Kurkuma-Paste nicht nachgewiesen werden.
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5 Diskussion

5.1 Probanden

Die Versuchspersonen waren Studierende der Zahnmedizin mit gutem Mundhygienestatus.
Diese Gruppe représentiert einen Biofilmphénotyp, der sich von Patienten mit oralen Erkran-
kungen differenzieren kann (Takahashi & Nyvad, 2008). Inwieweit sich diese Phinotypen in
ihrer Resistenz gegeniiber antibakteriellen Substanzen unterscheiden, ist noch unklar. Der den-
tale Biofilm stellt einen wesentlichen Faktor bei der Atiologie von Karies und Gingivitis dar,
da eine Reduktion des Biofilms mit einer Reduktion der Karies- und Gingivitisinzidenz einher-

geht (Lée, 2000).

Die Anzahl der Probanden wurde anhand von Vergleichsstudien mit vergleichbarer Methodik
festgelegt (Arweiler et al., 2021; Giertsen et al., 2000; C. Hannig et al., 2008; Martinez-
Hernéndez et al., 2020; Tawakoli ef al., 2012; Zaura & Cate, 2003). Die Durchfiihrung von /n-
situ-Untersuchungen zur Analyse von intraoral gebildeten Biofilmen oder Pellikeln ist zeitin-
tensiv. Dies gilt sowohl fiir die Probenvorbereitung und -analyse durch die Wissenschaftler als
auch fiir die Bereitschaft der Probanden. So mussten die Studienteilnehmer im Rahmen dieser
Dissertation acht Mal fiir einen Zeitraum von jeweils 48 h Kunststoffsschienen tragen und wiéh-
rend dieser Zeit ihre gewohnte Mundhygiene modifizieren. Daher war nicht nur die Ausdauer,
sondern auch die Verlésslichkeit der Probanden von entscheidender Bedeutung. Die Rekrutie-
rung von Studienteilnehmern fiir eine solche Studie ist eine Herausforderung. Deshalb wurden

Studierende, die ebenfalls wissenschaftlich arbeiteten, als Probanden rekrutiert.

5.2 Prifkorper

Eine Anforderung fiir Proben einer /n-situ-Studie ist eine homogene und standardisierte Her-
stellung. Da menschliche Zéhne aufgrund der begrenzten Verfiigbarkeit und der Qualititsun-
terschiede wegen Infektionsanfalligkeit und ihrer variablen chemischen und physikalischen Ei-
genschaften weniger geeignet sind, wurden in dieser Studie bovine Schmelzproben als Priitkor-
per verwendet (Hannig ef al., 2007). Bovine Proben stellen trotz einiger Unterschiede, wie z.B.
groflere Schmelzkristalle, eine geeignete Alternative dar. Untersuchungen zeigen eine nahezu
identische chemische Zusammensetzung von bovinem und humanem Zahnmaterial, was die

Praktikabilitdt von Untersuchungen an bovinen Proben unterstreicht (Esser ef al., 1998).
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Die Befestigung der bovinen Proben erfolgte an der bukkalen Seite der Tiefziehschienen (Naka-
michi et al., 1983; Hannig et al., 2005; Hannig et al., 2007). Diese Lokalisation wurde gewahlt,
da der Proband so beim Sprechen weniger eingeschrinkt und die Aspirationsgefahr bei Ablo-
sung reduziert war. AuBlerdem konnte die Storung des Biofilms durch mechanische Kréfte wie

der Zunge reduziert werden.

5.3 Studiendesign

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden /n-situ-Untersuchungen durchgefiihrt. Im Ver-
gleich zu In-vitro-Untersuchungen weist die vorliegende /n-situ-Studie eine gesteigerte klini-
sche Aussagekraft auf. /n-vitro-Studien werden oft an planktischen Bakterien sowie Monokul-
turen realisiert, wobei die antibakterielle Substanz in der Regel {iber einen ldngeren Zeitraum
appliziert wird, als dies in der Klinik {iblich ist. Im Gegensatz dazu bildet sich in der Mundhdhle
ein komplexer Biofilm aus einer Vielzahl von Mikroorganismen. Dieser ist widerstandsfahiger
gegen antibakterielle Substanzen als Planktonbakterien. Zusétzliche Faktoren wie Speichel und
Gewebekontakt kommen intraoral hinzu. Folglich kann die Giiltigkeit der Resultate einer /n-
vitro-Studie nicht mit Sicherheit durch eine In-situ- oder In-vivo-Studie nachgewiesen werden.
Dennoch konnen sie fiir eine priklinische Testung potenzieller Substanzen eingesetzt werden

(Guggenheim et al., 2001; West et al., 2011).

Die vorliegende Studie wurde als Crossover-Design konzipiert. Im Rahmen dieser Studie wur-
den alle Probanden und Probandinnen mit sdmtlichen Substanzen konfrontiert, wobei sie
gleichzeitig als ihre eigene Kontrollgruppe fungierten. Die Realisierung der vorliegenden Stu-
die war nur unter Berlicksichtigung einer wesentlichen Voraussetzung moglich, der Auswasch-
phase. Es war von essenzieller Bedeutung, dass die Auswaschphase eine hinlidngliche Linge
aufwies, damit keine Nachwirkungen im Folgeversuch zu beobachten waren (Wellek & Blett-
ner, 2012). Uber die Dauer der Auswaschphase gibt es in der Literatur unterschiedliche Anga-
ben. Zur Bestimmung der Auswaschphase wird CHX herangezogen, da es als Goldstandard die
hochste Substantivitit aufweist. CHX verbleibt nach einmaligem Spiilen in der Mundschleim-
haut und kann die Keimzahl im Speichel bis zu 12 h reduzieren (Mathur et al., 2011). Die Be-
siedlung der Zahnoberfldche mit Bakterien erfolgt nach 24 h nach dem iiblichen Muster (Schigtt
etal., 1970). Aus diesem Grund wurde zwischen den einzelnen Versuchen eine Auswaschphase
von mindestens einem ganzen Tag eingehalten. Aus mehreren Griinden wurde die Tragedauer
von 48 h gewihlt. Eine Tragedauer von nur 24 h erwies sich in Vorversuchen als ungiinstig, da

nicht geniigend Biofilm gebildet wurde, um die Vitalitdt zu beurteilen und die Bedeckung der
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Priifkérper zu quantifizieren. 48 h alter Biofilm zeigte in anderen Studien eine relativ reife
Struktur, die ein rdumlich komplexes Kanalsystem entwickelt hat, wie es in natiirlichen leben-
den Biofilmen zu finden ist (Costerton et al., 1995; Gu et al., 2012). Es wurden flinf Spililungen
innerhalb von 48 h durchgefiihrt. Da der zeitliche Abstand zwischen zwei Entnahmepunkten
entweder 30 min oder 11,5 h zum letzten Umspiilen betrug, konnte eine Aussage sowohl {iber
den Soforteffekt als auch iiber den Langzeiteffekt getroffen werden. Gerade die Persistenz der
Wirkung ist eine Anforderung an Wirkstoffe in Zahnpasten. Sie ist abhéngig von der Verweil-
dauer der Substanz in der Mundhohle (Brading & Marsh, 2003; Elworthy et al., 1996). Von
Interesse ist aulerdem, welcher Effekt auf die Additive zuriickzufiihren ist und welcher auf
klassische Zahnpastabestandteile wie Bindemittel, Losungsmittel, Tenside oder Putzkorper.

Dies war durch die Negativkontrolle mit Wasser und die Verwendung der Basispaste mdglich.

Die Mundhygiene mit Zahnpasta oder anderen Mundspiillésungen war den Probanden wéhrend
der Untersuchungen nicht erlaubt. Die tempordre Lagerung der Schiene au3erhalb des Mundes
in einer Kammer mit feuchter Atmosphédre war lediglich zum Essen und zum Zahneputzen mit
Wasser gestattet. Auf diese Weise kann sich der Biofilm, der sich in situ bildet, von dem phy-
siologischen Biofilm in dem Sinne unterscheiden, dass er nicht durch den mechanischen Ein-
fluss der festen Nahrung gestort wird. Eine kontinuierliche Uberwachung der Probanden wiih-
rend der zwei Tage des Experiments war nicht mdglich. Deshalb muss bei der Evaluierung der

Resultate auch die Compliance der Probanden beriicksichtigt werden (West et al., 2011).

5.4 Diskussion der Auswertungsverfahren

Verschiedene Methoden kdnnen eingesetzt werden, um einzelne adhdrente Bakterien oder Bak-
terienagglomerate auf der Priifkdrperoberfliche nachzuweisen und sichtbar zu machen. Die
Lichtmikroskopie oder die konfokale Laserscanmikroskopie dienen nach geeigneter Farbung
der Darstellung lebender und toter Mikroorganismen (Hannig et al., 2007). Rasterelektronen-
mikroskopie und Transmissionselektronenmikroskopie bieten sich fiir die morphologische Be-
schreibung des Biofilms an. Diese Verfahren ermdglichen detaillierte Aufnahmen bis zu
200.000-facher VergroBerung, haben aber den Nachteil einer aufwindigen Fixierung und an-
schlieBenden Einbettung (Hannig, 1999; Nyvad & Fejerskov, 1987). Die selektive Kultivierung
von Bakterienarten ermoglicht lediglich die Erfassung eines Teils des Spektrums der im Zahn-
biofilm vorhandenen Mikroorganismen. Es besteht ein Bedarf an einfachen, direkt anwendba-
ren Verfahren zur unmittelbaren Darstellung von Bakterien, wobei eine Entfernung der Bakte-

rien aus dem natiirlichen Umfeld vermeidbar sein sollte (Hannig et al., 2007).
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5.4.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die Frage der Quantifizierung von Bakterien, die Biofilme besiedeln, wird kontrovers disku-
tiert. In der Vergangenheit wurden Methoden wie Transemissionselektronenmikroskopie, Plat-
tenkulturtechniken und Lichtmikroskopie untersucht und eingesetzt. Die elektronenmikrosko-
pische Quantifizierung von Bakterien ist aufgrund der aufwendigen Fixierungs- und Einbet-
tungsverfahren zur Visualisierung des mikrobiellen Biofilms mit einem hohen Aufwand ver-
bunden (C. Hannig & Hannig, 2009). Die Methode, Bakterienzellen mit Fluoreszenzfarbstoffen
anzufarben und mikroskopisch darzustellen, wurde bereits 1983 von Netuschil angewendet. Als
Farbstoffe wurden Ethidiumbromid und Fluoreszindiacetat verwendet (Netuschil ez al., 1998).
Ethidiumbromid ist fiir die Quantifizierung weniger geeignet, da es mutagen, toxisch und in-
stabil ist. Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass die Vitalitit der Bakterien nach
einer Farbung mit Ethidiumbromid sehr schnell abnimmt (Tawakoli et al., 2012). Als Alterna-
tive kann die Live-Dead-Fiarbemethode in Erwégung gezogen werden. Im Rahmen dieser Me-
thode erfolgt eine Anfarbung der Bakterien, wobei die emittierte Lichtfarbe von der Vitalitit
der Bakterien abhéngig ist. Dabei wird fiir lebensfahige Bakterien griines Licht und fiir avitale
Bakterien rotes Licht emittiert. Die Farbung erlaubt eine Differenzierung. Dies ermdglicht bei-
spielsweise bei der Messung antimikrobieller Substanzen einen Vergleich der Reaktion des
Biofilms mit dessen natiirlichem Verhalten. Des Weiteren ist eine Differenzierung zwischen
antiadhdsiven und antibakteriellen Praparaten mdglich. Die Live-Dead-Methode basiert auf der
Anwendung zweier unterschiedlicher Prinzipien der Penetration des bakteriellen Mikroorga-
nismus. Einerseits erfolgt die Einbringung des Farbstoffes in die aktive Zelle {iber den Stoff-
wechsel, andererseits spielt die Permeabilitit der bakteriellen Zellwand eine Rolle (Biazevic et

al., 2008; C. Hannig & Hannig, 2009; Tawakoli et al., 2012).

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde der Farbstoff SYTO 9 verwendet, welcher durch
die Membran diffundiert und eine Bindung mit den Nukleinsduren eingeht. Die Bindung stellt
sich griin fluoreszierend dar. Sowohl Zellen mit intakter Membran als auch Zellen mit bescha-
digter Membran werden von SYTO 9 angefarbt. Ein zweiter Farbstoff, Propidiumiodid, kann
nur in geschidigte Zellen diffundieren und stellt sich rot flouresziert dar. Aufgrund der hdheren
Affinitdt von Propidiumiodid zu Desoxyribonukleinsduresequenzen werden avitale Zellen rot
und intakte Bakterien griin angefarbt (Chung et al., 1993). Aufgrund ihrer Konzentrationsab-
héngigkeit und ihrer unzureichenden Anwendbarkeit fiir multispezifische Biofilmmodelle wer-
den diese Farbemethoden von Neutschil ez al. (1998) kritisiert. Des Weiteren ist ein Vitalitits-

verlust der griinen Zellen durch zu lange Belichtungszeiten im Mikroskop moglich. Wie die
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Bakterien mit den Farbstoffen interagieren und wie sie die Vitalitdt der Bakterienzelle beein-
flussen, muss differenziert untersucht werden, um zwischen den angeférbten Zellen und dem
tatsdchlichen Zustand des Biofilms zu differenzieren. Ein weiterer positiver Aspekt der Fluo-
reszenzmikroskopie ist, dass der Biofilm angefarbt werden kann, ohne ihn von der Trégerober-
fliche zu l16sen. Das Losen des Biofilms, z.B. bei der Plattenkultivierungsmethode, kann zu
Abweichungen zwischen verschiedenen Messmethoden fithren (C. Hannig & Hannig, 2009;

Tawakoli et al., 2012).

5.4.2 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie stellt ein geeignetes Verfahren zur Untersuchung der ultra-
strukturellen Morphologie des Biofilms dar. Weitere Methoden sind die Transmissionselektro-
nenmikroskopie oder die Rasterkraftmikroskopie. Mehrere Untersuchungen oraler Biofilme
wurden bereits mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie durchgefiihrt (C. Hannig et al.,
2009; Kour et al., 2019; Wood et al., 2000). Die aufwendige Priparation der Proben fiir die
elektronenmikroskopische Untersuchung erméglicht eine ergéinzende Beschreibung der statis-
tisch analysierten Fluoreszenzmikroskopie-Bilder durch REM-Bilder. Sowohl Ubersichtsbilder
als auch einzelne Bakterienzellen kénnen mit VergroBerungen von 500-fach bis 20.000-fach
bis zu in den Mikrometerbereich dargestellt werden. Die fluoreszenzbasierte Untersuchung eig-
net sich zur Quantifizierung von lebenden und toten Bakterien, wiahrend die Rasterelektronen-
mikroskopie Oberfldchenstrukturen detaillierter beschreiben kann. AuBBerdem lassen sich Arte-
fakte besser als solche erkennen, wenn beide Methoden verwendet werden (Surman et al.,
1996). Die Qualitit der Aufnahme spielt eine entscheidende Rolle bei der Interpretation raster-
elektronenmikroskopischer Aufnahmen. Die Darstellung der Bilder ist grau. Wegen dieser

Graustufen sind sowohl Aufldsung als auch Kontrast wichtig (Bergmans et al., 2005).

Die EDX-Analyse wurde durchgefiihrt, um die in der Oberfldchenschicht vorhandenen Ele-
mente nachzuweisen. Ziel der EDX-Analyse war der Nachweis, dass nach aufeinanderfolgen-
dem Auftragen verschiedener Zahnpasten die Inhaltsstoffe tatsdchlich als Niederschlag nach-
weisbar ist. Dariiber hinaus sollten mogliche Verdnderungen durch Zahnpasta-Inhaltsstoffe auf-
gezeigt werden. Ein Wirkmechanismus der antikariosen Wirkung der topischen Fluoridierung
ist die Ausféllung von Calciumfluorid (Scholz et al., 2019). Der Calciumgehalt von Rinderzih-
nen zu menschlichen Zdhnen ist dhnlich (Davidson et al., 1973), wéihrend der Fluoridgehalt in
bovinen Zéhnen geringer ist (Laurance-Young ef al., 2011). In einer Studie von Rodemer et al.,
aus dem Jahr 2022 wurde eine dhnliche Analyse gewihlt. Auch hier war eine Anreicherung von

Fluorid in der Elementaranalyse nachweisbar (Rodemer et al., 2022). In der Studie von Scholz
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et al. (2019) wurde herausgearbeitet, dass die Pellikel die Fluoridausfallung reduziert. Eine Mi-
neralausfdllung von Calcium, Phosphor und Magnesium wurde nachgewiesen. Dies ist auch in
dieser Studie bei den Durchgéngen der Priitkorper mit einem 47,5 h besiedeltem Biofilm der
Fall. Die Mineralausféllung ist im Vergleich zu den mit Wasser gespiilten Priifkdrper groBer,
was durch die Konzentration an Fluorid in den Pasten erklirt werden konnte. Dass auch bei
dem Durchgang mit Wasser Mineralausfallung stattfindet, verdeutlicht die Pufferkapazitit des
Speichels. Es konnten Zahnpastabestandteile wie Silizium und Aluminium in den umspiilten
Biofilmen gefunden werden, somit kann eine Substantivitét dieser Bestandteile vermutet wer-
den. Schwefel weist auf den stattfindenden Stoffwechsel hin. Die Analyse erfolgte stichproben-
artig und lediglich deskriptiv. AuBerdem ist nicht klar, wie die jeweiligen Elemente gebunden
sind. Unterschiede in den stichprobenartigen EDX-Analysen konnen durch die probandenab-
héngigen pH-Wert Unterschiede erkldrt werden. Auerdem unterscheidet sich die Einstellung
des Anlayse Tools welche Elemente ausgewihlt wurden, je nachdem welcher Peak ausgewdhlt

wurde. Somit ist die Anzahl der untersuchten Elemente nicht in jeder Probe einheitlich.

5.4.3 Quantifizierung durch Scoring

Zur systematischen Erfassung der Biofilmbedeckung auf Schmelzoberflichen wurde bereits in
fritheren Untersuchungen ein Scoring-System eingesetzt (Rupf et al., 2012). Die Erfassung so-
wohl diinn als auch mehrschichtig bedeckter Priifkorper ist eine Anforderung an das Scoring-

System.

Bei der Beurteilung der Vitalitdt ist das Beurteilungsverfahren nach Score-Werten insbesondere
bei geringer Keimbesiedlung, wie sie bei mechanisch gereinigten Priifkdrpern auftritt, einge-
schrankt. Es sei darauf hingewiesen, dass die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen Aus-
schnitte darstellen, sodass die Auswahl eines Teilbereichs moglich ist, der ein einzelnes, bei-
spielsweise rot fluoreszierendes Bakterium darstellt. In diesem Fall wire der Scoring-Wert eins.
Im Gegensatz dazu wére der Scoring-Wert fiir ein einzelnes griines Bakterium fiinf. Daraus
wird ersichtlich, dass das Scoring-System hinsichtlich der Auswertung der Vitalitdt vor allem
fiir Oberfléchen aussagekréftig ist, die von einem mikrobiellen Biofilm bedeckt sind. In diesem
Fall ist der betreffende Bildausschnitt aufgrund der Menge an Bakterien geringeren Schwan-
kungen unterworfen. Bei stark besiedelten Priifkérpern ist das Scoring-System als Referenz
wichtig, da es sich an den Entwicklungsstadien des Biofilms orientiert. Da zwischen tiefem,
mehrschichtigem und etabliertem Biofilm vs. vereinzelt vorliegender Bakterien differenziert

wird, kann der Biofilm in seiner Gesamtstruktur bewertet werden (Rupf et al., 2012).
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5.4.4 Quantifizierung durch das Bildverarbeitungsprogramm ImagelJ

Zur Auswertung der Fluoreszenzmikroskopbilder wurde die Software Imagel verwendet. Ent-
wickelt wurde diese frei verfiigbare Software 1987 von Rasband. Sie ist eines der populérsten
wissenschaftlichen Programme, um Bilddateien zu analysieren (Schneider ef al., 2012). Fiir die
manuelle Auswahl der Bakterien und die Berechnung der Anzahl und Helligkeit der Pixel
wurde diese Software verwendet. Zur Bestimmung der Bedeckung wurde die Pixelanzahl der
ausgewdhlten Bakterien in den Farbbildern gemessen. Zur Quantifizierung der Vitalitit wurden
die grauen Bilder des roten und griinen Filters getrennt berechnet. Beriicksichtigt wurde neben
der Pixelanzahl auch die Leuchtkraft der Pixel. Infolgedessen erhalten {iberlagerte Bakterien
aufgrund ihrer hoheren Leuchtkraft einen hoheren Wert. Auf diese Weise ist eine genauere
Bestimmung der Vitalitét eines komplexen Biofilms moglich. Allerdings kann dies auch zu
einer Verzerrung der Ergebnisse fithren, insbesondere wenn die Biofilmdicke heterogen ist und
das dargestellte Areal sowohl dicht besiedelte als auch aus schwach besiedelte Bereiche enthilt.
In Abhdngigkeit von der Menge des vorliegenden Biofilms erfolgt eine Anpassung der Expo-
sitionszeit. Sie ist kiirzer, wenn eine grofle Bedeckung und ein dicker Biofilm vorhanden sind,
als wenn eine geringe Bedeckung und ein diinner Biofilm vorhanden sind. Wenn in einem Bild
dicke und diinne Biofilme nebeneinander vorhanden sind, wird die Belichtungszeit an die di-
cken Bereiche angepasst. Dadurch wird vermieden, dass die Bakterien aufgehellt werden und
sich auf dem Bild zu einem hellen Bereich zusammenschlieBen. Dies fiihrt jedoch dazu, dass
Bakterien in diinnen Bereichen weniger Belichtungszeit erhalten. Dadurch werden sie weniger
hell dargestellt und erhalten bei der Auswertung falschlicherweise niedrigere Werte. AuBBerdem
ist nicht die Anzahl der Bakterien Gegenstand der Berechnung, sondern die Anzahl der Pixel.
Dies hat zur Folge, dass unterschiedlich gro3e Bakterien unterschiedliche Messwerte erhalten.
Besonders beim Vergleich von Kokken und Stébchen wird diese Diskrepanz deutlich. Teil-
weise sind die rot emittierenden Bakterien auch grofer und suggerieren so hohere Avitalitét.
AuBerdem ist die Deutung der Vitalititswerte bei geringer Biofilmbedeckung eingeschrénkt.
Bei einer Besiedlung des Priifkorpers mit nur wenigen Bakterien beeinflusst der Vitalitdtswert
vereinzelter Bakterien das Ergebnis stirker als bei einer grofleren, reprisentativen Menge. Zu-
satzlich konnen Oberflachenstrukturen der Priitkorper die Auswertung beeinflussen. Fiir Dentin
wire die Quantifizierung einer Biofilmbedeckung aufgrund der Eigenfluoreszenz der Dentin-
tubuli stark erschwert. Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Analyse mit dem Scoring-

System subjektiver ist als die Analyse mit ImagelJ, die Auswertung mit ImageJ jedoch die oben
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genannten Schwichen aufweist. Mit anderen Techniken wie der Durchflusszytometrie hitten

diese vermieden werden konnen (Gasol & Del Giorgio, 2000).

5.5 Diskussion der Ergebnisse - Einfluss der Zahnpasten

Die Ausbildung des Biofilms unterschied sich zwischen den Probanden unabhéngig von der
verwendeten Zahnpasta. Ursache hierfiir konnen die Erndhrungsweise, die Speichelmenge und

das individuelle Mikrobiom der Probanden sein.

Nach 48 h in situ wurden im Biofilm iiberwiegend kokkenformige Bakterien identifiziert. Ein
Biofilm édhnlich der supragingivalen Plaque ist bei Platzierung der Priifkérper im Molarenbe-

reich zu erwarten.

Die In-situ-Studie bestdtigt, dass die Anreicherung von Zahnpasten mit antibakteriell wirksa-
men Substanzen eine unterstiitzende Maflnahme im Konzept des Biofilmmanagements darstel-
len kann. Die bei der Anwendung der Pasten beobachtete Reduktion der Bakterienzahl bestétigt
die Eignung chemischer Mittel als Ergéinzung zur mechanischen Zahnreinigung bei Patienten

mit verminderter Compliance (Martinez-Hernandez et al., 2020; Cate & Marsh, 1994).

5.5.1 Kontrollversuch mit Wasser und Basispaste

Eine bereits in vorangegangenen Untersuchungen bewidhrte Methode um den Effekt von Wirk-
stoffen darzustellen ist die negative Kontrolle mit Wasser (Martinez-Hernandez et al., 2020).
Wie auch in vergleichbaren Studien waren auch auf ungestértem Biofilm tote Bakterien zu fin-
den (Arweiler et al., 2004; C. Hannig et al., 2007; Netuschil et al., 1998). Die Vitalitit der
Gesamtbiomasse lag bei den verschiedenen Probanden durchschnittlich bei 77% was darauf
hindeutet, dass die Handhabung der Biofilmproben ex vivo keinen Einfluss auf das Uberleben
der Zellen hatte und dass abgestorbene und geschédigte Zellen einen geringen Anteil der Bio-
filme in vivo ausmachen. In einer Studie von Rabe et al. aus dem Jahr 2015 mit Schmelzplatt-
chen auf Implantat Abudments zeigte sich nach 7 Tagen Tragedauer eine Biofilm-Vitalitdt von
71-98% (Rabe et al., 2015). Dies deckt sich mit den vorliegenden Daten des Kontrolldurchgan-
ges. Die Priifkdrper wiesen tiberwiegend grof3e Bakterienagglomerate und mehrschichtig orga-
nisierte Biofilme auf. Eine vollstindige Biofilmbedeckung war bei den mit Wasser gespiilten
Priifkérpern hiufig. Die mittels Fluoreszenzmikroskopie gewonnenen Erkenntnisse wurden
durch die Rasterelektronenmikroskopie bestétigt. Allerdings ist zu beriicksichtigen, dass inter-
individuelle Unterschiede einer Verallgemeinerung der Ergebnisse entgegenstehen. Die Ba-

sispaste ermoglichte eine Untersuchung der Wirkung von reguldr vorkommenden Zahnpasta-

- 60 -



Diskussion

Bestandteilen wie Siliziumdioxid im Vergleich zu Wasser. Auflerdem lieB3 sich so die Wirkung
von Fluorid und Zink-Kurkuma zu den Zahnpasta-Bestandteilen differenzieren. Es kann ange-
nommen werden, dass ein hoherer Anteil an Siliziumdioxid-Putzkdrpern eine Intensivierung
der mechanischen Oberflachenreinigung zur Folge hat. In einer Studie von Fischer et al. (2022)
konnte gezeigt werden, dass die PartikelgroB3e der Putzkorper einen Einfluss auf die Wirkung
der Inhaltsstoffe (in der Studie: Natriumfluorid und Zinnfluorid) hat. Auch in dieser Studie

reduzierte bereits die Basispaste die Biofilmvitalitét im Vergleich zu Wasser signifikant.

5.5.2 Versuch mit Fluoridpaste

Der Nutzen der Verwendung fluoridhaltiger Zahnpasta im Vergleich zu nicht fluoridhaltiger
Zahnpasta flir die Kariespriavention ist gut belegt. In den meisten Studien ist das primére Er-
gebnis jedoch das Kariesinkrement, gemessen als Verdnderung der karidsen (fehlenden) und
gefiillten Flachen oder des Zahnindexes aller bleibenden oder priméiren Zéhne (D(M)FS/T oder
D(M)fs/t) im Vergleich zum Ausgangswert (Walsh et al., 2019). Die Hauptwirkung von Fluorid
besteht darin, dass es die Demineralisierung verringert und die Remineralisierung friiher kari-
oser Lasionen fordert. Die Wirkung auf die biologischen Aktivititen kariogener Streptokokken
wird ebenfalls angenommen (Koo, 2008). Es gibt eine Fiille von Belegen dafiir, dass Fluorid
selbst in niedrigen Konzentrationen die Physiologie mikrobieller Zellen beeinflussen kann
(Marquis et al., 2003). Dies bestitigt sich auch in dieser Untersuchung, da sowohl die Biofilm-
bildung als auch die Biofilmvitalitdt durch das Umspiilen mit der Fluoridpaste signifikant re-
duziert wurde. Die Biofilmbildung wurde auf 37% reduziert, die Biofilmvitalitit auf 42%.
Diese signifikante Reduktion wurde 11,5 h nach dem letzten Spiilen festgestellt, was eine Re-
tention der antibakteriellen Inhaltsstoffe in der Mundhohle nahelegt. Ein unmittelbarer Effekt
wurde ebenfalls festgestellt, da ein erneutes Spiilen und Untersuchen der Vitalitdt nach 30 min
eine Reduktion auf 35% zeigte. Dies deckt sich mit einer Studie von Arweiler et al., die fiir
Aminfluorid, Zinnchlorid sowie eine natriumfluoridhaltige Zahnpasta eine statistisch signifi-
kante und langanhaltende antibakterielle Wirkung von mindestens 12 h nach einmaligem Spii-
len nachweisen konnten (Arweiler ef al., 2021). In dieser Studie lagen die Vitalitdtswerte flir
Aminfluorid nach 24 h bei 60%, jedoch handelte es sich um intraoral entnommene Biofilmpro-
ben. In einer weiteren Studie wurden die Auswirkungen von Natriumfluorid und Chlorhexidin
auf die Struktur des Plaque-Biofilms auf der Schmelzoberfldche in vivo verglichen. Dabei
fiihrte die Exposition von NaF und CHX zu einer dhnlichen Reduktion der Gesamtvitalitit. Es
zeigte sich, dass CHX vor allem auf die Oberflache der Bakterienzellen im gesamten Biofilm

wirkte, wihrend NaF tiefer in den Biofilm eindrang und mehr tote geschiadigte Bakterien in den
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mittleren und unteren Schichten des Biofilms produzierte (Rabe ef al., 2015). In der in dieser
Studie untersuchten Fluoridpaste handelt es sich um eine Kombination aus Aminfluorid und
Natriumfluorid. Da die Kombination verschiedener Wirkstoffe in Zahnpasten zu einer komple-
xen gegenseitigen Inaktivierung der einzelnen Wirkstoffe fithren kann, sollte der gesamte Zu-
bereitungsprozess sorgfiltig daraufhin {iberpriift werden, ob die einzelnen Wirkstoffe in der

Gesamtkombination noch wirksam sind (Jenkins et al., 1990).

5.5.3 Versuch mit Zink-Kurkuma-Paste

Die Wirkung von Zinkldsungen auf die Reduktion der Plaque-Azidogenitdt und des Plaque-
Wachstums wurde bereits in einigen Studien nachgewiesen. Frithere Daten deuten darauf hin,
dass Zinkionen das Plaquewachstum in vivo reduzieren konnen (Saxton et al., 1986; Ye & Yip,
2002). Eine Studie aus dem Jahr 2012 mit einem dhnlichen Versuchsaufbau (Glaspléttchen statt
boviner-Priifkdrper) untersuchte den Plaqueindex, die Biofilmdicke und die mittlere bakterielle
Vitalitdt von Biofilmen, die mit verschiedenen Konzentrationen von Zinkchlorid behandelt
wurden. In dieser Studie konnte die Vitalitdt des Biofilms durch eine 20 nM Zinkchlorid-L6-
sung auf 32% reduziert werden (Gu et al., 2012). Weitere Studien bestdtigen die hemmende
Wirkung auf das Wachstum von anaeroben Bakterien und Streptokokken (Sreenivasan et al.,
2008). In einer Studie von Kang ef al. aus dem Jahr 2015 wurde die zeitliche Wachstumskurve
von sieben Bakterienstimmen unter dem Einfluss von Mundspiilldsungen mit Zinkchlorid
(ZnCl12) und Cetylpyridiniumchlorid untersucht. Von den untersuchten Bakterienstimmen ist
bekannt, dass sie an der Pathophysiologie periimplantédrer Erkrankungen und Halitosis beteiligt
sind. Im Ergebnis hemmten ZnCl2 und Cetylpyridiniumchlorid wirksam das Wachstum von
sechs der sieben Bakterienstimmen. Die Wirkung war noch starker, wenn sie in Kombination
angewendet wurden. In dieser Studie wurde eine Reduktion der Biofilmvitalitit auf 34% ermit-
telt. Zinkionen zeigen somit mogliche hemmende Effekte auf die Biofilmbildung und haben ein
vielversprechendes Potenzial fiir den Einsatz als antibakterieller Wirkstoff in zukiinftigen

Zahnpasta- und Mundpflegeprodukten.

Kurkuma wurde bereits in einigen Studien hinsichtlich seiner unterstiitzenden Wirkung bei
Scaling und Rootplaning im Rahmen der Parodontitistherapie mit Chlorhexamed verglichen.
In der Metaanalyse einer Studie erreichte Kurkuma in den ausgewerteten Studien &hnliche
Werte wie Chlorhexamed. Index in diesen Studien war unter anderem der Plaqueindex (Zhang

et al.,2021), der auf die hier untersuchte Biofilmbedeckung iibertragbar ist.
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5.5.4 Mechanische Reinigung

Studien konnten zeigen, dass eine effektive Reduktion des Biofilms durch Zdhneputzen statt-
findet (Van Der Weijden & Slot, 2015), wobei die Spanne je nach Plaque-Score-Skala zwischen
36% und 65% liegt (Rosema et al., 2014). Wihrend des Zéhneputzens wird mit dem Speichel
als Suspensionsmedium und der mechanischen Unterstiitzung durch die Zahnbiirste ein Zahn-
pastenbrei gebildet. Die Suspension fordert nicht nur die Verteilung der Wirkstoffe in der
Mundhdhle, sondern verringert auch ihre Konzentration - je verdiinnter die Suspension ist,
desto geringer ist ihre Konzentration. Dariiber hinaus verdndert der Speichel aufgrund seiner
Pufferkapazitit den pH-Wert der Suspension, erhoht die Temperatur und ermoglicht die Reak-
tion von Speichelbestandteilen (z. B. Ca, Proteine) mit Zahnpastahilfsstoffen (Lippert, 2013).
Studien, die die Haufigkeit des Zéhneputzens und den Wirkstoff Fluorid in der Zahnpasta als
separate Variablen betrachteten, stellten fest, dass der Effekt der Art der Zahnpasta nicht signi-
fikant war, sondern nur die Hiufigkeit des Zahneputzens mit dem Auftreten karioser Lasionen
assoziiert war (Grindefjord et al., 1995; Leroy et al. 2005: Chu et al., 2011). Im Jahr 2016
wurde von Valkenburg et al. ein Review verdffentlicht, in dem die Effektivitidt des Zahneput-
zens mit und ohne Zahnpasta verglichen wurde. Zdhneputzen mit Zahnpasta entfernte durch-
schnittlich 49,2% des Biofilms, Zdhneputzen mit Zahnbiirste allein 50,3%. Es konnte also kein
signifikanter Unterschied zwischen Zdhneputzen mit und ohne Zahnpasta nachgewiesen wer-
den. Dies bestétigen auch die Ergebnisse der vorliegenden Studie. Die Biofilmbedeckung auf
geputzten Priifkorpern wies durchschnittlich 0,2% auf, es zeigten sich keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede zwischen Wasser, Basispaste, Fluoridpaste oder Zink-Kurkuma-Paste. So-
mit konnte keine zusétzliche Hemmung der Biofilmbildung durch die Verwendung der Ba-
sispaste bei der mechanischen Reinigung im Vergleich zu Wasser festgestellt werden. Jedoch

zeigt sich eine erhohte Vitalitét der wenigen verbliebenen Bakterien.

5.5.5 Unmittelbarer Effekt und Substantivitat

In dieser Studie konnte sowohl der unmittelbare Effekt 30 min nach Spiilung, sowie die Sub-
stantivitdt der Pasten 11,5 h nach dem letzten Spiilen nachvollzogen werden. In einer Studie
aus dem Jahr 2021 von Arweiler ef al., zeigten Aminfluoridhaltige, Zinnchloridhaltige, pflanz-
liche oder natriumfluoridhaltige Zahnpasten statistisch signifikante Antiplaque-Effekte auf den
etablierten Plaque-Biofilm und eine Substantivitét von bis zu 24 h im Vergleich zum Ausgangs-
wert (Arweiler et al., 2021). Dies deckt sich mit den Ergbenissen dieser Studie. Sowohl die
Fluoridpaste als auch die Zink-Kurkuma-Paste wiesen nach 11,5 h einen signifikanten Effekt

auf die Biofilmbildung und die Biofilmvitalitit auf. Die Vitalitit der Biofilme konnte zudem
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auch unmittelbar beeinflusst werden. Innerhalb von 30 min wurde die Vitalitit durch die Fluo-
ridpaste um durchschnittlich weitere sieben Prozentpunkte und durch die Zink-Kurkuma-Paste
um acht Prozentpunkte reduziert. Bei der Bedeckung konnte kein unmittelbarer Effekt festge-
stellt werden, jedoch war der langfristige Effekt signifikant. Schon Elworthy ef al. (1996) ar-
beitete heraus, dass eine sofortige Antibiofilm-Wirkung von antibakteriellen Wirkstoffen in
Zahnpasten zwar wiinschenswert, aber nicht unbedingt erforderlich ist, da der Biofilm bereits
durch das Zahneputzen entfernt wird. Da sich jedoch Bakterien nach dem Zahneputzen erneut
auf den Zdhnen und am Zahnfleischrand ansammeln und einen dentalen Biofilm bilden, ist es
wichtig, dass antibakterielle Wirkstoffe adsorbieren und ihre antimikrobielle Wirkung tiber den
Zeitpunkt der Anwendung hinaus aufrechterhalten. Auf diese Weise sollen sie eine erneute
Bakterienbesiedlung verhindern, Bakterien abtoten oder ihr Wachstum bis zur néchsten Zahn-
reinigung hemmen und den Biofilm beeinflussen, der durch Zahnbiirsten oder Interdentalreini-
gung nicht entfernt wird. Diese Retention oder Substantivitdt der antimikrobiellen Substanz,
die als langsame Freisetzung in den aktiven Zustand definiert wird, ist dulerst wichtig. Sie
sollte in der gesamten Zahnpastaformulierung getestet werden, da Wechselwirkungen in einer

komplexen Zahnpasta die Substantivitédt auftheben konnten.

5.6 Schlussfolgerung

Mittels Fluoreszenz- und Rasterelektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dass die vorlie-
genden experimentellen Pasten auf Basis von Zink, Kurkuma und Fluorid sowohl antiadhésiv
als auch antibakteriell auf die 48 h Biofilmbildung auf Schmelzoberfldchen wirken. Es konnte
aullerdem bestdtigt werden, dass abrasive Zahnpastabestandteile die Biofilmvitalitdt reduzie-
ren. Die Wirkstoffe wiesen in dieser Untersuchung eine Substantivitét auf sowie eine unmittel-
bare Wirkung auf die Biofilmvitalitit. Die Elementanalyse der Proben gab zwar Aufschliisse
iiber vorkommende Mineralausféllung und eine Substantivitit der Zahnpasta-Inhaltstsofte, je-
doch keinen Aufschluss iiber die Wechselwirkungen. Eine statistische Auswertung sollte Ge-

genstand weiterer Untersuchungen sein.
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9.1 Materialliste

Priifsubstanzen

Steriles Wasser

Ampuwa®, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland (DEU)

Basispaste

Theiss Naturwaren GmbH, Homburg, DEU

Fluoridpaste

Theiss Naturwaren GmbH, Homburg, DEU

Zink-Kurkuma-Paste

Theiss Naturwaren GmbH, Homburg, DEU

Gerite

Tiefziehgerat Erkopress ES 2004, Erkodent GmbH, Pfalzgrafenweiler, DEU
Schleifmaschine Phoenix 3000, Buehler, Diisseldorf, DEU
Trennschleifmaschine | WOCO 50 P, Conrad GmbH, Clausthal, DEU
Lichtmikroskop Stereo Zoom Mikroskop SMZ-140, Motiv GmbH, Wetzlar, DEU
Ultraschallgerét Sonorex Super RK 100 H, Bandelin, Berlin, DEU
Fluoreszenzmikroskop | Axio Imager.M2, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, DEU
Kamera AxioCam MRm, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, DEU
Wipp-Tisch Rocky®, Labortechnik Frobel GmbH, Lindau, DEU
Rasterelektronenmik-

roskop XL 30 ESEM FEG, FEI Company, Eindhoven, Niederlande

energie-dispersiven
Rontgenspektrometer

(EDX/EDS)

EDX Phoenix, EDAX Inc., Mahwah, USA

Gerdt zum Sputtern

Sputter Coater SCD 040, Oerlikon Balzers Coating Germany
GmbH, Bingen, DEU

Chemikalien
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Thymolldsung 0,1%, Apotheke des Universitédtsklinikum des Saar-

Thymol

landes, Homburg, DEU
Natriumhypochlorid | Natriumhypochlorid-Lésung 3% DAC, Hedinger, Stuttgart, DEU
Isopropylalkohol Isopropylalkohol 70%, Hedinger, Stuttgart, DEU

Glutaraldehyd, 50% -Losung in Wasser, SERVA Electrophoresis
Glutaraldehyd )

GmbH, Heidelberg, DEU
Hexamethyldisilazan | Hexamethyldisilazane 98+%, thermo Fisher GmbH, kandel, DEU

Cacodylsédure natriumsalz trihydrat, carl roth GmbH & Co. KG,
Cacodylat

Karlsruhe, DEU
LIVE/DEAD Kit LIVE/DEAD®BacLight™

NaCl 0,9% Spiillosung, 1000 ml Plastipr®, Fresenius Kabi, Bad
Natriumchlorid

Homburg, DEU

Bidestilliertes Wasser

Destilliertes Wasser, Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe, DEU

Vergilltes Ethanol

Ethanol > 99,8% vergillt, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
DEU

Reines Ethanol

Ethanol > 99,5%, Ph. Eur., reinst, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, DEU

Natriumhydosid Pldtzchen zur Analyse EMSURE® ISO, merck

Natronlauge
KGaA, Darmstadt, DEU
_ Essigsédure (Eisessig) 100% wasserfrei zur Analyse EMSURE ®,
Essigsdure
Merck KGaA, Darmstadt, DEU
Hilfsmaterialien
Alginat Alginat Blueprint, Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, DEU
Superhartgips IV Die-Stone, Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, DEU
Tiefziehfolie DURAN®, Scheu Dental GmbH, Iserlohn, DEU

SiC Schleifpapier

CarbiMet™, Buehler, Illinois, USA

Silikon

President light body, Colténe/Whaledent GmbH & Co.KG,
Langenau, DEU
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Aluminium Stummel

SEM Specimen Stubs—Short Pin, Agar Scientific Ltd, Essex, Eng-
land

Klebefolie Leit-Tabs, Plano GmbH, Wetzlar, DEU

Putty Material Optosil® Comfort® Putty, Heraeus Holding GmbH, Hanau, DEU
Hochreine Kohlefaden fiir Kohlebedampfung Klasse CT4, Micro

Kohlefaden
to Nano, Haarlem, Niederlande

Software

AxioVision SE64 Rel.

49 Carl Zeiss Microskopy GmbH, Jena, DEU

ImageJ 1.52 NIH, Bethesda, Maryland, USA

GraphPad Prism 10

GraphPad Prism, Version 10.0.0 fiir Mac, GraphPad Software,
Boston, Massachusetts USA, 1995-2025 GraphPad Software

DataTab

DATAtab Team (2024). DATAtab: Online Statistics Calculator.
DATAtab e.U. Graz, Austria
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