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Einleitung

1 Einleitung

Die menschliche Mundhdéhle bildet ein mikrobiologisches Habitat [90], in der aufgrund
der gegebenen 6kologischen Bedingungen eine Vielzahl an Mikroorganismen, welche
als orale Residentmikrobiota bezeichnet wird, Gberlebt [1,90,91]. Auf den Zahnoberfla-
chen bildet sich eine mikrobielle Gemeinschaft, die in eine Matrix aus Polymeren ein-
gebettet ist — die dentale Plaque [88,89,91]. In der mikrobiellen Homdostase bleibt die
Stabilitat des Biofilms trotz standig wechselnder Umgebungsbedingungen erhalten
[85,87,90]. Bei anhaltender Anderung der Umgebungseinfliisse, beispielsweise durch
haufige Zufuhr niedermolekularer Kohlenhydrate, kommt es zur Stérung des dynami-
schen Gleichgewichtes mit zunehmender Selektion der sdurebildenden und sauretole-
ranten Bakterien [11,17,40,44,87,88,135,141]. Als bedeutende Pathogene in der Karie-
satiologie gelten hierbei S. mutans und Lactobacillus spp. aufgrund ihrer Fahigkeit zur
Saurebildung und Sauretoleranz [17,90,135]. Durch die Zunahme potenziell pathoge-
ner Mikroorganismen innerhalb der dentalen Plaque kénnen Erkrankungen, wie Karies

und Parodontalerkrankungen, hervorgerufen werden [17,85,91].

Allgemein wird das Auftreten von Karies im Restaurationsrandbereich als ,Sekundarka-
ries“ bezeichnet [53]. Auch hier scheinen S. mutans und Lactobacillus spp. atiologisch
bedeutsam, da eine erhdhte Anzahl koloniebildender Einheiten dieser beiden Bakteri-
enspezies aus sekundarkariésen Lasionen isolierbar ist [63,65,66]. In zahnarztlichen
Praxen nimmt die Diagnose ,Sekundarkaries® mit anschlieRender Therapie eine wichti-
ge Rolle ein [98], wodurch aus wirtschaftlicher Sicht jahrlich hohe Kosten entstehen
[98]. Aus diesem Grund sind weitere Untersuchungen Uber die Sekundarkaries und die

Etablierung alternativer Therapieansatze von Bedeutung [98].

Artifizielle Mundhéhlen als In-vitro-Modelle eignen sich je nach Design sowohl zur Pri-
markariesforschung [32,112,113,118,137] als auch zur Sekundarkariesforschung
[7,30,41,42,72,117,122,123]. In der Sekundarkariesforschung bieten sie die Mdglich-
keit, reproduzierbar artifizielle sekundarkariése Lasionen unter kontrollierten Bedingun-
gen zu erzeugen [117] und Materialien beispielsweise bezlglich ihrer kariesprotektiven
Eigenschaften zu erforschen [72]. Des Weiteren gibt es eine Vielzahl neuer Materia-
lien, die, unter anderem aus ethischen Griinden [137], zunachst im Rahmen von /n-
vitro-Studien hinsichtlich ihrer Qualitat zu beurteilen sind [123]. Vielversprechende Ma-
terialien oder potenziell kariespraventiv wirksame Agenzien kénnen dann in folgenden
In-situ- und In-vivo-Studien genauer untersucht werden [86]. Somit eignen sich artifizi-

elle Mundhdhlen vor allem im Rahmen von Voruntersuchungen in vitro [86].
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Literaturtibersicht

2 Literaturubersicht

2.1 Mikrobiologie der Mundhohle

2.1.1 Orale Residentmikrobiota

Der menschliche Korper besteht aus mehr als ~ 10" Zellen, davon sind ~ 10 % von
Saugetierherkunft [87,90]. Den Hauptteil bilden die Mikroorganismen der residenten
Mikrobiota, die samtliche der Umgebung exponierten Kérperoberflachen besiedeln und
deren metabolische Kapazitat der einer menschlichen Leber entspricht [90,91]. Die
Mundhoéhle als Teil des Oropharynx gilt aus dkologischer Sicht als ,open growth sys-
tem“, in welchem sie unentwegt sowohl der Zufuhr als auch dem Abtransport von
Nahrstoffen und Mikroorganismen ausgesetzt ist. Aus diesem Grund muissen Bakterien
an Hart- oder Weichgeweben anhaften, um im oropharyngealen Bereich zu berleben
[139]. Im Allgemeinen handelt es sich bei den Vorgangen der Bioadhasion und der
Biofilmentstehung um ubiquitédr vorkommende Phanomene an verschiedenen festen

Oberflachen, wie beispielsweise an Zahnen oder Kontaktlinsen [50,78,100].

Die Mundhohle bildet ein mikrobiologisches Habitat, in dem die Zahne, die Zunge, der
Gaumen, die Lippen und die Wangen als mikrobielle Lebensraume dienen und ent-
sprechend ihrer biologischen Charakteristika von bestimmten Mikroorganismen besie-
delt werden [90]. Die residente orale Mikrobiota ist durch einen Reichtum und eine Viel-
falt von Mikroorganismen gekennzeichnet, von denen bisher etwa 700 Spezies oder
Phanotypen identifiziert werden konnten [1,91]. Eine Pyrosequenzierung der oralen
Mikrobiota gesunder Erwachsener lieferte Hinweise auf ein Vorhandensein von Tau-
senden unterschiedlichen Phanotypen im Speichel und in der Plaque [58,91]. Die orale
Residentmikrobiota setzt sich aus einer Vielfalt grampositiver und gramnegativer Bak-
terien, inklusive fakultativer und obligater Anaerobier, zusammen (s. Tabelle 1, S. 3)
[89]. Des Weiteren finden sich dort Pilze, Mykoplasmen, Viren und mitunter auch Pro-
tozoen [90]. Die Zusammensetzung des oralen Biofilms variiert interindividuell und
auch intraindividuell lassen sich Unterschiede an verschiedenen Entnahmestellen
(Zunge, Gaumen, supragingivale oder subgingivale Plaque eftc.) feststellen [1,91].

Wirtseigene Proteine, Glykoproteine, Aminosauren, Vitamine und Gase aus dem Spei-
chel und dem Sulkusfluid dienen in erster Linie als Nahrstoffe der residenten Mikrobio-
ta, wahrend die Ernahrung des Wirtes als Nahrstoffquelle eine geringe Rolle spielt [89—
91]. Zur Verstoffwechselung der komplexen Wirtsmolekiile ist das Zusammenarbeiten

mehrerer Bakterien notig [90,91]. Neben der Verflugbarkeit von Nahrstoffen beeinflus-
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Literaturtbersicht

sen die Temperatur, der pH-Wert und der Sauerstoffgehalt das Wachstum der Bakte-
rien. Auch wenn in der Mundhoéhle aerobe Bedingungen herrschen, handelt es sich bei
der Mehrheit der Mikroorganismen um fakultative und obligate Anaerobier [90,91].
Durch die friihen Kolonisierer, die vornehmlich aerob oder fakultativ anaerob sind, wird
der Sauerstoff verbraucht und durch Freisetzung von Gasen (z. B. CO,) sowie Abbau-
produkten wird das Redoxpotential in der dentalen Plague gesenkt, sodass ein Wachs-
tum obligater Anaerobier ermdglicht wird [87,90,91]. Ein neutraler pH-Wert ist wichtig
fur das Wachstum vieler Bakterien. Dieser wird durch den Gesamtspeichel der groflien
und kleinen Speicheldrisen mit einem mittleren pH-Wert von 6,75 — 7,25 im nicht sti-

mulierten Zustand aufrechterhalten [87,90,91].

Tabelle 1: Bakterien der Mundhoéhle nach Marsh und Martin (2003) [90].

Grampositiv Gramnegativ
Kokken Abiotrophia Moraxella
Enterococcus Neisseria
Peptostreptococcus Veillonella
Streptococcus
Staphylococcus
Stabchen Actinomyces Actinobacillus
Bifidobacterium (Bacteroides; Neudefinierung
Corynebacterium dieser Gattung)
Eubacterium Campylobacter
Lactobacillus Capnocytophaga
Propionibacterium Catonella
Pseudoramibacter Centipeda
Rothia Desulfovibrio
Desulfobacter
Eikenella
Fusobacterium
Haemophilus
Johnsonella
Leptotrichia
Porphyromonas
Prevotella
Selemonas
Simonsiella
Treponema
Wolinella
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2.1.2 Dentale Plaque

Die dentale Plaque, ein multi-Spezies-Biofilm [22,87], entwickelt sich definitionsgeman
auf den Zahnoberflachen. Es handelt sich um eine mikrobielle Gemeinschaft, die in
eine Matrix aus Polymeren eingebettet ist, welche bakterieller Herkunft sind oder aus
dem Speichel stammen [88,89,91]. Die Matrix eines Biofilms bildet einen dynamischen
Lebensraum, in dem die Mikroorganismen, optimal organisiert, samtliche verfligbare
Nahrstoffe nutzen und eine Homdostase erreichen [131]. Zu den wichtigsten Bestand-
teilen der Matrix mit mikrobieller Herkunft zahlen extrazellulare Polysaccharide und
Proteine [14]. Insbesondere die extrazellularen Polysaccharide stellen Pathogenitats-
faktoren der Plaque dar [89]. Die Matrix als wichtiger Bestandteil des Biofilms tragt zur
strukturellen Integritdt und zur Toleranz gegenitber Umweltfaktoren bei [14,91]. Auf-
nahmen mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop zur Untersuchung der Biofilm-
architektur zeigen eine heterogene Struktur mit Kanalen und Poren [88]. Nach Anfar-
bung des Biofilms mit Fluorescein und Anfertigung von Fluoreszenzaufnahmen mit
einer Anregungswellenlange von 488 nm erscheinen die Poren flissigkeitsgefillt [153].
Die Kanale und Poren vereinfachen den Transport von Molekilen in die Tiefen des
Biofilms [24]. So ist bei Exposition des Biofilms mit NaF (1000 ppm) eine Penetration
von Fluoridionen in die Plaque feststellbar, wobei die Penetrationstiefe von der Ein-

wirkdauer des fluoridhaltigen Praparates abhangt [149].

Anders als bei den von Mukosa ausgekleideten Oberflachen der Mundhohle, bei denen
die physiologische Desquamation die Bakterienakkumulation limitiert, haben die Zahne
nicht abschilfernde Oberflachen, auf denen sich grolRe Mengen von Bakterien ansam-
meln kénnen [34,80,87,89,90,139]. Die Plaque kann sich sowohl supra- als auch sub-
gingival bilden [89,90]. Supragingival entsteht sie vor allem an habituell unsauberen
Zahnoberflachen, wie den Gribchen und Fissuren der Okklusalflachen, in Approximal-
bereichen, in gingivalen Regionen der Zahne sowie auf exponierten Wurzeloberflachen
[53]. Der Entstehungsprozess der Plaque lauft dabei in Phasen ab [53,88,89,91]:

Pellikelbildung: Die Speichelproteine haften an einer gesauberten Zahnoberflache auf-

grund von elektrostatischen Wechselwirkungen an den Kalzium- und Phosphatgruppen
der Apatitkristalle [53]. Diese 0,1 —1 uym dicke, proteinhaltige Deckschicht auf den
Zahnoberflachen, auch ,aquired pellicle, erworbenes Pellikel oder sekundares
Zahnoberhautchen genannt, vermittelt die Interaktionen zwischen den Festkorpern,
den oralen Flissigkeiten und den Mikroorganismen [50,53,90]. Neben den Speichel-
proteinen und —glykoproteinen finden sich auch Lipide und Glykolipide aus dem Spei-
chel, weitere Wirtsmolekiile und Molekiile bakterieller Herkunft in dem erworbenen

Pellikel [70,87,89,90]. Die dadurch veranderten Oberflacheneigenschaften erméglichen
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die Interaktion der Bakterien mit den anhaftenden Molektlen [91,100] und somit bildet

das erworbene Pellikel die Voraussetzung fur die Entstehung des Biofilms [89,90].

Reversible Adhasion: Durch den Speichel und die Sulkusflissigkeit werden die Mikro-

organismen passiv zur Zahnoberflache transportiert und haften durch schwache, weit-
reichende physikalisch-chemische Wechselwirkungen zwischen den Ladungen der
Molekile des erworbenen Pellikels und der Bakterienoberflache [18,87-89,91].

Irreversible Adhasion: Es entstehen starke, Uber geringe Distanzen wirksame Bindun-

gen zwischen den Adhasinen (z. B. Antigen-1/ll-Familie der Polypeptide, Gluko-
syltransferasen und Lipoteichonsaure) auf der Zelloberflache der Mikroorganismen und
den Rezeptoren (z. B. saure prolinreiche Proteine und Statherin) in dem erworbenen
Pellikel [87—91,150].

Koadhasion: Die mikrobielle Vielfalt steigt durch Koadhasion von sekundaren und spa-
ten Kolonisierern, die ebenfalls Gber Adhasine an bereits anhaftende Mikroorganismen
binden [22,87,89,91,100].

Vermehrung der Mikroorganismen: In der Folge vermehren sich die Mikroorganismen

des Biofims  durch  Teilung und  Akkumulation  weiterer  Bakterien
[18,33,34,53,88,89,91]. Sie synthetisieren extrazellulare Polymere, welche die Matrix
des Biofilms bilden. Durch die Produktion der extrazellularen Matrix reift der Biofilm und
erhalt die finale Architektur [14,91]. Die Mikroorganismen sind zusatzlich in der Lage
sich von dem Biofilm zu l6sen [24,88,91,100].

Nach etwa zwei bis vier Stunden kann man auf der pellikelbedeckten Zahnoberflache
mikroskopisch einzelne Zellen grampositiver Kokken und wenige stabchenférmige Bak-
terien sehen, die durch schnelle Zellteilung Mikrokolonien bilden und zu einem konflu-
ierenden Film variabler Dicke verschmelzen [79,89]. Zu den frihen Kolonisierern, wel-
che die gereinigte Zahnoberflache besiedeln, gehéren Nicht-Mutans-Streptokokken,
wie S. sanguinis, S. mitis 1 und S. oralis [29,53,70,105,106,134,135,158], sowie Akti-
nomyzeten [34,53,70,76,105,135,158]. Unabhangig von der Kariesaktivitat des Indivi-
duums betragt der Anteil von Mutans-Streptokokken (S. mutans Serotyp c) an der Ge-
samtzahl der Streptokokken in der initialen Mikrobiota maximal 2 % [106,134,135]. Die
intragenerische Koaggregation der Streptokokken Uber lektindhnliche Adhasine einer
Zelloberflache und den dazu passenden Rezeptorpolysacchariden auf einer anderen
Zelloberflache sowie die intergenerische Koaggregation mit weiteren Bakterienspezies
wie Veillonellen treten in den frihesten Stadien der Plagueentstehung auf und binden
die Bakterien zur Bildung einer funktionellen Einheit aneinander [22]. Nach einigen

Tagen der Plaquebildung erhéht sich die kulturelle und morphologische Vielfalt der

-5-



Literaturtibersicht

Bakterien [79]. Die Anzahl der Aktinomyzeten in der vormals von Streptokokken domi-
nierten Flora steigt [89,133-135,144,158]. Die Plaque einer Zahnglattflache besteht
hauptsachlich aus Streptokokken [135] und Aktinomyzeten [154,155], wobei der Anteil
an Mutans-Streptokokken gering ist [135]. Mit zunehmender Reifung des Biofilms an-
dert sich dessen Zusammensetzung; wahrend zu Beginn grampositive Kokken (Strep-
tococcus spp.) und Stabchen (Actinomyces spp.) dominieren, steigt mit zunehmendem
Alter der Plaque die Anzahl gramnegativer Spezies (Veillonella spp., Fusobacterium

spp., Capnocytophaga spp., Bacteroides spp.) [133,144,158].

Die Plaque besteht zu 80 - 90 Gew.-% aus Wasser, die Trockenmasse zu 70 Gew.-%
aus Bakterien. Die verbleibenden 30 Gew.-% bildet die extrazellulare Matrix aus Gly-

koproteinen, anderen Speichelproteinen und Polysacchariden [89].

Das Leben der Mikroorganismen innerhalb eines Biofilms hat zum einen verschiedene
Auswirkungen auf die Mikroorganismen, zum anderen auf den Wirt. Der Phanotyp der
Bakterien unterscheidet sich je nachdem, ob sie in Biofilmen vergesellschaftet sind
oder planktonisch wachsen. Somit beeinflusst die Vergesellschaftung im Biofilm die
mikrobielle Genexpression einerseits direkt durch die initiale Anheftung, andererseits
indirekt durch die veranderten Umgebungsbedingungen in einem Biofilm [17,24,88,91].
Aufgrund der engen raumlichen Lagebeziehung der Mikroorganismen interagieren die-
se synergistisch und antagonistisch [17,85,88,91,100]. Die effiziente Verstoffwechse-
lung der komplexen Wirtsmakromolekdile, wie beispielsweise Muzine oder andere Gly-
koproteine, gelingt durch Kooperation der oralen Bakterien [10,85,87,91,100]. Eine Art
von Synergismus stellt die Bildung von Nahrungsketten und —netzen dar, in denen ein
Stoffwechselprodukt eines Mikroorganismus einen primaren Nahrstoff fir einen weite-
ren Mikroorganismus bildet [85,88,90,91,100]. So dient das von den Streptokokken
gebildete Laktat als Kohlenstoffquelle flr die nichtsaccharolytischen Veillonellen
[22,85,90,100]. Das Leben im Biofilm unter aeroben Bedingungen in der Mundhdhle
bedeutet flr obligat anaerobe Mikroorganismen eine Erweiterung des Habitats. Durch
den Verbrauch des Sauerstoffs durch die frihen Kolonisierer werden geeignete Le-
bensbedingungen fir die obligaten Anaerobier geschaffen [88,91]. Auch kénnen die
Bakterien im Sinne des ,quorum sensing“ Uber die Diffusion kleiner Molektile miteinan-
der kommunizieren und die Genexpression koordinieren [77,88,91,100]. Eine weitere
Moglichkeit der Interaktion stellt der horizontale Gentransfer dar [88,91]. In Biofilmen
vergesellschaftete Mikroorganismen weisen eine erhdhte Toleranz gegentber antimik-
robiellen Agenzien auf [24,86,88,90,91]. Die Bakterien in den Tiefen des Biofilms zei-

gen diese Eigenschaft aufgrund der geringeren Zellteilungsrate, wahrend die Produkti-
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on neutralisierender Faktoren als Schutzmechanismus fiir die an der Oberflache be-

findlichen Mikroorganismen dient [91].

Dem Wirt kann der komplexe Biofilm sowohl nutzen wie auch schaden. Durch Bindung
der Mikroorganismen an spezifische Wirtsrezeptoren kénnen Anderungen der Genex-
pression in den Wirtszellen und in den bakteriellen Zellen hervorgerufen werden. Auf
diese Weise findet eine Kommunikation zwischen dem Wirt und den Mikroorganismen
statt [91]. Die residente orale Mikrobiota bildet eine Barriere gegen die Bevolkerung mit
exogenen Mikroorganismen und ist somit ein wichtiger Bestandteil der Wirtsabwehr
[17,24,85,88,90,91]. Allgemein profitieren beide Parteien voneinander und leben in
Harmonie miteinander [90,91]. Trotz standig wechselnder Umgebungsbedingungen
wird die Stabilitdt in der Zusammensetzung des Biofilms aufrechterhalten; dieser Zu-
stand wird als mikrobielle Homéostase bezeichnet [85,87,90]. Es herrscht ein dynami-
sches Gleichgewicht zwischen dem Biofilm und den Abwehrkraften des Wirtes [17,90].
In diesem Zustand gilt der Biofilm als kompatibel mit der Aufrechterhaltung der Integri-
tat der Zielgewebe. Eine Erkrankung tritt auf, wenn es zur Stérung der Zusammenset-
zung und der Stoffwechselleistung der komplexen Gemeinschaft im Biofilm kommit.
Dies resultiert in einer Zunahme potenziell pathogener Mikroorganismen, die virulenter
sind als solche, die mit oraler Gesundheit assoziiert werden [17,85,91]. Dadurch kann
die dentale Plaque krankheitsauslésend werden. Das Resultat bilden Karies und Paro-
dontalerkrankungen, die zwei haufigsten und mit hohen Behandlungskosten verbunde-

nen Erkrankungen der industrialisierten Gesellschaften [87,89].

2.1.3 Plaquehypothesen

Die Plaquehypothesen beschreiben die atiologische Bedeutung der oralen Mikroorga-
nismen in der Kariesentstehung. Die spezifische Plaguehypothese sagt aus, dass nur
einige bestimmte Arten der oralen Mikrobiota aufgrund ihrer Eigenschaften krankheits-
auslésend sind [80,85,87,90]. Eine weitere Betrachtungsweise liefert die unspezifische
Plaguehypothese, nach der samtliche Mikroorganismen der Plaque atiologisch am
Krankheitsgeschehen beteiligt sind [85,87,90,140]. Eine Vereinigung der beiden Hypo-
thesen bildet die 6kologische Plaquehypothese [90]. Diese beschreibt, dass potenziell
pathogene Mikroorganismen auch bei Gesunden innerhalb des Biofilms in geringer
Anzahl vorhanden sind. Kommt es durch Anderung der Umgebungsbedingungen zu
Verschiebungen innerhalb des Gleichgewichtes der mikrobiellen Zusammensetzung,
so kann dies zu einem Selektionsvorteil flr die krankheitsauslésenden Mikroorganis-
men flhren und in dem Auftreten einer Erkrankung resultieren [85,87,90]. Nach einer

Erweiterung des Begriffs der 6kologischen Plaquehypothese verlauft die Kariesentste-
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hung in drei reversiblen Stadien. Die Saureanreicherung innerhalb des Biofilms auf
einer gesunden Zahnoberflache, welcher vor allem aus Nicht-Mutans-Streptokokken
und Aktinomyzeten besteht, ist mild und unregelmaRig. In diesem Zustand kann das
dynamische Gleichgewicht zwischen Demineralisation und Remineralisation der Zahn-
oberflache aufrechterhalten werden (Stadium der dynamischen Stabilitdt). Eine regel-
maRige Zuckerzufuhr oder ein reduzierter Speichelfluss fuhren zur gehauften Absen-
kung des pH-Wertes in der Plaque [134,135]. Durch Adaptationsvorgange kénnen
Nicht-Mutans-Streptokokken ihre Sauretoleranz und Fahigkeit zur Saurebildung erho-
hen [134-136]. Die saureinduzierte Adaptation unterliegt dabei nach Quivey et al.
(2000) vier Mechanismen: (1) Erh6hung der Protonenundurchlassigkeit der Zellmemb-
ran, (2) Induktion der H*-ATPase-Aktivitat zur H*-Auschleusung aus der Zelle, (3) In-
duktion des Arginin-Deaminase-Systems, (4) Induktion von Stressproteinen zum
Schutz der Nukleinsduren und Enzyme vor Denaturierung [115]. Darlber hinaus
kommt es zur Selektion weiterer sauretoleranter Nicht-Mutans-Streptokokken, die bei
niedrigen pH-Werten Uberleben kdnnen. Diese Veranderungen innerhalb des Biofilms
kénnen dazu fuhren, dass das Gleichgewicht zwischen Demineralisation und Remine-
ralisation gestort wird, mit nachfolgendem Mineralverlust und Entstehung einer kario-
sen Lasion (Stadium der Saurebildung). Bei anhaltenden und stark azidogenen Bedin-
gungen kommt es zur Eliminierung von Nicht-Mutans-Streptokokken und Aktinomyze-
ten aus dem Biofilm mit Ausnahme der sauretoleranten Stamme dieser Spezies. Des
Weiteren erfolgt eine Selektion sduretoleranter Mikroorganismen wie S. mutans, Lac-
tobacillus spp., Bifidobacterium spp. und Hefen (Stadium der Sauretoleranz). Laut die-
ser Hypothese ist somit die Absenkung des pH-Wertes der Umgebung Initiator der
wahrend der Kariesentstehung auftretenden phanotypischen und genotypischen Ver-

anderungen der Bakterien [134,135].

2.1.4 Mikrobiologische Aspekte der Karies

Die Karies gilt als eine chronische Erkrankung, die voranschreitend und selbstlimitie-
rend ist. Das klinische Symptom der Erkrankung ist die lokalisierte Zerstérung der
Zahnhartsubstanz (karidse Lasion). Ohne Behandlung fuhrt sie zur Zerstérung des
Zahnes [134]. Der Prozess der Kariesentstehung ist dynamisch, es lassen sich Phasen
der Progression (Demineralisation) und Regression (Remineralisation) der Erkrankung

unterscheiden [134].

Zu den wichtigsten metabolischen Eigenschaften oraler Mikroorganismen im Rahmen
der Kariesentstehung zahlt ihre Fahigkeit zur Verstoffwechselung niedermolekularer

Kohlenhydrate zu Sauren im Rahmen der Glykolyse. Die Sauren fihren zu einer Ab-
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senkung des pH-Wertes im Bereich der Zahnoberflache. Dies resultiert einerseits in
einer Demineralisation der Zahnhartsubstanz, andererseits kommt es zu einer Ver-
schiebung innerhalb der mikrobiellen Zusammensetzung der Plaque mit zunehmender
Selektion der sauretoleranten und saurebildenden Bakterienspezies
[11,17,40,44,87,88,135,141]. Im Rahmen einer In-vitro-Studie im Chemostat konnten
Bradshaw und Martin (1989) zeigen, dass die Verschiebungen in der mikrobiellen Zu-
sammensetzung der Plaque nicht durch die Verfugbarkeit von Kohlenhydraten an sich
ausgelost werden. Vielmehr tragt der pH-Wertabfall infolge der Verstoffwechselung der
Kohlenhydrate zum Anstieg von S. mutans und Laktobazillen bei [13]. Wahrend bei
einem pH-Wert von 7 die pradominierenden metabolischen Endprodukte der Glukose-
verstoffwechselung Acetat und Propionat waren, bildete Laktat den Hauptteil der Stoff-
wechselendprodukte der Glykolyse bei zugelassenem pH-Wertabfall [12,13]. Bei einer
weiteren Studie von Bradshaw et al. (1998) im Chemostat stand die Zunahme der An-
zahl und Proportion von S. mutans und L. rhamnosus (vormals als L. casei klassifiziert)
in direktem Zusammenhang mit der GréRe des pH-Wertabfalls. Bei pH-Werten von
4,5 — 5,5 kam es zur Anreicherung von potenziell kariogenen Mikroorganismen. Die mit
oraler Gesundheit assoziierten Spezies konnten bei diesen pH-Werten weiterhin per-
sistieren. Erst bei pH-Werten kleiner 4,5 kam es zur Selektion der potenziell pathoge-
nen Mikroorganismen S. mutans, L. rhamnosus und V. dispar auf Kosten der nicht-
kariogenen Spezies [12]. Diese In-vitro-Studien lassen darauf schlie3en, dass nicht die
alleinige Verflgbarkeit fermentierbarer Kohlenhydrate, sondern vielmehr der durch die
Metabolisierung der Kohlenhydrate verursachte pH-Wertabfall zu Verschiebungen in-
nerhalb der Plaquezusammensetzung fuhrt [90]. Die Zusammensetzung der Plaque
verandert sich durch einen Anstieg der sauretoleranten und saurebildenden Mikroor-
ganismen (i.e. S. mutans und Lactobacillus spp.) sowie einer Reduktion der sdureemp-
findlichen Bakterien (S. gordonii, S. sanguis etc.). Des Weiteren kommt es zur Ande-
rung der metabolischen Aktivitat innerhalb der Zahnplaque [17,85,87,89-91].

Es ist jedoch nicht alleinig der Abfall des pH-Wertes unter einen kritischen Wert (fir
Schmelz 5,0 — 5,5 [11,80]) fur die Demineralisation des Zahnschmelzes verantwortlich.
Auch der Grad der Sattigung der Umgebungsflissigkeit, bei Karies des Plaquefluids,
mit Kalzium- sowie Phosphationen beeinflusst die dynamischen Vorgange von Demi-
neralisation und Remineralisation [11]. Wenn bei saurebedingtem Abfall des pH-
Wertes die vorhandenen Konzentrationen dieser lonen in der Umgebungsflissigkeit

ungendgend sind, kommt es zu einem Netto-Mineralverlust [11].

Die zentrale Bedeutung von S. mutans als Hauptpathogen im Rahmen der Kariesent-
stehung wird in vielen Studien beschrieben [11,17,49,80,134,138,141], da S. mutans
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regelmaBig in kavitierten kariésen Lasionen vorzufinden ist [11,49,80,134,138,141].
Innerhalb der Gruppe der Mutans-Streptokokken wurden vier Serotypen zu eigenstan-
digen Spezies (S. sobrinus, S.cricetus, S. rattus, S. ferus) erhoben, wobei sich S.
mutans sensu stricto auf die Serotypen c, e und f bezieht. Von diesen Spezies werden
allerdings nur S. mutans und S. sobrinus regelmalf3ig beim Menschen isoliert [11,80]. S.
mutans qilt als stark saurebildend und sauretolerant [11,17,85,87,90,134,138,141]. Im
Rahmen der Glykolyse verstoffwechselt S. mutans Glukose abhangig von deren Ver-
fUgbarkeit zu Laktat (bei Glukoselberschuss) [49,80] oder Laktat, Formiat, Acetat und
Ethanol (bei begrenzter Glukoseverfligbarkeit) [49]. Durch Metabolisierung von Sac-
charose bildet S. mutans sowohl intrazellulare als auch I8sliche sowie unldsliche extra-
zellulare Polysaccharide [17,49,80,90]. Die extrazellularen Polysaccharide (Glukane
und Fruktane) stellen wichtige Pathogenitatsfaktoren dar [11,49,90,135,141], weil sie
die Bakterienadharenz an festen Oberflachen wahrend der Plaqueformation unterstit-
zen [49,80]. Bei den intrazellularen Polysacchariden handelt es sich um Glykogen ahn-
liche Glukane [49]. Diese dienen als Speicherstoffe, die in Zeiten des Kohlenhydrat-
mangels zu organischen Sauren abgebaut werden [49,80,90,135]. Des Weiteren ver-
ursacht S. mutans in Tierversuchen bei saccharosereicher Diat karidse Lasionen
[11,49,80,134,138,141].

Laktobazillen werden ebenfalls aufgrund ihrer Fahigkeit zur Saurebildung und Saureto-
leranz mit der Karieséatiologie in Verbindung gebracht [85,87,138,141]. Laktobazillen
gelten als starke Saurebildner [90,138]. Wahrend die homofermentativen Arten der
Laktobazillen Glukose zu Laktat verstoffwechseln, metabolisieren heterofermentative
Arten jene zu Laktat und Acetat. Der Anteil der Laktobazillen an der Gesamtzahl der
kultivierbaren oralen Mikroorganismen betragt weniger als 1 % [90]. Allerdings steigt
die Anzahl bei fortgeschrittenen karidsen Erkrankungen der Zahnhartsubstanzen
[80,90,138,141]. L. acidophilus, L. casei (Isolate der L. casei-Gruppe aus der Mund-
héhle sind in der Mehrzahl L. rhamnosus und L. paracasei subsp. paracasei zugehorig)
und L. fermentum werden am haufigsten gefunden, jedoch sind auch die Arten L. bre-
vis, L. buchneri, L. cellobiosus, L. plantarum und L. salivarius aus der Mundhdhle iso-
lierbar [90]. In Tierversuchen zeigen einige Laktobazillen kariogene Eigenschaften,
wobei der Kohlenhydratreichtum der Erndhrung der Tiere die Kariogenitat bestimmt
[138]. Die Anzahl der Laktobazillen im Speichel korreliert mit dem Kohlenhydratkonsum
des Individuums [90,138].

Aufgrund ihrer Fahigkeit zur Saurebildung und der ausgesprochen hohen Sauretole-
ranz gelten S. mutans und Lactobacillus spp. als bedeutende Pathogene im Rahmen
der Kariesentstehung [17,90,135].
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Allerdings zeigte sich auch, dass kariése Lasionen durch weitere sauretolerante und
saurebildende Mikroorganismen erzeugt werden kdnnen [12,141-143], wie beispiels-
weise Nicht-Mutans-Streptokokken und Aktinomyzeten [120,134,135,141,143]. Auch
diese Mikroorganismen sind in der Lage, durch Bildung organischer Sauren im Rah-
men der Glykolyse den pH-Wert unter den kritischen Bereich abzusenken. Daraus re-
sultiert die Demineralisation der Zahnhartsubstanz [12,134]. Zusatzlich sind Nicht-
Mutans-Streptokokken und Aktinomyzeten dazu fahig, Saccharide und Aminosacchari-
de aus Glykoproteinen des Speichels durch extrazellulare Glykosidasen freizusetzen
und zu metabolisieren [107,134,135].

Wenngleich Nicht-Mutans-Streptokokken sauretolerant sind, so fihrt ein anhaltend
niedriger pH-Wert der Umgebung zur Selektion der sauretoleranteren S. mutans und
Lactobacillus spp. [134]. In vitro zeigte sich das Wachstum der Nicht-Mutans-
Streptokokken von einem pH-Wert zwischen 4,5 und 5,5 unbeeinflusst, wahrend pH-
Werte von 4,5 oder geringer das Wachstum und den Stoffwechsel dieser Mikroorga-
nismen stérten. Im Gegensatz dazu stiegen die koloniebildenden Einheiten von S.
mutans und L. rhamnosus bei diesen Umgebungsbedingungen (pH < 4,5) [12]. Da in
kavitierten kariésen Lasionen aufgrund der unzureichenden Clearance der Sauren an-
haltend saure Bedingungen herrschen, kann es deshalb mdglicherweise zur Selektion

von S. mutans und Lactobacillus spp. in diesen Bereichen kommen [134].

Bei Betrachtung der mikrobiologischen Zusammensetzung des Biofilms von White-
Spot-Lasionen zeigt sich eine Dominanz von Nicht-Mutans-Streptokokken, wenngleich
die S. mutans-Anzahl im Vergleich zu gesunden Zahnoberflachen erhoht sein kann
[120,135,143]. Eine Zunahme der Mutans-Streptokokken, insbesondere von S. mutans
und S. sobrinus, sowie der Laktobazillen ist in der Plaque kariéser Schmelzlasionen
feststellbar [89]. Die Anzahl an Mutans-Streptokokken steigt bei kavitierten karidésen
Lasionen [81,102,135]. Des Weiteren lassen sich Lactobacillus spp., Prevotella spp.,
Propionibacterium spp. und Bifidobacterium spp. aus diesen Lasionen isolieren
[23,84,92,102]. Zu den Bakterien, die aus tiefen karidsen Dentinlasionen isoliert wur-
den, zahlen S. mutans, Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. und Atopobium spp.
[1]. Die Mikrobiota oberhalb karidser Lasionen auf freiliegenden Wurzeloberflachen
wird von Mutans-Streptokokken, Laktobazillen und Aktinomyzeten dominiert [89], zu-
satzlich sind Bifidobacterium spp. isolierbar [142]. Auch aus Lasionen frahkindlicher
Karies lasst sich eine erhéhte Anzahl an S. mutans isolieren. Bifidobacterium spp. fin-
den sich in tiefen Lasionsbereichen [3]. Somit andert sich die Zusammensetzung der
Plaque wahrend der Entstehung einer Karies. In dem vormals von Nicht-Streptokokken

und Aktinomyzeten dominierten Biofilm gewinnen S. mutans und weitere Bakterien wie
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Lactobacillus spp., Prevotella spp. und Bifidobacterium spp. an Bedeutung
[23,81,84,92,135].

2.2 Sekundarkaries

2.2.1 Definition und Atiologie der Sekundarkaries

Das Auftreten von kariésen Lasionen im Fullungsrandbereich ist seit vielen Jahren be-
kannt und veranlasste Black bereits 1914 zur Etablierung des Prinzips der ,extension
for prevention“ im Rahmen der Kavitatenpraparation [5]. Das Verlegen der Kavitaten-
rander in Bereiche, die MundhygienemalRnahmen zuganglich sind, sollte die Plaquean-

sammlung im Restaurationsrandbereich reduzieren [98].

Auch wenn dieses Phanomen seit Jahrzehnten beobachtet wird, ist der Begriff ,Sekun-
darkaries“ weder klinisch noch histopathologisch eindeutig definiert und die wissen-
schaftliche Basis fur die Diagnostik gilt als durftig [62,99]. Hinsichtlich der Terminologie
gibt es lokale Unterschiede; wahrend man im europadischen Raum haufig die Bezeich-
nung ,secondary caries oder im Deutschen den Begriff der ,Sekundarkaries” verwen-

det, ist in Nordamerika der Terminus ,recurrent caries” gebrauchlich [98].

Eine Sekundarkaries bezeichnet allgemein das Auftreten einer karidsen Lasion an-
grenzend an eine zahnarztliche Versorgung [53]. Die Sekundarkaries unterscheidet
sich von einer Primarkaries dadurch, dass sie im Randbereich einer Restauration loka-
lisiert ist. In dieser Region kann sie klinisch und radiologisch festgestellt werden [62].
Somit entspricht die Sekundarkaries einer Primarkaries im Restaurationsrandbereich
[61,99]. Schwierigkeiten treten allerdings in der Abgrenzung der Sekundarkaries von
marginalen Defekten, Spaltbildungen und Residualkaries auf [97,99]. Nach Mjér und
Toffenetti (2000) resultieren aus der fehlenden Genauigkeit der Definition Unsicherhei-
ten und Verwirrungen sowohl bei klinisch Tatigen als auch in der wissenschaftlichen
Gemeinschaft [99].

Als Residualkaries hingegen bezeichnet man die Progression einer karidsen Lasion
durch belassene, karids erkrankte Zahnhartsubstanz im Rahmen der Kavitatenprapara-

tion und Kariesexkavation mit anschlieRender Restauration der Kavitat [61,62].

Kidd et al. beschreiben in einer Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 1992 mehrere mégliche
Grinde fir das Versagen von Restaurationen [67]. Einerseits kann eine neue Erkran-
kung des Zahnes ursachlich daflr verantwortlich sein. Es kann sich beispielsweise um
das Auftreten einer Karies im Randbereich der vorhandenen Restauration oder an ei-
ner anderen Stelle des Zahnes handeln. Des Weiteren kénnen pulpale oder parodonta-

le Erkrankungen auftreten. Auch ein Trauma kann zum Versagen der Restauration
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fuhren. Andererseits gibt es technische Ursachen, wie unter anderem die Fraktur der
Restauration, marginale Einbriiche oder Hockerfrakturen angrenzend an die Restaura-
tion, die nachfolgend eine Rerestauration erfordern. Darlber hinaus kénnen sowohl
eine mangelnde anatomische Gestaltung als auch asthetische Beeintrachtigungen zur

Flllungserneuerung fuhren.

Nach Jokstad (2016) sind die Mundhygienegewohnheiten des Patienten der primare
Faktor in der Sekundarkariesatiologie, da das Vorhandensein eines kariogenen Bio-

films die Voraussetzung zur Sekundarkariesentstehung darstellt [56].

Die Sekundarkaries gilt laut Kidd et al. (1992) als die haufigste Ursache fir den Ful-
lungsaustausch in zahnarztlichen Praxen [67]. Das Auftreten einer sekundarkaridésen
Lasion kann zur weiteren Schwachung des Zahnes infolge der Zerstérung von Zahn-
hartsubstanz flihren [103]. Aus diesen Grinden sind, auch aus wirtschaftlicher Sicht,
weitere Untersuchungen zu diesem Krankheitsbild von Nutzen, da Erneuerungen von

Restaurationen mit anfallenden Behandlungskosten verbunden sind [98,103].

2.2.2 Klinische Diagnostik sekundarkarioser Lasionen

Die klinische Diagnose ,Sekundarkaries“ gilt als die haufigste Ursache flr den Aus-
tausch von Restaurationen [61,62,67,97—99]. Nach Mjér (2005) werden 45 — 55 % der
Restaurationen erwachsener Patienten von Zahnarzten aufgrund dieser Diagnose
ausgetauscht [98]. Diese hohen Prozentzahlen stehen allerdings im Widerspruch zu
den Ergebnissen kontrollierter klinischer Studien, in denen 1 —4 % der Restaurationen
wegen einer diagnostizierten Sekundarkaries ausgetauscht werden [62,99]. Mogliche
Grunde fur die schwankenden Werte der Inzidenz sowie der Pravalenz von Sekun-
darkaries in verschiedenen Studien kénnen aus Unterschieden in der Datenerhebung,
der Studienmethodik und den patientenbezogenen Faktoren resultieren [56]. Da viele
Restaurationen von Zahnarzten in der Annahme des Vorliegens einer neuen kariosen
Zerstorung der Zahnhartsubstanz im Restaurationsrandbereich ausgetauscht werden,
wird die klinische Diagnostik der Sekundarkaries anhand von validen und verlasslichen
Kriterien als bedeutsam erachtet [62]. Allerdings gilt es als schwierig, Sekundarkaries
klinisch zu diagnostizieren [61,66,67,97,99]. Brouwer et al. (2016) zeigten in einer sys-
tematischen Ubersichtsarbeit und Metaanalyse zur Detektion von Sekundarkaries,
dass es zum aktuellen Zeitpunkt nur eine begrenzte Anzahl an Studien gibt, die sich
mit diesem Thema beschéaftigen und dass die Validitat sowie die Anwendbarkeit der
einzelnen Diagnostikmethoden begrenzt erscheint [15]. Wahrend visuelle sowie radio-

logische Methoden und der Einsatz von Laserfluoreszenzgeraten hilfreich bei der De-
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tektion der Sekundarkaries sein kdnnen, erweist sich die Validitat der quantitativen

lichtinduzierten Fluoreszenz und der taktilen Bestimmung als unklar [15].

Nach der Reinigung und der Trocknung des Zahnes kann sich die Aufdenlasion (s. Ka-
pitel 2.2.4, S. 16) der Sekundarkaries als ,white spot lesion®, ,brown spot lesion®, mit
oder ohne Vorliegen erweichter Zahnhartsubstanz klinisch darstellen [67]. Des Weite-
ren kann auch eine Kavitation vorliegen [67]. Die Kavitatenwandlasion (s. Kapitel 2.2.4,
S. 16) wird erst klinisch sichtbar, wenn die demineralisierte Zahnhartsubstanz durch
den Zahnschmelz durchschimmert, oder wenn bereits ein Einbruch der Zahn-
schmelzoberflache vorliegt [67]. Diagnostische Schwierigkeiten rufen Restaurationen
mit defekten Flllungsrandern hervor, da an diesen Stellen vermehrte Plagueansamm-
lungen vorzufinden sind [61]. Allerdings entstehen nicht an samtlichen dieser Stellen
voranschreitende karidse Lasionen [61]. Wie bereits von Kbnig 1971 beschrieben wur-
de, setzen sich die Grundvoraussetzungen zur Kariesentstehung aus dem Zusammen-
spiel der Wirtsfaktoren, der oralen Mikroorganismen und deren Substrat sowie einem

Zeitfaktor zusammen [71].

Die Interpretation von Farbveranderungen im Fillungsrandbereich ist abhangig vom
verwendeten Fullungsmaterial. Bei Amalgamfullungen kdnnen grauliche oder blauliche
Verfarbungen aufgrund von karidsen Lasionen auftreten, jedoch lassen auch Lichtre-
flektionen oder Korrosionsprodukte den Fullungsrandbereich mitunter verfarbt erschei-
nen [67]. Marginale Verfarbungen angrenzend an zahnfarbene Restaurationsmateria-
lien stehen in Zusammenhang mit einer signifikant hdheren Anzahl an Bakterien im
Dentin [63]. Eine Verfarbung des Dentins gilt jedoch nicht als reliabler Vorhersagepa-

rameter fUr den Infektionsgrad der Zahnhartsubstanz [63].

Nach Kidd (1990) wird das Sondieren der Sekundarkaries mit einer spitzen Sonde
nicht empfohlen, da mit dieser eine Kavitation der Auf3enlasion erzeugt werden kann
[61]. Des Weiteren kann der Restaurationsrand verletzt werden oder marginale Unge-
nauigkeiten kénnen als Sekundarkaries fehlinterpretiert werden. Lediglich zervikal in
den Bereichen, in denen Bissfligelréntgenaufnahmen nicht eindeutig zu interpretieren

sind, kann vorsichtig mit einer gebogenen Sonde sondiert werden [61].

Radiologisch kann eine Sekundarkaries sowohl approximal als auch gingival darge-
stellt werden, sofern der Réntgenstrahl in optimalem Winkel zur Lasion eingestellt wird
[98]. Allerdings ist es auch moglich, dass die Sekundarkaries aufgrund der Radioopazi-

tat des Restaurationsmaterials von dessen Rontgenschatten tiberdeckt wird [98].

Die Beurteilung der Konsistenz, der Harte und das mégliche Vorliegen von Verfarbun-

gen der Zahnhartsubstanzen gelten als beste Parameter in der Diagnostik der Sekun-
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darkaries [99]. Lediglich das Vorliegen offener kariéser Lasionen im Fullungsrandbe-
reich zahnfarbener Restaurationen eignet sich laut Kidd et al. (1996) als verlassliches

klinisches Kriterium zur Vorhersage des Vorhandenseins von erweichtem Dentin [63].

Im Rahmen der Kariesdiagnostik nimmt die Beurteilung der Aktivitat der karidsen Lasi-
on eine wichtige Rolle ein. Je nachdem, ob die Lasion aktiv und schnell voranschrei-
tend oder langsam progredient beziehungsweise arretiert ist, wird sich dies auf die Be-
handlungsentscheidung auswirken [62,98]. Im Zusammenhang mit Sekundarkaries
I&sst sich lediglich der Aktivitatsgrad der AufRenlasion klinisch beurteilen, Aussagen
Uber eine aktive / inaktive Kavitatenwandlasion kénnen anhand klinischer Parameter

nicht vorgenommen werden [67].

Des Weiteren ist die Abgrenzung der Sekundarkaries von einer Primar- und einer Re-
sidualkaries wichtig. Das Auftreten einer kariésen Lasion an einer vormals intakten und
flllungsfreien Zahnoberflache kennzeichnet eine Primarkaries [98]. Im Rahmen der
Kavitatenpraparation absichtlich oder unabsichtlich belassene Karies unter einer Res-
tauration bezeichnet man als Residualkaries [98]. Die Unterscheidung einer Sekun-
darkaries von einer Residualkaries gestaltet sich mitunter problematisch [62]. Betrach-
tet man beispielsweise einen extrahierten Zahn histologisch ohne das Wissen des Kli-
nischen Hintergrundes, kann es zu Verwechselungen von einer Sekundarkaries mit
einer Residualkaries kommen [62]. In Anbetracht des Paradigmenwechsels in der Ka-
riestherapie hin zu zahnhartsubstanzschonender Kariesexkavation bedeutet heute ein
Vorfinden demineralisierter Zahnhartsubstanz unter einer Restauration allerdings nicht
immer das Versagen der Restauration, sondern die demineralisierte Zahnhartsubstanz
kann mitunter absichtlich unvollstadndig exkaviert worden sein [103]. Bei einem Behand-
lerwechsel kann dies ohne Kenntnis der Vorgeschichte falschlicherweise als ,Sekun-
darkaries” diagnostiziert werden. Die in Bezug auf die Diagnosestellung auftretenden
Unsicherheiten resultieren bisweilen in unnétigen Erneuerungen von Restaurationen
[66].

2.2.3 Lokalisation der Sekundarkaries

Sekundarkaries tritt vor allem in Zonen der Plaquestagnation auf [62]. Haufig findet
man Lasionen im zervikalen Randbereich von Restaurationen [62,67,98,99]. Des Wei-
teren treten sekundarkariése Lasionen auch am approximalen Fullungsrand auf [67].
An Klasse-I-Restaurationen und den okklusalen Anteilen von Klasse-lI-Restaurationen

wird Sekundarkaries hingegen selten diagnostiziert [98].

Im Rahmen einer klinischen Studie von Mjér (1998) diagnostizierten niedergelassene

Zahnarzte 80 — 90 % der Sekundarkaries am gingivalen Kavitadtenrand. Eine Abhan-
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gigkeit von der Art der Restauration und dem verwendeten Restaurationsmaterial lief3

sich nicht feststellen [97].

Einige pradispositionierende Faktoren, wie die klinische Verarbeitung, die Materialei-
genschaften und die Mundhygiene, beeinflussen das Entstehen von Sekundarkaries
[99]. Nach Mjér (1998 und 2005) gibt es mehrere Grinde fir die vor allem gingivale
respektive zervikale Lokalisation sekundarkaridser Lasionen [97,98]. Im Zuge der Ful-
lungstherapie erschweren das Sulkusfluid und der Speichel eine adaquate Trockenle-
gung, vor allem wenn auf die Verwendung eines Kofferdams verzichtet wird. Auch sind
diese Bereiche flr den Zahnarzt beim Legen der Fullung mitunter erschwert einsehbar,
was zu marginalen Ungenauigkeiten der Restauration fihren kann. Wenn der gingivale
Anteil der Kavitat nicht mehr von Schmelz begrenzt ist, sind die Bedingungen zur ad-
hasiven Befestigung bei Verwendung von Kompositen nicht optimal. Aufgrund der ge-
ringeren Bindungsstarke an das Wurzelzement in Verbindung mit der Polymerisations-
schrumpfung der Komposite kdnnen Randspalten entstehen. Da die gingivalen Restau-
rationsrander oft aqui- oder subgingival gelegen sind, kdnnen diese mit Mundhygie-
nemalnahmen oft nur erschwert sauber gehalten werden und gelten aus diesem
Grund als Pradispositionsstellen fir Plaqueansammlungen. Nicht zuletzt sind diese
Bereiche fur den Zahnarzt bei Kontrolluntersuchungen lediglich eingeschrankt einseh-
bar, sodass die Beurteilung der Integritdt des Restaurationsrandes nicht ausreichend
mdglich ist [97,98]. Deshalb wird vor dem Hintergrund des mdéglichen Entstehens einer
Sekundarkaries empfohlen, den gingivalen Bereichen von Klasse-ll- bis Klasse-V-

Restaurationen bei der Inspektion besondere Beachtung zu schenken [99].

2.2.4 Histopathologie der Sekundarkaries

Die Entstehung der Sekundarkaries auf histopathologischer Ebene ist nicht eindeutig
definiert [99]. Im Allgemeinen kann der an die Restauration angrenzende Zahnschmelz
in zwei Zonen unterteilt werden. Man unterscheidet den Schmelz an der Zahnoberfla-
che von dem an der Kavitatenwand [61,67]. Aufgrund dessen wird in der Literatur be-
schrieben, dass sich sekundarkariose Lasionen aus zwei Anteilen zusammensetzen:
einer Auflenlasion und einer Kavitatenwandlasion [46—48,61,67,99]. Die Existenz die-
ser beiden Anteile der Lasion konnte in In-vitro-Studien histologisch nachgewiesen
werden [60,99]. Jokstad (2016) stellt in einer Ubersichtsarbeit zu Sekundérkaries und
Microleakage allerdings heraus, dass der Terminus ,Kavitdtenwandlasion® nicht ein-
deutig definiert ist und die Bezeichnung in den vorhandenen Studien variierend einge-
setzt wird [56].
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Die AuRenlasion entsteht aufgrund von einer Plaqueansammlung an der Zahnoberfla-
che im Restaurationsrandbereich und entspricht einer Primarkaries [98,99]. Belassene
Uberschiisse des Restaurationsmaterials pradispositionieren dabei die Sekundérkari-
esentstehung durch die vermehrte Plaqueakkumulation [98]. Die Aul3enlasion ist an
der Zahnoberflache lokalisiert und zeigt im klinischen Erscheinungsbild eine weil3-
opake Schmelzoberflache. Auch histologisch durchlauft das Voranschreiten der Lasion
die charakteristischen Stadien [99]. Mit zunehmender Lasionstiefe kommt es zum Ein-

bruch der Schmelzoberflache und einer Kavitation [67,99].

Auf der einen Seite wird das Auftreten einer Kavitatenwandlasion als Resultat einer
.Microleakage* betrachtet [60—62,66,67,99]. Die Kavitatenwandlasion kann tief im Ful-
lungsrandbereich auftreten und sich, den Schmelz unterminierend, im Dentin ausbrei-
ten [67]. Als Microleakage wird allgemein das Eindringen von Bakterien, Fllssigkeiten,
Molekullen oder lonen zwischen die Kavitdtenwand und das Restaurationsmaterial be-
zeichnet [60,61,67,99]. Durch das Eindringen von oralen Mikroorganismen in den Zwi-
schenraum von Zahn und Restauration kénnen Pulpitiden oder Sekundarkaries her-
vorgerufen werden [99]. Eine Reihe von In-vitro-Studien beschaftigt sich mit dem Auf-
treten von Microleakage im Restaurationsrandbereich [99]. Es werden in vitro bei-
spielsweise artifizielle karidse Lasionen erzeugt und zur Untersuchung Farbstoffe, ra-
dioaktive Isotope, Bakterien, Luftdruck oder rasterelektronenmikroskopische Aufnah-
men eingesetzt [60,61,67,99]. Anhand dieser Untersuchungen konnte nachgewiesen
werden, dass bei Restaurationsmaterialien wie Amalgamen, Kompositen, Glasionom-
erzementen und zementierten Inlays potenziell Microleakage auftreten kann. In Ab-
hangigkeit vom verwendeten Restaurationsmaterial unterscheidet sich jedoch die Zeit-
spanne bis ein Versagen der Restauration aufgrund von Sekundarkaries feststellbar ist
[67]. Die Ubertragung der Ergebnisse der In-vitro-Studien auf die Situation in vivo ge-
staltet sich allerdings oft als schwierig, weil sich die Versuchsbedingungen in vitro von

den Gegebenheiten in vivo unterscheiden [56,60,99].

Andererseits hat sich die Sichtweise daruber, dass Microleakage flur die Entstehung
der Kavitatenwandlasion verantwortlich ist, in den letzten Jahren geandert [98,99]. Es
bestehen Zweifel daran, ob sich eine Kavitdtenwandlasion unabhangig von einer aulie-
ren Schmelzlasion als alleiniges Resultat von Microleakage bilden kann [56]. Die Se-
kundarkaries breitet sich im Schmelz entlang der Schmelzprismen aus und es er-
scheint méglich, dass der Verlauf der Schmelzprismen in Relation zur Kavitatenwand
entscheidend fir das Auftreten und das Ausmald der Kavitdtenwandlasion ist [46—48].
Falls die Schmelzprismen von der Zahnoberflache zur Grenzflache zwischen Restaura-

tion und Zahnhartgewebe verlaufen, kann eine Kavitdtenwandlasion entstehen [99].
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Nach dieser Ansicht ist somit die Zahnoberflache Ausgangspunkt fur die Entstehung
der Kavitatenwandlasion und nicht das Auftreten von Microleakage [99]. Daflr spricht
auch, dass in Studien bisweilen kein Zusammenhang zwischen der Randspaltbreite
und der Entstehung von Sekundarkaries festgestellt werden konnte, solange Rand-
spaltbreiten von 400 um nicht Uberschritten werden [66,98]. Schmelzrisse sind nach
Mjér (2005) ein klinisches Beispiel dafur, dass Microleakage nicht zwangslaufig zur
Kariesentstehung flhrt [98]. Die Schmelzrisse kénnen sich mit der Zeit verfarben, Kari-

es tritt in diesen Bereichen allerdings nahezu nie auf [98].

2.2.5 Mikrobiologische Aspekte der Sekundarkaries

Obwohl die Diagnose ,Sekundarkaries im zahnarztlichen Alltag haufig gestellt wird,
gibt es nur wenige Studien, die sich den mikrobiologischen Zusammenhangen der Er-
krankung beschaftigen [98,99].

Anhand von Probenentnahmen wahrend der Kavitatenpraparation aus dem Bereich
der Schmelz-Dentin-Grenze sekundarkariéser Lasionen konnte ermittelt werden, dass
bei Vorliegen von weichem und feuchtem Dentin eine signifikant hdhere Anzahl von
Mutans-Streptokokken und Laktobazillen feststellbar war. Einen Unterschied in der
mikrobiologischen Zusammensetzung von Primar- und Sekundarkaries lag jedoch nicht
vor [65,98].

In einer Studie von Kidd et al. (1995) wurde untersucht, ob sich karidse Lasionen,
Randspaltbildungen oder Verfarbungen im Flllungsrandbereich von Amalgamrestaura-
tionen als Pradiktor fur ein Vorhandensein von infiziertem Dentin an der Schmelz-
Dentin-Grenze eignen. Bei Restaurationen mit Randspalten breiter als 0,4 mm enthiel-
ten die von den Restaurationsrandern enthommenen Plaqueproben eine signifikant
héhere Anzahl an Bakterien (Mutans-Streptokokken und Laktobazillen) als bei Vorlie-
gen von intakten Restaurationsrandern oder schmaleren Randspalten. Auch konnte
festgestellt werden, dass im Dentin bei Randspaltbildungen von mehr als 0,4 mm oder
beim Auftreten von kariésen Lasionen deutlich mehr Bakterien (Mutans-Streptokokken
und Laktobazillen) vorhanden waren. Die Farbe des an die Restauration angrenzenden
Zahnschmelzes erwies sich als unerheblich fir die Vorhersagekraft des Infektionsgra-
des des darunterliegenden Dentins. Die Voraussetzung dafur war, dass keine offenen
karibsen Lasionen feststellbar waren. Daraus wurde geschlussfolgert, dass Amalgam-
restaurationen mit breiten Randspalten oder kariosen Lasionen im Fullungsrandbereich
erneuert werden sollten, im Gegensatz zu solchen mit geringen Randspalten oder al-

leinigen Verfarbungen [66,99].
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Im Rahmen einer weiteren klinischen und mikrobiologischen Untersuchung wurde die
Relevanz marginaler Verfarbungen und Spaltbildungen im Randbereich zahnfarbener
Restaurationen hinsichtlich des Infektionsgrades des darunterliegenden Dentins unter-
sucht. Dazu wurden zum einen Plaqueproben von der Grenzflache zwischen Zahn und
Restauration entnommen. Danach wurden die Restaurationen entfernt, die Schmelz-
Dentin-Grenze mittels Sondierung als hart beziehungsweise weich beurteilt und Pro-
ben des Dentins enthommen. Es konnte festgestellt werden, dass eine gréRere Anzahl
an Mutans-Streptokokken und Laktobazillen in der Plaque offener karidser Lasionen
vorhanden war; das Dentin in diesen Regionen war weich und stark infiziert. Bei Vor-
handensein von erweichtem Dentin im Bereich der Schmelz-Dentin-Grenze ohne
gleichzeitig vorliegende offene kariése Lasion enthielten sowohl die Plaque- als auch

die Dentinproben eine hdhere Anzahl an Mutans-Streptokokken und Laktobazillen [63].

Auch die Auswahl des Restaurationsmaterials kann die Plaquemenge und -
zusammensetzung im Fullungsrandbereich beeinflussen [98]. Die von Svanberg et al.
(1990) bestimmten koloniebildenden Einheiten an S. mutans waren in den Plaquepro-
ben am hdchsten, die aus dem Fullungsrandbereich von Kompositrestaurationen ent-
nommen wurden, gefolgt von Amalgamrestaurationen. Die geringsten S. mutans-
Zahlen wurden im Fullungsrandbereich von Glasionomerzementrestaurationen festge-
stellt [99,132].

Des Weiteren kann der Gehalt an S. mutans im Speichel die Kolonisation der Zahnfla-
chen, welche die Restauration angrenzen, beeinflussen. Bei einer erhéhten Anzahl von
S. mutans im Speichel steigt auch die Zahl dieser Bakterien in der Plaque. Anderer-
seits verhindern geringe Mengen von S. mutans im Speichel nicht das Auftreten einer

hohen Anzahl dieser Mikroorganismen im Randbereich von Restaurationen [99,147].

Die Isolation erhdhter Mengen koloniebildender Einheiten von Mutans-Streptokokken
und Laktobazillen aus Bereichen mit Sekundarkaries im Fullungsrandbereich lasst ei-

nen Einfluss dieser Spezies im Entstehungsprozess der Lasionen vermuten.

2.3 Mikrobiologische Modelle in der Kariesforschung

Zur Untersuchung der mikrobiologischen Zusammenhange im Rahmen der Kariesfor-
schung eignen sich Labormodelle, Tierversuche und humane In-situ-Studien und In-
vivo-Studien, die sich in ihrer mikrobiellen Komplexitat voneinander unterscheiden. Die
Moglichkeiten der Kontrolle und Manipulation der Versuchsbedingungen sinken mit
zunehmender Realitdtsnahe des Versuchsdesigns. Je nach Fragestellung, For-
schungsstadium und verfugbaren Ressourcen unterscheidet sich die Wahl des geeig-

neten Versuchsmodells [86].
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2.3.1 Labormodelle — Artifizielle Mundhohlen

Demineralisationen der Zahnhartsubstanzen lassen sich chemisch durch Einsatz von
sauren Loésungen [20,21,27,93,146], sauren Gelen [20,27,55,75] oder mikrobiologisch
durch saure Stoffwechselprodukte (z. B. Laktat) verschiedener Bakterienspezies er-
zeugen [7,30,35,36,42,52,57,104,110,113,117,121,123,125,130].

Die Entwicklung von Labormodellen zur Simulation der Mundhéhlenbedingungen seit
Ende des 19. Jahrhunderts resultierte aus der Vielschichtigkeit der oralen Mikrobiota
[83,95]. Des Weiteren flihrten ethische Konflikte in Zusammenhang mit der Untersu-
chung von Karies und Parodontalerkrankungen in vivo zur Etablierung dieser auch als
.artifizielle Mundhohlen* bezeichneten Modelle [137]. Der Begriff der ,artifiziellen
Mundhdhle“ umfasst eine Vielzahl von In-vitro-Modellen, die sich unter anderem hin-
sichtlich des Aufbaus, der Versuchsdurchfihrung und der zu untersuchenden Frage-
stellung unterscheiden. Wahrend es sich bei den ersten Entwicklungen um einfache
Basismodelle zur Untersuchung der Kariesatiologie und -pathogenese handelte
[32,112,113,118,137], ermbglichen die aktuellen automatisierten und hoch anspruchs-
vollen Versionen die Gewahrleistung kontrollierter Bedingungen zur Auswertung des
Stoffwechsels, des Wachstums, der Mineralisation sowie der Pathogenitat des denta-
len Biofilms [125,130,137,152]. Eine begrenzte Anzahl an Studien befasst sich auch
mit der Untersuchung der Einflussfaktoren der Sekundarkariesentstehung
[7,30,41,42,52,123].

Das gemeinsame Prinzip der artifiziellen Mundhéhlen, nachfolgend auch als ,Karies-
modelle® bezeichnet [117], besteht in der Simulation der physikalischen Gegebenheiten
der Mundhohle in vitro [86]. Merkmale der Versuchsdurchflihrung in artifiziellen Mund-
hohlen sind die Kontrolle und die Einstellung der Umgebungsbedingungen. Zu Beginn
wurden die Versuche bei Raumtemperatur durchgefihrt [112,137], was allerdings nicht
den Gegebenheiten in der menschlichen Mundhdhle entspricht. Durch den Einsatz von
temperierbaren Wasserbadern [35,36,52,110] und Brutschranken [41,117] konnten die
Versuche schliellich bei 35°C [35,36,110,113,125,128-130,152] bis 37 °C
[30,41,42,52,74,117,123,126] durchgefiihrt werden. Je nach Gestaltung der artifiziellen
Mundhdhle kann durch gezielte Zuleitung von Gasgemischen (i. e. 5 Vol.-% CO, und
95 Vol.-% N2) die Zusammensetzung der gasférmigen Phase innerhalb der Reaktions-
kammer reguliert werden [36,104,110,121,125,128,152]. Alternativ werden die Versu-
che unter aeroben Umgebungsbedingungen ohne Gaszufuhr durchgefihrt [41,42,117].
Einige Versuchsaufbauten ermdglichen auch die Uberwachung des pH-Wertes mittels
pH-Messelektroden [41,52,73,74,117,125,128,130].
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Die Versuche werden in Reaktionskammern durchgefihrt, in denen sich Deckglasplat-
ten [125,128,130,152] oder Zahne [4,7,30,32,35,36,41,42,52,57,104,110,112—
114,121,123,125] zur Etablierung einer Plaque befinden. Die Zahne kdnnen sowohl
boviner [30,52,125,129] als auch humaner Herkunft [4,7,35,36,41,42,57,104,110,112—
114,121,123,125] sein und entweder im Ganzen [57,112,123] oder als Probenschnitt-
koérper [4,30,32,35,36,41,52,104,110,113,121,125] montiert werden.

Es werden verschiedene Methoden zur Etablierung einer bakteriellen Plaque auf den
Untersuchungsoberflachen beschrieben. Seit Mitte des 20. Jahrhunderts wird humaner
Speichel [32,112,114,118,128] oder mit natlrlicher Plaque angereicherter humaner
Speichel [4,130,152] zur Inokulation eingesetzt. Sissons et al. (1991) verwendeten in
Thioglycolat geléste supragingivale Plaque zur Etablierung eines Biofilms in ihrer artifi-
ziellen Mundhohle [128]. Des Weiteren kann die bakterielle Plaque durch Mono-
[35,36,57,73,74,110,113,121,123,125] oder Mischkulturen [7,35,36,41,52,110,125]

oraler Mikroorganismen erzeugt werden (s. Tabelle 2, S. 27).

Das Funktionsprinzip der artifiziellen Mundhdhle besteht darin, durch intermittierende
oder kontinuierliche Zuleitung von unterschiedlichen Flussigkeiten Phasen der Nah-
rungsaufnahme und den naturlichen Speichelfluss in vitro zu simulieren. Dieser wird
zum Beispiel den durch Einsatz von artifizielem  Speichel imitiert
[7,30,35,36,57,73,74,110,121,123]. Es handelt sich dabei um eine mineralienhaltige
Lésung (z. B. NaCl, KCI, K:HPO4, KH.PO. Na;HPO., CaCl,, CaSO., MgCly)
[7,41,57,73,123], wobei die mengenmalige Zusammensetzung zwischen den einzel-
nen Studien variiert und weitere Zusatze wie Glykoproteine tierischer Herkunft
[35,36,110,125], Muzin, Harnstoff oder Vitamin C [123] zugefligt werden kénnen. Der
pH-Wert der Losung liegt bei 6,8 [123], 6,9 [121] oder 7 [7,73,74]. Die intermittierende
oder kontinuierliche Zufuhr von Nahrstoffen ermoglicht das Wachstum des bakteriellen
Biofilms innerhalb dieser Umgebung [137]. Dafir wird ein Nahrmedium fir Bakterien
verwendet [7,30,35,36,41,42,52,110,112-114,123], das zur Simulation einer zuckerhal-
tigen Ernahrungsweise zusatzlich niedermolekulare Kohlenhydrate wie beispielsweise
Glukose [35,36,110,112—-114,125] oder mitunter auch Saccharose
[7,30,41,42,52,57,121,123,125,128,130,152] enthalt [7,35,36,41,42,52,110,112-114].
Alternativ kdnnen diese niedermolekularen Kohlenhydrate unabhangig vom Nahrmedi-
um supplementiert werden [30,104,121,123,125,128,130,152]. Auch der pH-Wert des
Nahrmediums liegt im neutralen Bereich [7,35,36,110]. Aufgrund der bakteriellen Ver-
stoffwechselung der niedermolekularen Kohlenhydrate entstehen organische Sauren.
Der damit verbundene pH-Wertabfall fihrt zur Demineralisation der Zahnhartsubstanz

und Erzeugung artifizieller kariéser Lasionen auf den Zahnoberflachen. Durch die indi-
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viduelle Einstellung der FlieRraten der Flissigkeiten werden Phasen der Demineralisa-
tion durch die bakterielle Metabolisierung der niedermolekularen Kohlenhydrate und
Phasen der Remineralisation durch den artifiziellen Speichel simuliert
[7,30,35,36,41,42,104,110,117,121,123,125].

Im Laufe der Jahre wurden die artifiziellen Mundhohlen automatisiert. In den aktuellen
Modellen sorgen Pumpen fir konstante Flielraten, die mithilfe von Computerpro-

grammen automatisch gesteuert werden [30,52,117,123,125].

Somit handelt es sich bei einer artifiziellen Mundhdhle um ein Modell zur Etablierung
eines Biofilms auf einer relevanten Oberflache [86]. Ein Vorteil dieser Labormodelle ist,
dass komplexe Okosysteme in Einzelteile zerlegt werden kénnen, welche unter kontrol-
lierten Bedingungen unabhangig voneinander untersucht werden kénnen [86]. Dadurch
konnen definierte Gesichtspunkte einer Fragestellung unter vollstandiger experimentel-
ler Kontrolle untersucht werden. Die kontrollierbaren Versuchsbedingungen garantieren
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse [86]. Labormodelle eignen sich vor allem im
Rahmen von Voruntersuchungen. Damit kénnen vielversprechende Materialien / Agen-
zien ausfindig gemacht werden, welche dann im Rahmen weiterer Studien untersucht
werden koénnen [86]. Des Weiteren sind In-vitro-Studien im Vergleich zu In-vivo-Studien
kostengtinstiger [86]. Allerdings sind die Ergebnisse solcher vereinfachten Okosysteme
mit Vorbehalt auf die komplexen In-vivo-Situationen Ubertragbar [86]. Unter Einhaltung
ethischer Grundsatze bedarf es weiterer Studien in Tierversuchen oder humanen In-

situ- und letztendlich In-vivo-Studien zur Uberpriifung der Ergebnisse.

2.3.2 Sekundarkariesforschung in artifiziellen Mundhohlen

Eine artifizielle Mundhdhle zur Untersuchung der Sekundarkariesbildung stellten
Fontana et al. im Jahr 1996 vor. Sie verwendeten humane Unterkieferinzisivi, deren
Wourzeln abgetrennt wurden sowie deren Labial- und Lingualflachen plan geschliffen
wurden. Jeder Zahn wurde mit einer rechteckigen Kavitat versehen, die mit einem
Komposit versorgt wurde. Mit Ausnahme der Restauration und eines 0,5 mm breiten
Streifens um die Restauration herum wurden die Zahnoberflachen mit einem saurere-
sistenten Lack versehen. Fur jede Gruppe von acht Zahnen stand ein eigenes Ver-
suchsgefal® zur Verfligung, an dessen Boden die Zahnproben fixiert wurden. Die Ver-
suchsgefale befanden sich auf einem elektrischen Ruhrer innerhalb eines Inkubators
(37 °C, aerobe Umgebungsbedingungen). Als Nahrmedium diente dextrosefreies Tryp-
ticase Soja Bouillon, dem 5 % Saccharose zugeflgt wurde (TSBS). Eine Mineral-
waschlosung (MWL) wurde als artifizieller Speichel verwendet. Peristaltische Pumpen

sorgten flir die Fllssigkeitsbewegungen. Die verbrauchten Flissigkeiten wurden aus
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den VersuchsgefalRen in Abfallbehaltnisse gepumpt. Das Versuchsprotokoll bestand
aus wechselnden Zyklen von TSBS (3 x taglich fur je 30 min, 0,7 ml/ min, 63 ml/d)
und MWL (insgesamt 22,5 h, 0,7 ml/ min, 945 ml/ d) fur eine Versuchsdauer von 7 d
oder 12 d. Wahrend die Sterilisation der Zahne mit Ethylenoxid erfolgte, wurden die
Modellbestandteile und Flussigkeiten autoklaviert (121 °C, 20 min). Zur Inokulation der
experimentellen Gruppen wurde eine Mischung einer S. mutans-Kultur und einer L.
casei-Kultur in TSBS verwendet. Dazu wurden je 20 ml der Mischung pro Zahn auf den
0,5 mm breiten Streifen Zahnhartsubstanz angrenzend an die Restauration pipettiert.
Nach einer zweistlindigen Inkubation (37 °C) wurden die Zahnproben in den Versuchs-
gefallen platziert und die artifizielle Mundhéhle zusammengebaut. Nach einer weiteren
Inkubation fir 2 h in TSBS starteten die Versuchszyklen. Die Kontrollgruppen durchlie-
fen die Versuchszyklen ohne vorherige Inokulation mit S. mutans und L. casei. Zur
Kontrolle des Modells erfolgten pH-Wertmessungen, Keimzahlbestimmungen und
Reinheitskontrollen. Wahrend der Testphasen fiel der pH-Wert bei den experimentellen
Gruppen auf 4,1 — 4,5, bei den Kontrollgruppen lag er im Bereich von 6,8 — 7,0. Uner-
winschte Kontaminationen waren nicht feststellbar. Mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie lief3en sich nach 7 d Versuchsdauer sekundarkariése Lasionen feststellen,
weshalb die Autoren schlussfolgerten, dass sich die artifizielle Mundhohle zur Sekun-

darkariesforschung eigne [41].

Die artifizielle Mundhdhle nach Fontana et al. (1996) [41] wurde in einer weiteren Stu-
die von Fontana et al. (1999) eingesetzt. Ziel war es, die antikariogenen Eigenschaften
eines Kalzium-, Fluorid- und Hydroxylionen freisetzenden Restaurationsmaterials (Aris-
ton pHc) gegenlber einem fluoridfreien Restaurationsmaterial (Silux) zu testen. Es gab
vier Versuchsgruppen; humane Zahne wurden mit beiden Restaurationsmaterialien
sowohl mit als auch ohne Randspalt versorgt. Nach einer Versuchsdauer von 7 d zeig-
ten sich keine signifikanten Unterschiede in den an der Zahnoberflache adharenten
Keimzahlen von S. mutans und L. casei pro Versuchsgruppe. Aufnahmen der Sekun-
darkaries wurden mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop gemacht und zeigten

entsprechende Lasionen in allen Versuchsgruppen [42].

Eine modifizierte Version der artifiziellen Mundhdhle nach Fontana et al. (1996) [41]
diente 2006 zur Untersuchung der Frage, ob ein Zusammenhang zwischen einer Resi-
dualkaries (affektiertes Dentin) und dem zuklnftigen Entstehen einer Sekundarkaries
besteht. Die Wurzeln von 18 einwurzeligen, extrahierten humanen Zahnen wurden je
mit vier standardisierten Kavitaten (jeweils auf der Labial- und Lingualseite, apikal und
zervikal) versehen. In den apikalen Kavitaten wurden chemisch artifizielle Lasionen

erzeugt. Nach Anfarben mit einem Kariesdetektor und unvollstandiger Kariesexkavati-
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on mit einem Handinstrument wurden alle Kavitaten mit Komposit gefiillt. Die gesamten
Lingualflachen der Zahne wurden vollstandig mit einem saureresistenten Lack abge-
deckt, um weitere Demineralisationen zu vermeiden. Auf den Labialflachen wurden die
Restaurationen und ein 0,5 mm breiter Streifen um die Restaurationen herum ausge-
spart. Die Versuchsdauer in der artifiziellen Mundhoéhle betrug drei Tage. Eine energie-
dispersive Rontgenanalyse der Kalziumkonzentration angrenzend an die Grenzflache
zwischen Dentin und Restauration zeigte, dass das Belassen von affektiertem inneren

Dentin die Anfalligkeit fir die Entstehung einer Sekundarkaries nicht erhéht [7].

Im Jahre 2005 beschrieben Seemann et al. die Entwicklung einer artifiziellen Mundhéh-
le, welche innerhalb eines sterilisierbaren Handschuhkasten aufgebaut war, um Mani-
pulationen und die Entnahme von Zahnproben durch zwei Luftschleusen wahrend des
Versuchs zu ermdglichen. Es wurden 25 kariesfreie Oberkieferpramolaren mit Fis-
surenversiegelungen versehen, wobei die mesialen Anteile der Fissur lege artis ver-
sorgt wurden. Bei den distalen Anteilen wurde die Entstehung eines Randspaltes durch
Kontamination der Zahnoberflache mit Speichel vor dem Einbringen des Fissurenver-
siegelers provoziert. Die Zahne wurden auf einer rotierenden Oberflache mit Platz fur
bis zu 60 Zahnproben in der Reaktionskammer befestigt. Es herrschten Umgebungs-
bedingungen von 37 °C und eine kontinuierliche Gaszufuhr von 19 Vol.-% O, 80 Vol.-
% N2 und 5 Vol.-% CO.. Als Kontrollgruppe dienten funf Zahne, die nach siebentagiger
Versuchsdauer entnommen wurden. Danach erfolgte die Inokulation der verbliebenen
Zahne mit 30 ml einer S. mutans-Ubernachtkultur (ATCC 25175) und eine weitere Ver-
suchsdauer von 14 Tagen. Der Vorgang der Inokulation wurde nach sieben Tagen
wiederholt. Bei den tropfenweise zugeflihrten Flissigkeiten handelte es sich um eine
10 %-ige Saccharoselésung, Trypticase Soja Bouillon (TSB) und artifiziellen Speichel.
Es wurde jeweils fir 5 min TSB, gefolgt von artifiziellem Speichel fur 15 min im Wech-
sel wahrend des gesamten Versuchs zugefuhrt. Einmal stindlich wurde eine 10 %-ige
Saccharoselésung anstelle von TSB supplementiert. Die Flissigkeitsbewegungen er-
folgten Uber peristaltische Pumpen, die computergesteuert funktionierten. Mittels kon-
fokaler Laser-Scanning-Mikroskopie konnten primarkaridése Lasionen und Kavitaten-
wandlasionen an allen Zahnen der Testgruppe festgestellt werden. Reinheitskontrollen
der aus der Reaktionskammer ausgeleiteten Fllssigkeiten zeigten keine ungewollten

Kontaminationen des Systems [123].

Diercke et al. (2009) untersuchten die Fragestellung, ob die Kavitatenwandlasionen der
Sekundarkaries bei Restaurationen mit definierten Randspaltbreiten (50 ym, 100 um,
250 ym) und bei Inhibition der Entstehung der Auf3enldsionen durch Auftragen eines

saureresistenten Lackes entstehen. Es wurden Zahnblocke boviner Zahne und eine
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schlittendhnliche Konstruktion zur Erzeugung von Restaurationen definierter Rand-
spaltbreiten verwendet. Der Zahnblock bildete den statischen Teil in der Konstruktion,
ein Kompositblock war beweglich, sodass zwischen beiden Blécken mithilfe des Einle-
gens von Metallstreifen definierter Dicke eine Randspaltbildung simuliert wurde. Die
mikrobiologische Belastung erfolgte fur 21 Tage in der artifiziellen Mundhdhle nach
Seemann et al. [123]. Es zeigte sich, dass die Kavitatenwandlasionen ohne Existenz
der Aul3enlasionen entstehen kdnnen und das Ausmal der Lasionen mit zunehmender

Randspaltbreite steigt [30].

Ein oraler Biofilmreaktor wurde von Hayati et al. (2011) prasentiert. Probenschnittkor-
per boviner Inzisivi wurden mit Klasse-I-Kavitaten versehen und anschlielend mit
Komposit (Clearfil AP-X) geflllt (mit / ohne Auftragen von Clearfil SE Bond). Die Kavi-
taten wurden mit einem definierten Unterschuss geflillt; es wurden 0,8 mm der Kavita-
ten zur Zahnoberflache hin unversorgt belassen, um die Akkumulation des Biofilms zu
ermdglichen. Zur Inokulation diente eine Suspension von S. mutans MT8148, S. sobri-
nus 6715 und S. gordonii ATCC 10558 in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS). Der
Versuchsaufbau bestand aus zwei Reaktionskammern, in denen die Zadhne an einem
Teflonhalter fixiert wurden. Eine Temperatur von 37 °C wurde durch Wasserummante-
lung der Reaktionskammer aufrechterhalten, ein Gasgemisch von 80 % N2, 10 % H2
und 10 % CO2 wurde zugefuhrt und pH-Wertmessungen wurden Uber eine in der Re-
aktionskammer befindliche pH-Messelektrode durchgefiihrt. Peristaltische Pumpen, die
von einem Computerprogramm gesteuert wurden, sorgten fiir die Flissigkeitsbewe-
gungen (FlieBrate 6 ml/ h). Die Bakteriensuspension, das Nahrmedium (saccharose-
haltige Heartinfusion) und die phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) wurden kontinuier-
lich wahrend der Versuchsdauer von 20 h zugeleitet. Die weitere Inkubation bei 37 °C
fur 7 d oder 30 d erfolgte auf’erhalb des Biofilmreaktors. Anhand von fluoreszenzmik-
roskopischen und rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen lielRen sich artifizielle

sekundarkariose Lasionen feststellen [52].

2.3.3 Tierversuche, humane In-situ- und In-vivo-Studien

Der Nachweis daruber, dass es sich bei Karies um eine ubertragbare Infektionskrank-
heit handelt, gelang in Tierversuchen [59]. Des Weiteren konnten mit diesen Studien
der Einfluss der Ernahrung auf die Kariesentstehung, die Effektivitat antikariogener
Agenzien und die kariogenen Eigenschaften unterschiedlicher Bakterienspezies unter-
sucht werden [9,86]. Ein Vorteil von Tierversuchen gegentber Labormodellen ist, dass
die Untersuchungen in einer naturlichen Mundhdhle in Anwesenheit von natirlichem

Speichel durchgefiihrt werden, welcher die Bestandteile der Wirtsabwehr enthalt [86].
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Auch konnen in Tierversuchen Fragestellungen untersucht werden, die in vivo ethisch
nicht vertretbar waren [86]. Als nachteilig anzusehen ist, dass sich einerseits die tieri-
sche Mundhodhle von der des Menschen unterscheidet (Dentition, orale Mikrobiota,
Speichelzusammensetzung efc.) [86] und andererseits durch Tierversuche ethische

Konflikte resultieren konnen.

Humane In-situ-Modelle eignen sich zur Bildung von Biofilmen auf standardisierten
Zahnhartsubstanzoberflachen bei Exposition gegeniber Mundhéhlenbedingungen. Die
Zusammensetzung des Biofilms auf den Untersuchungsoberflachen ahnelt dem der
natlrlichen Zahne [86]. Eine Methode ist die Bildung von Retentionsstellen der Biofilm-
bildung mittels kieferorthopadischen Bandern an spater zu extrahierenden Zahnen
[86,159]. Eine weitere Mdglichkeit stellt der Einsatz herausnehmbarer [86,159] oder
festsitzender [159] Apparaturen dar, die humane oder bovine Zahnhartsubstanzober-
flachen enthalten [86,159]. Die Demineralisation kann durch Beimpfen mit kariogenen
Mikroorganismen oder durch zusatzliche intra- / extraoralen Zuckerspllungen forciert
werden [86]. Die Studien sind durch eine hohe klinische Relevanz gekennzeichnet. Ein
Problem dieser Studien ist, dass unter anderem der Speichelfluss, die orale Clearance
sowie die Zusammensetzung des Biofilms intra- und interindividuell variieren. Dies er-
schwert die Standardisierung der Untersuchungen [86]. Des Weiteren ist die Anzahl
der Studienteilnehmer zumeist begrenzt, wodurch die Reprasentativitat der Ergebnisse
fur die Gesamtbevdlkerung in Frage gestellt werden kann [159]. Im Vergleich zu In-
vitro-Studien ist die Kontrolle der experimentellen Bedingungen geringer [86]. Auch
stellt die mikrobielle Untersuchung der in situ gewonnenen Plaqueproben sich mitunter
als zeitaufwendig, arbeits- sowie kostenintensiv dar [86]. Sowohl In-situ- wie auch In-
vivo-Studien sind kostenintensiv und die Ergebnisse abhangig von der Compliance der
Probanden [86]. Nichtsdestotrotz sind /n-vivo-Studien unerlasslich zur Bestimmung der

klinischen Effektivitat [86] und von hoher klinischer Relevanz [159].

-26-



Literaturtbersicht

Tabelle 2: In artifiziellen Mundhohlen verwendete Bakterienstamme.

Autoren

Verwendete Bakterienstamme

Kulturart

Pigman et al.
(1957) [113]

L. casei ATCC 4646, S. faecalis ATCC
4083, S. salivarius ATCC 9756, Micrococ-
cus pyogenes var. aureus, Micrococcus
pyogenes var. albus, Clostridium perfrin-
gens ATCC 846, Neisseria catarrhalis

Monokulturen

Donoghue, Per- | S. rattus (mutans) BHT und S. mitior LPA-1 | Mono- und Misch-
rons, Hudson kulturen

(1985) [35]

Katz et al | S. mutans Monokultur

(1986) [57]

Donoghue, Per-| S. mitior LPA-1, A. viscosus WVU627, | Mono- und Misch-
rons (1988) [36] | V. alcalescens OMZ193, (S. mutans C67-1) | kulturen

Noorda et al.

S. mutans C67-1 und V. alcalescens V-1

Monokulturen

(1988) [104]

Perrons, Dono- | A. viscosus WVUG627, S. mitior LPA-1, | Mono- und Misch-
ghue (1990) | V. dispar OMZ193, S. mutans C67-1 kulturen
[110]

Schiffner, S. mutans, Serotyp c Monokultur
Schmeiser

(1995) [121]

Fontana et al. | S. mutans TH 16, Serotyp ¢ und | Mischkultur
(1996) [41] L. casei ATCC 7669

Sissons, Wong, | S. mutans ATCC 10449 Monokultur
Shu (1998)

[130]

Fontana, S. mutans und L. casei Mischkultur
Gonzalez-

Cabezas, Wil-

son (1999) [42]

Shu, Wong, | S. mutans ATCC 25175, S. sobrinus O1H1, | Mono- und Misch-
Miller,  Sissons | A. naeslundii WVU 626 und | kulturen
(2000) [125] L. rhamnosus / casei ATCC 7469

Seemann et al. | S. mutans ATCC 25175 Monokultur
(2005) [123]

Borczyk, S. mutans ATCC 25175 und L. casei ATCC | Mischkultur
Pigtowska, 7469

Krzeminski

(2006) [7]

Ritzmann (2008) | S. mutans ATCC 10449 Monokultur
[117]

Diercke et al. | S. mutans ATCC 25175 Monokultur
(2009) [30]

Hayati et al | S. mutans MT8148, S. sobrinus 6715 und | Mischkultur
(2011) [52] S. gordonii ATCC 10558

Schmidt (2013) | S. mutans DSM Nr. 20523 Monokultur
[122]

Krémer et al. | S. mutans DSM Nr. 20523 Monokultur

(2015) [72]
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3 Ziel der Arbeit und Nullhypothesen

Ziel der Arbeit war die Weiterentwicklung des vorhandenen S. mutans-basierten Kari-
esmodells durch Etablierung von L. casei (DSM Nr.: 20021). Des Weiteren sollten Res-
taurationsmaterialien (ein konventioneller Glasionomerzement, ein kunststoffmodifizier-
ter Glasionomerzement, ein adhasiv befestigtes Komposit mit und ohne Anwendung
der Etch-and-rinse-Technik) beziglich mdéglicher kariesinhibitorischer Effekte im Ful-

lungsrandbereich untersucht werden.
Folgende Fragen stellten sich:

1) Gelingt eine Weiterentwicklung des S. mutans-basierten, automatisierten Kari-

esmodells durch Etablierung einer weiteren Bakterienspezies (L. casei)?

2) Lassen sich auch nach der Weiterentwicklung des S. mutans-basierten Karies-
modells durch Etablierung von L. casei artifizielle sekundarkaridse Lasionen im

Fullungsrandbereich erzeugen?

3) Sind kariesinhibitorische Effekte der verwendeten Restaurationsmaterialien hin-

sichtlich der Sekundarkariesentstehung feststellbar?
Nullhypothesen:

1) Eine Weiterentwicklung des vorhandenen S. mutans-basierten Kariesmodells

durch Etablierung von L. casei ist nicht mdglich.

2) Es ist nicht méglich, nach Weiterentwicklung des Kariesmodells durch Etablie-
rung von L. casei artifizielle sekundarkariése Lasionen im Fullungsrandbereich

Zu erzeugen.

3) Es lassen sich keine Unterschiede in den kariesinhibitorischen Eigenschaften
bezuglich der Demineralisationstiefen, der Substanzverluste infolge der Demi-
neralisation, der Gesamtdemineralisationen und der Randspaltbreiten zwischen
den einzelnen Restaurationsmaterialien (konventioneller Glasionomerzement,
kunststoffmodifizierter Glasionomerzement sowie Komposit, Dentinbondinga-

gent (DBA) mit und ohne Anwendung der Etch-and-rinse-Technik) feststellen.
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4 Material und Methode
4.1 Zahnproben

4.1.1 Probenauswahl und -lagerung

Zur Durchflihrung der Versuche wurden kariesfreie humane dritte Molaren verwendet.
Nach deren Extraktion oder operativen Entfernung wurden die Zahne maximal vier
Wochen in 0,5 %-iger Chloramin-T-Lésung (Chloramin T Trihydrat, Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe) gelagert. Fur die Studie lag ein positives Votum der Ethikkommissi-
on des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat GieRen vor (Aktenzeichen
143/ 09). Es erfolgte die manuelle Reinigung der Zahne mit einem Scaler (Hu Friedy
everedge SH 6 /79, Hu Friedy Mfg. B.V., Rotterdam, Niederlande) und das Einfrieren
bei -18 °C in Aqua dest. bis zur weiteren Verwendung. Nach dem Auftauen der Zahne
auf Raumtemperatur wurden diese mittels eines Pulverstrahlgerates (PROPHYflex 3,
KaVo Dental GmbH, Biberach / Ri) gesaubert, mit Wasserspray gereinigt und mit 6I-
sowie wasserfreier Luft getrocknet. Noch vorhandene Reste von organischem Gewebe
wurden mit einem Scaler (Hu Friedy everedge SH 6 / 79, Hu Friedy Mfg. B.V.) entfernt.
Die Zahne wurden randomisiert vier Gruppen zugeordnet. Der Probenumfang eines
Versuchsdurchlaufes umfasste zwolf Zahne, sodass je drei Zahne einer Gruppe zuge-
ordnet werden konnten. Insgesamt wurden funf Versuchsdurchlaufe durchgefihrt. Die
Summe der Zahnproben pro Gruppe umfasste somit 15 Zahne. Zur Identifikation der
einzelnen Zahne wurde auf der Flllung gegentberliegenden Zahnseite eine Ziffer mit
einem Finierdiamanten (Nr.: 8801.314.012, Komet Dental, Gebr. Brasseler GmbH &
Co. KG, Lemgo) prapariert.

4.1.2 Kavitatendesign

Bei jeder Zahnprobe wurde eine Klasse-V-Kavitat nach Black (1914) [5] auf der buk-
kalen oder oralen Glattflache des Zahnes prapariert (s. Abbildung 1, S. 30). Die
Schmelz-Zement-Grenze verlief dabei auf Hohe der halben Breite der Kavitat, sodass
die eine Halfte der Préparation von Schmelz begrenzt und die andere Haélfte von Ze-
ment begrenzt war. Die Grolie der Kavitaten war standardisiert, eine Ausdehnung von
4 - 5 mm in mesio-distaler Richtung, von 2 -3 mm in okklusal-apikaler Richtung und
eine Tiefe von 1,8 mm durften nicht Uberschritten werden. Zur Erzielung einer einheitli-
chen Tiefe der Kavitaten wurde der Substanzabtrag unter Verwendung eines diaman-
tierten Bohrers des Occlusal Reduction Kit (Nr. 8280 017, Hager & Meisinger GmbH,

Neuss) durchgefiihrt. Das Finieren der Kavitaten erfolgte danach mit einem diamantier-
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ten Zylinder (Nr.: 8835KR.314.010, Komet Dental, Gebr. Brasseler GmbH & Co. KG)
hochtourig unter Wasserkuhlung. Zur Erzielung einer parallelwandigen Kavitat wurde
der Bohrer senkrecht zur Zahnoberflache gefiihrt. Sowohl eine Uberschreitung der
oben genannten Mal3e als auch eine Pulpaexposition im Rahmen der Praparation wur-

den als Ausschlusskriterien gewertet.

Breite:
Tiefe; max. 1,8 mm 2—4mm

Lange:3 -5 mm

Abbildung 1: Kavititendesign.

4.1.3 Verwendete Restaurationsmaterialien und deren
Verarbeitung
Im Anschluss an die Praparationen wurden die Zahne mit Fullungen versorgt, wobei
die verwendeten Fullungsmaterialien nach Herstellerangaben verarbeitet wurden (s.
Tabelle 3, S. 31). Bei den Restaurationsmaterialien handelte es sich um einen konven-
tionellen Glasionomerzement namens Ketac™ Molar Aplicap™ (3M Deutschland
GmbH, 3M ESPE, Seefeld) und einen kunststoffmodifizierten Glasionomerzement
(Photac™ Fil Quick Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE). Des Weiteren wur-
de das Komposit Ceram+X® mono (DENTSPLY DeTrey GmbH, Konstanz) in Kombina-
tion mit dem Haftvermittler Prime&Bond® NT (DENTSPLY DeTrey GmbH) verwendet.
Zwei Gruppen wurden mit letzterem Restaurationsmaterial versorgt, wobei sie sich
darin unterschieden, dass bei einer Gruppe zusatzlich eine Konditionierung mit 35 %-
iger Orthophosphorsaure (Vocoid, Voco GmbH, Cuxhaven) nach der Etch-and-rinse-
Technik (nachfolgend mit SAT abgekiirzt) durchgefiihrt wurde, wahrend bei der ande-
ren Gruppe darauf verzichtet wurde, um die Entstehung eines Randspaltes zu provo-

zieren.
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Tabelle 3: Verwendete Restaurationsmaterialien.

Materialname Materialklassifikation Hersteller LOT-

Nummer

Photac™ Fil Quick | Kunststoffmodifizierter | 3M Deutschland GmbH, | 505647

Aplicap™ (A3) Glasionomerzement 3M ESPE, Seefeld

Ketac™ Molar Apli- | Konventioneller 3M Deutschland GmbH, | 505470
cap™ (A3) Glasionomerzement 3M ESPE, Seefeld

Ceram+X® mono Komposit DENTSPLY DeTrey | 1302000799
(M5) GmbH, Konstanz

Prime&Bond® NT Dentinbondingagent DENTSPLY DeTrey | 1110001496
(DBA, Selbstprimen- | GmbH, Konstanz

der Haftvermittler)

Vocoid 35 %-ige  Orthophos- | Voco GmbH, Cuxhaven | 1209623

phorsaure

Ketac Conditioner 3M Deutschland GmbH, | 508215
3M ESPE, Seefeld

Ketac Glaze 3M Deutschland GmbH, | 499261
3M ESPE, Seefeld

Gruppe 1: Kunststoffmodifizierter Glasionomerzement

Nach der Praparation wurde die Kavitdt mit Wasserspray gereinigt und mit wasser-
sowie Olfreier Luft getrocknet, wobei darauf geachtet wurde, den Zahn nicht zu Uber-
trocknen. Mit einem Aktivator (3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) wurde die Photac™
Fil Quick Aplicap™ Kapsel (3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) aktiviert, wobei der
Applikatorhebel fir 2 - 4 s heruntergedriickt gehalten wurde, um eine vollstandige Ent-
leerung der Flussigkeit in das Pulver zu gewahrleisten. Das daran anschlieRende Mi-
schen erfolgte im RotoMix™-Rotationsmischgerat (3M Deutschland GmbH, 3M ESPE)
fur 8 s. Das Restaurationsmaterial wurde in 1 - 2 Inkrementen mit einem Heidemann-
spatel (PluLine Nr. 41357, Pluradent AG & Co. KG, Offenbach) und einem Kugelstop-
fer (PluLine Nr. 41083, Pluradent AG & Co. KG) in einer Schichtstarke von maximal
2 mm eingebracht. Jede Schicht wurde mit der Bluephase-Polymerisationslampe (lvo-

clar Vivadent GmbH, Shaan, Liechtenstein) fir 40 s lichtgehartet.
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Gruppe 2: Konventioneller Glasionomerzement

Zur Entfernung der im Rahmen der Praparation entstandenen Schmierschicht wurde
Ketac Conditioner (3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) mit einem Microbrush® (Micr-
obrush® International, Grafton, WI, USA) in der Kavitat aufgetragen. Nach einer Ein-
wirkdauer von 10 s wurde dieser mit Wasserspray entfernt. Die Trocknung erfolgte in
2 - 3 Intervallen mit wasser- und 6lfreier Luft ohne dabei eine Ubertrocknung herbeizu-
fUhren. Zur Aktivierung der Ketac™ Molar Aplicap™ Kapsel (3M Deutschland GmbH,
3M ESPE) wurde diese in den Aktivator (3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) gelegt
und der Hebel fir 2 - 4 s vollstandig heruntergedrickt gehalten. Nach dem Mischen
von Pulver und FlUssigkeit im RotoMix™-Rotationsmischgerat (3M Deutschland
GmbH, 3M ESPE) fur 8 s wurde das Fullungsmaterial unter Verwendung eines Ku-
gelstopfers (PluLine Nr. 41083, Pluradent AG & Co. KG) und eines Heidemannspatels
(PluLine Nr. 41357, Pluradent AG & Co. KG) in die Kavitat eingebracht. Da Ketac™
Molar Aplicap™ (3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) wahrend der Abbindephase so-
wohl wasser- als auch austrocknungsempfindlich ist, wurde Ketac Glaze (3M Deutsch-
land GmbH, 3M ESPE) mit einem Microbrush® (Microbrush® International) als Ful-
lungsschutz aufgetragen und fur 10 s mit der Bluephase-Polymerisationslampe (Ivoclar
Vivadent GmbH) lichtgehartet.

Gruppe 3: Komposit, DBA mit Sdurekonditionierung von Schmelz und Dentin (Etch-

and-rinse-Technik)

Die Saurekonditionierung erfolgte mit 35 %-iger Orthophosphorsaure (Vocoid, Voco
GmbH), wobei die Einwirkzeit auf dem Schmelz 30 s und auf dem Dentin maximal 15 s
betrug. Nach Ablauf der Zeit wurde die Saure sorgfaltig mit Wasserspray abgespriht
und der Zahn anschlieBend vorsichtig getrocknet. Bei dem verwendeten Adhésivsys-
tem handelte es sich um Prime&Bond® NT (DENTSPLY DeTrey GmbH), welches mit
einem Microbrush® (Microbrush® International) auf die Kavitdtenwande aufgetragen
und fir 20 s einmassiert wurde. Es wurde dabei darauf geachtet, dass die praparierten
Flachen wahrend der gesamten Einwirkzeit mit dem Material gut benetzt waren. Das
Uberschussige Losungsmittel wurde dann mit wasser- und o6lfreier Luft fir mindestens
5s verblasen und der Haftvermittler fur 20s lichtgehartet (Bluephase-
Polymerisationslampe, Ivoclar Vivadent GmbH). Das Komposit CerameX® mono
(DENTSPLY DeTrey GmbH) wurde nach der Inkrementtechnik mit einer Schichtstarke
von maximal 2 mm in die Kavitat eingebracht und jede einzelne Schicht mit der Blue-

phase-Polymerisationslampe (Ivoclar Vivadent GmbH) fuir 40 s ausgehartet.
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Gruppe 4: Komposit, DBA ohne Saurekonditionierung von Schmelz und Dentin (Etch-

and-rinse-Technik)

Bei Gruppe 4 wurde keine Saurekonditionierung der praparierten Zahnflachen mit
35 %-iger Orthophosphorsaure durchgefiihrt, ansonsten wurde analog zur Behandlung

der Zahne der Gruppe 3 vorgegangen.

Nach dem Legen der Fillungen wurden bei samtlichen Zahnen die groben Uberschiis-
se mit einem Scaler (Hu Friedy everedge SH 6/79, Hu Friedy Mfg. B.V.) entfernt. Da-
nach erfolgten die Ausarbeitung und die Politur mit rotierenden Al,Os-beschichteten
Scheiben (Sof-Lex™-Scheiben, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) im niedrigen Dreh-
zahlbereich unter Wasserkihlung. Es wurden dabei Scheiben der Kérnungen grob,
mittel, fein und sehr fein nacheinander verwendet. Auf die vollstandige Entfernung der

Uberschiisse wurde besonders geachtet.

4.1.4 Inkubation

Nach der Ausarbeitung und der Politur der Fullungen wurden die Zéhne in Aqua dest.
fur insgesamt vier Wochen bei 37 °C in einem Brutschrank (Typ B20, Heraeus Holding
GmbH, Hanau) gelagert. Dies diente der Simulation des Tragens einer zahnarztlichen
Restauration in der Mundhohle des Patienten. Nach einer anfanglichen Inkubation von
72 h wurden die Oberflachen der Fillungen nochmals mit Sof-Lex™-Scheiben (3M
Deutschland GmbH, 3M ESPE) nachbearbeitet, um letzte Flllungsmaterialliberschis-

se vollstandig zu beseitigen.

4.1.5 Thermozyklische Belastung

Im Anschluss an die Lagerung erfolgte eine thermozyklische Belastung der restaurier-
ten Zahne im Thermocycler (TCS 30, Syndicad, Minchen). Zur Simulation eines Alte-
rungsprozesses der Restaurationen durchliefen samtliche Zahnproben eine Summe
von 10 000 Zyklen. Ein Zyklus umfasste eine Kaltwasserphase von 15 s bei + 5 °C,
eine Warmwasserphase von 15 s bei + 55 °C und im Anschluss jeweils eine Abtropf-

phase von 15 s.

4.1.6 Weitere vorbereitende MalRinahmen

Nach der thermozyklischen Belastung und vor der Befestigung der Zahne an Kausimu-
latorplatten (Sonderanfertigung, Festo AG & Co. KG Systemtechnik, Denkendorf) wur-
de das apikale Wurzeldrittel aller Zahne mithilfe einer diamantierten Trennscheibe
(H333C300, Horico, Hopf, Ringleb & Co. GmbH & Cie., Berlin) rotierend abgetrennt.

Dadurch wurde ein Zugang zur Pulpakammer geschaffen und vorhandenes Pulpage-
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webe konnte mit einem Scaler (Hu Friedy everedge SH 6/79, Hu Friedy Mfg. B.V.) ent-
fernt werden. Danach wurden die Zahne mit Supradent-Wachs (Chemisches Dental
Labor Oppermann-Schwedler, Bonn) an Kausimulatorplatten (Festo AG & Co. KG Sys-
temtechnik) fixiert und sémtliche Offnungen zur Pulpakammer mit Supradent-Wachs
(Chemisches Dental Labor Oppermann-Schwedler) verschlossen. Die Zahne wurden
fur eine Dauer von 2 h in 70 %-igem Ethanol desinfiziert, wobei die L6sung in regelma-
Rigen Abstanden vorsichtig geschwenkt wurde. Zur Vermeidung von Kontaminationen
wurden die Kausimulatorplatten (Festo AG & Co. KG Systemtechnik) samt den daran
befestigten Zahnen mittels einer Pinzette (PluLine St Nr. 43083, Pluradent AG & Co.
KG) unter einer Clean Bench (Thermo Fisher Scientific™ Inc., Waltham, MA, USA) in
die daflir vorgesehenen Bohrungen des Tefloneinsatzes (Bretthauer GmbH, Dillen-
burg) der Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware, Rochester, NY,
USA) gesteckt.

4.1.7 Abformung und Modellherstellung

Die Zahnproben wurden nach der Doppelmischabformtechnik unter Verwendung eines
additionsvernetzenden Silikons (Panasil® Putty und Panasil® initial contact Light, Ket-
tenbach GmbH & Co. KG, Eschenburg) und Einzelzahnabformléffeln (Miratray®-Mini,
Hager Werken, Duisburg) abgeformt. Von jeder Zahnprobe wurden insgesamt zwei
Abformungen genommen; jeweils eine Abformung nach der thermozyklischen Belas-
tung der Zahnproben sowie eine Abformung nach der mikrobiologischen Belastung im
Kariesmodell. Mithilfe der Abformungen wurden Replikas der Zahne auf Polyurethan-
basis (AlphaDie MF, Schitz Dental GmbH, Rosbach) hergestellt, wobei die Material-
verarbeitung nach Herstellerangaben erfolgte. Dazu wurden die vorgeschriebenen
Mengen von Basismaterial (10 g) und Flillstoff (ca. 14 g) miteinander vermischt. Im
Anschluss wurde der Harter (5 g) hinzugefligt, womit das Mischungsverhaltnis von Ba-
sis zu Harter 2:1 betrug. Nach einer Anmischzeit von 30 s wurden die Abformungen mit
AlphaDie (Schitz Dental GmbH) ausgegossen und fur 15 min im Drucktopf (Polyclav®,
Dentaurum GmbH & Co. KG, Ispringen) bei 2 bar gelagert. Die Entnahme der Replikas

aus den Abformungen erfolgte 1 h nach dem Ausgiel3en.
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4.2 Artifizielle Mundhohle: Das biofiimbasierte Kariesmo-
dell

4.2.1 Bestandteile des Kariesmodells

Das verwendete Kariesmodell basierte auf dem von Ritzmann (2008) entwickelten
Aufbau und Funktionsprinzip [117]. Eine schematische Darstellung des Kariesmodells
zeigt Abbildung 2 (S. 39). Es setzte sich zusammen aus einer Reaktionskammer
(Thermo Scientific™ Nalgene™ labware, Rochester, NY, USA) zur Fixierung der
Zahnproben, einem Bakterienreservoirkolben (Schott AG, Mainz) zur Aufnahme der
Bakterien, zwei 20 | fassenden Reservoirgefalen (Schott AG) zur Bevorratung von
Nahrmedium und artifiziellem Speichel sowie einem 10 | fassenden Abfallgefal (Ther-
mo Scientific™ Nalgene™ labware) zum Auffangen der verbrauchten Flissigkeiten.
Eine weitere angeschlossene, 500 ml fassende Laborflasche (Fisher Scientific GmbH,
Schwerte) wurde fur die Reinheitskontrolle bendtigt und diente zur Entnahme der Bak-
terienlésung nach dem Aufenthalt in der Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nal-
gene™ labware). Samtliche Bestandteile waren durch Silikon-Pumpenschlauche (Carl
Roth GmbH & Co. KG) und Steckverbindungen (Carl Roth GmbH & Co. KG) miteinan-
der verbunden, um einen Abbau des Modells in Einzelbestandteile zu gewahrleisten.
Dadurch konnten samtliche Bestandteile des Kariesmodells einzeln verpackt und auto-
klaviert werden. Die Schlauche (Carl Roth GmbH & Co. KG) wurden udber Pumpen
(Carl Roth GmbH & Co. KG) geleitet und waren fur die Flussigkeitsbewegungen im
System verantwortlich. Die Pumpen (Carl Roth GmbH & Co. KG) wurden mittels einer
Steuereinheit, die mit einem Personal Computer (Betriebssystem Windows XP) ver-
bunden war, automatisch an- und ausgeschaltet. Zur kontinuierlichen Uberwachung
des pH-Wertverlaufes diente eine pH-Messelektrode (Sl Analytics Electrode N1048 1M
— DIN - ID, Sl Analytics GmbH, Mainz) im Inneren der Reaktionskammer (Thermo Sci-
entific™ Nalgene™ labware), deren Messungen Uber ein Labor pH-Meter (Schott In-
struments Lab 870, Schott AG) an den Personal Computer geleitet wurden. Mit Aus-
nahme der Reservoirgefalte (Schott AG) flr den artifiziellen Speichel und das Nahr-
medium befanden sich die Bestandteile des Kariesmodells in einem Temperierlager-
schrank (IPS Memmert, Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach) bei 37 °C. Darin wur-
de das Kariesmodell in zweifacher Ausflihrung aufgebaut, sodass zwei unabhangig
voneinander funktionierende Kariesmodelle gleichzeitig gestartet werden konnten (s.
Abbildung 6, S. 50).
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Reaktionskammer

In der Reaktionskammer (300 - 4100 Reusable Filter Holder with Receiver, Thermo
Scientific™ Nalgene™ labware, Rochester, NY, USA) befanden sich die Zahnproben
wahrend der Durchfiihrung der Versuche. Die Reaktionskammer (Thermo Scientific™
Nalgene™ labware) bestand aus einem Kunststoffgefal® mit verschraubbarem Deckel
und mehreren Steckverbindungen (Carl Roth GmbH & Co. KG). Samtliche Bestandteile
waren autoklavierbar. In das Innere wurde ein mit zwolf Bohrungen versehener Einsatz
aus Teflon (Bretthauer GmbH, Dillenburg) zur Aufnahme der an den Kausimulatorplat-
ten (Festo AG & Co. KG Systemtechnik) befestigten Zahnproben eingebracht. Uber
den verschraubbaren Deckel konnte die Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nal-
gene™ |abware) luftdicht verschlossen werden. Der Schraubverschluss enthielt insge-
samt drei Steckverbindungen (Carl Roth GmbH & Co. KG); eine fiir den Luftfilter
(Duran® Group, Schott AG), eine weitere zum Einleiten der Bakterienldsung zu Beginn
der Demineralisationsphase und die dritte diente der Zufuhr von artifiziellem Speichel
zu Beginn der Remineralisationsphase. Eine in der Mitte des Schraubverschlusses
befindliche Halterung aus Teflon (Bretthauer GmbH) wurde zur Befestigung der pH-
Messelektrode (SI Analytics GmbH) verwendet. Es handelte sich hierbei um einen
Hohlzylinder, durch den die pH-Messelektrode (S| Analytics GmbH) ins Innere der Re-
aktionskammer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) geschoben werden konnte,
wo sie wahrend der Versuchsdurchflihrung zur kontinuierlichen pH-Wertaufzeichnung
verblieb. Eine Steckverbindung (Carl Roth GmbH & Co. KG) am Boden der Reaktions-
kammer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) leitete die Flussigkeiten in Richtung
Abfallgefal® (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware). Die Reaktionskammer (Thermo
Scientific™ Nalgene™ labware) wurde an den Innenwanden eines autoklavierbaren

Metallkorbes befestigt, was der Stabilisierung diente und ein Umkippen verhinderte.

Bakterienreservoirkolben

Der Bakterienreservoirkolben (500 ml Erlenmeyerkolben, Weithals, Durchmesser
50 mm, Duran® Laborglas, Schott AG) wurde zur Anzlichtung und Bevorratung der
Bakterien verwendet. Es handelte sich dabei um einen modifizierten Erlenmeyerkolben
(Schott AG), der ein Volumen von 500 ml fassen konnte. Die Glasblaserei des Chemi-
schen Instituts der Justus-Liebig-Universitat Giel3en hatte nach Vorlage von Ritzmann
(2008) [117] ca. 1 cm oberhalb des Kolbenbodens eine sogenannte Olive aus feuerfes-
tem Glas angebracht, auf die ein Schlauch (Carl Roth GmbH & Co. KG) aufgesteckt
werden konnte und die zum Ausleiten der Bakterienldsung in Richtung Reaktionskam-
mer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) diente. Die Positionierung der Olive er-

fullte den Zweck, dass beim Abpumpvorgang am Ende einer Wachstumsphase der
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Bakterien von 6 h der Bakterienreservoirkolben (Schott AG) nahezu vollstandig entleert
werden konnte. Zusatzlich befanden sich am Boden des Kolbens zehn Klarwasser Bio
Filter Rohrchen (Dennerle GmbH, Vinningen), die auf einem Draht (remanium®, feder-
hart, 2 0,8 mm, Dentaurum GmbH & Co. KG) aufgereiht waren und aufgrund der rau-
en Oberflache der Bakterienadhasion zutraglich waren. Die daran anhaftenden Bakte-
rien konnten sich wahrend der nachsten Wachstumsphase vermehren. Luftdicht ver-
schlossen wurde der Reservoirkolben (Schott AG) durch einen Silikon-
Schwammstopfen (Carl Roth GmbH & Co. KG). Durch diesen ragte ein Metallrohr in
den Kolben, das Uber eine Steckverbindung (Carl Roth GmbH & Co. KG) mit dem Re-
servoirgefal® (Schott AG) des Nahrmediums verbunden war. Auf diese Weise konnte
das Nahrmedium in den Bakterienreservoirkolben (Schott AG) gepumpt werden. Der
Bakterienreservoirkolben (Schott AG) stand auf einem Magnetrihrer (IKA® - Werke
GmbH & Co. KG, Staufen). Dieser sorgte, auf niedrigster Stufe eingestellt, fir eine

konstante Flissigkeitsbewegung.

Reservoirgefalle

Zur Aufnahme von Nahrmedium und artifiziellem Speichel wurden Glasflaschen
(Duran® Laborglas, Schott AG), die ein Volumen von 20 | fassen konnten, verwendet.
Zur einfacheren Handhabung befanden sich die Flaschen in eigens dafiir angefertigten
Metallkérben (Systec GmbH, Linden), deren Maschen mit Kunststoffschlduchen durch-
zogen waren. Der Schraubverschluss (Systec GmbH) jeder Flasche enthielt einen Luft-
filter (Duran® Group) zum Druckausgleich sowie eine Steckverbindung (Carl Roth
GmbH & Co. KG) zum Anschluss an das Kariesmodell. Ein in die Flasche ragendes
Metallrohr des Schraubverschlusses (Systec GmbH) diente zur Aufnahme des Tempe-
raturfihlers wahrend des Autoklaviervorganges, um so die Kerntemperatur innerhalb

des Gefalles zu ermitteln und eine ausreichende Sterilisierdauer zu ermdglichen.

Abfallgefal

Ein Abfallgefald (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) wurde zur Aufnahme der aus
der Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) abgepumpten Flissig-
keiten eingesetzt. Es handelte sich um eine 10 | fassende Kunststoffflasche, in deren
Deckel sich ein Luftfilter (Duran® Group) und eine Steckverbindung (Carl Roth GmbH
& Co. KG) zum Anschluss an das Kariesmodell befanden. Das Abfallgefall (Thermo
Scientific™ Nalgene™ labware) wurde jeweils nach zwei Tagen unter Vermeidung
unerwlnschter Kontaminationen gewechselt. Auf diese Weise wurde zum einen ver-

fahren, um einen sicheren Umgang mit den kontaminierten Flussigkeiten zu gewahr-
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leisten, da kleinere Volumina einfacher zu transportieren und autoklavieren waren.

Zum anderen wurde eine unangenehme Geruchsbildung vermieden.

Tropfenfallen

Die verwendeten Tropfenfallen dienten der Verhinderung einer retrograden bakteriellen
Kontamination der Flussigmedien wahrend der Versuchsdurchfihrung. Wie von Ritz-
mann (2008) beschrieben wurde [117], kam es bei Verzicht auf den Einsatz von Trop-
fenfallen wahrend der Versuche zur bakteriellen Besiedelung der Medien. Bei den
Tropfenfallen handelte es sich um Sonderanfertigungen der Glasblaserei des Chemi-
schen Instituts der Justus-Liebig-Universitat Gielden aus hitzebestandigem Glas, die
nach Vorlage [117] gefertigt wurden. Es wurden insgesamt drei Tropfenfallen im Kari-
esmodell eingebaut: Die erste Tropfenfalle befand sich zwischen dem Reservoirgefal
(Schott AG) des Nahrmediums und dem Bakterienreservoirkolben (Schott AG), die
zweite zwischen dem Bakterienreservoirkolben (Schott AG) und der Reaktionskammer
(Thermo Scientific™ Nalgene™ l|abware) und die dritte wurde zwischen dem Reser-
voirgefald (Schott AG) des artifiziellen Speichels und der Reaktionskammer (Thermo

Scientific™ Nalgene™ labware) eingebaut.

Pumpen

Insgesamt vier Pumpen (Pericyclische Pumpe Roth Cyclo I, Carl Roth GmbH & Co.
KG) sorgten flur die Flussigkeitsbewegungen innerhalb des Kariesmodells. Pumpe 1
(Carl Roth GmbH & Co. KG) transportierte das Nahrmedium aus dem Reservoirgefall
(Schott AG) in den Bakterienreservoirkolben (Schott AG). Von dort aus pumpte Pumpe
2 (Carl Roth GmbH & Co. KG) die Bakterienlésung nach einer Wachstumszeit der Bak-
terien von 6 h in die Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) zum
Einleiten der Demineralisationsphase. Pumpe 3 (Carl Roth GmbH & Co. KG) leitete
den artifiziellen Speichel aus dem Reservoirgefall (Schott AG) zu Beginn der Remine-
ralisationsphase in die Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware).
Samtliche sich in der Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) be-
findlichen Flissigkeiten wurden durch Pumpe 4 (Carl Roth GmbH & Co. KG) in das

Abfallgefal® (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) entleert.

Personal Computer, Steuereinheit und Steuersoftware

Mithilfe der von Ritzmann (2008) entwickelten Steuereinheit konnten samtliche Pum-
pen (Carl Roth GmbH & Co. KG) automatisch angesteuert und koordiniert werden
[117]. Die Steuereinheit enthielt acht Steckdosen zum Anschluss der Pumpen (Carl
Roth GmbH & Co. KG) und wurde an einen Personal Computer (Betriebssystem

Windows XP) mit installierter Steuersoftware LeC (LeC Steuersoftware fir Relaisplati-
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nen 8-fach seriell, Conrad Electronic SE, Hirschau) angeschlossen. Die Steuersoftware
LeC ermoglichte nach Programmierung die Steuerung der Pumpen (Carl Roth GmbH &
Co. KG). Es wurde ein 24-stiindiges Versuchsprotokoll programmiert, das die Informa-
tionen Uber den genauen Zeitpunkt, die anzusteuernde Pumpe und den Schaltvorgang
(Ein- / Ausschalten) enthielt. Dieses Protokoll wurde dann automatisch fur eine Dauer
von insgesamt 10 d wiederholt. Dadurch konnten die einzelnen Pumpen (Carl Roth
GmbH & Co. KG) durch Stromzufuhr beziehungsweise Unterbrechung des Stromflus-

ses zum gegebenen Zeitpunkt entweder an- oder ausgeschaltet werden.

LY

pH-Yerkontralle
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Kariesmodells. Das Nahrmedium wurde iiber
Pumpe 1 in den Bakterienreservoirkolben gepumpt und von dort gelangte die Fliissigkeit
tiber Pumpe 2 in die Reaktionskammer, in der sich die Zahnproben befanden. Pumpe 3
sorgte fiir den Transport des artifiziellen Speichels in die Reaktionskammer. Das
Abpumpen der Fliissigkeiten erfolgte liber Pumpe 4 entweder in das AbfallgefaR oder zur
Reinheitskontrolle in eine zuséatzlich angeschlossene 500 ml Flasche. Der pH-Wert
innerhalb der Reaktionskammer wurde kontinuierlich iiber eine pH-Messelektrode
gemessen und aufgezeichnet.
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4.3 Verwendete Flussigmedien

4.3.1 Nahrmedium
Schaedler Broth (BD, BBL™ Schaedler Broth, Becton, Dickinson and Company,

Sparks, MD, USA) wurde als Nahrmedium im Kariesmodell verwendet (s. Tabelle 4).
Hierzu wurden nach Herstellerangaben jeweils 28,4 g des Pulvers in 11 Aqua dest.
vollstandig durch Schwenken der Flussigkeit geldst. Das Ansetzen des Nahrmediums
erfolgte im Reservoirgefall (Schott AG), wobei eine Gesamtmenge von 15 | Nahrmedi-
um fir eine Versuchsdurchfihrung hergestellt wurde. Nach dem Ansetzen wurde das
Nahrmedium bei 121 °C und 2 bar fur 15 min autoklaviert (Autoklav VX-75, Systec
GmbH). Hierbei wurde der Schraubverschluss (Systec GmbH) des Reservoirgefalles
(Schott AG) nicht fest verschraubt, um ein Eindringen des gesattigten Wasserdampfes
in das Reservoirgefaly (Schott AG) zu ermdglichen. Eine um den Schraubverschluss
(Systec GmbH) herum adaptierte Aluminiumfolie (Carl Roth GmbH & Co. KG) diente
zusatzlich als Schutz vor Kontaminationen. Unmittelbar nach dem Ende des Sterilisati-
onsprozesses wurde der Schraubverschluss (Systec GmbH) des Reservoirgefalles
(Schott AG) fest verschlossen und das Gefall bis zum Zusammenbau des Kariesmo-
dells im Kuahlraum des Instituts fir Medizinische Mikrobiologie des Universitatsklini-

kums GielRen und Marburg GmbH bei 4 °C gelagert.

Tabelle 4: Zusammensetzung von 28,4 g Schaedler Broth (Herstellerangaben).

Inhaltsstoffe Mengenangabe [g]
Pancreatic Digest of Casein 8,1
Peptic Digest of Animal Tissue 2,5
Papaic Digest of Soybean Meal 1,0
Dextrose 5,82
Yeast Extract 5,0
Sodium Chloride 1,7
Dipotassium Phosphate 0,82
Hemin 0,01
L-Cystine 0,4
TRIS(hydroxymethyl)aminomethane 3,0
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4.3.2 Artifizieller Speichel

Bei dem artifiziellen Speichel handelte es sich um eine mineralienhaltige Lésung, die
einen Phosphatpuffer enthielt (2,20 mmol / | KH2POs4, 4,59 mmol / | K;HPO4). Zur Her-
stellung wurden die in Tabelle 5 aufgelisteten Bestandteile in 20 | Aqua dest. vollstan-
dig aufgelost. Der pH-Wert des artifiziellen Speichels lag bei 7. Die Sterilisation erfolgte
entsprechend dem bei der Herstellung des Nahrmediums beschriebenen Ablauf. Auf-
grund der vier Spulvorgange nach jeder Demineralisationsphase (s. Kapitel 4.5, S. 47)
war die Menge des bendtigten artifiziellen Speichels hoéher als die des Nahrmediums,
weshalb einmalig wahrend der Versuchsdurchfihrung 20 | artifizieller Speichel in ei-
nem zusatzlichen Reservoirgefal (Schott AG) nachproduziert wurden. Am funften Tag
der Versuchsdurchfiihrung wurden dann die Reservoirgefal3e (Schott AG) des artifiziel-
len Speichels unter Vermeidung von Kontaminationen ausgetauscht, wobei die Steck-
verbindung (Carl Roth GmbH & Co. KG) des leeren Reservoirgefalies (Schott AG) ge-
I6st und an dem vollen Reservoirgefal® (Schott AG) befestigt wurde. Der Zeitpunkt des
Wechsels wurde so gewahlt, dass es wahrenddessen zu keinerlei Pumpvorgangen

kam und die Zahnproben zu keinem Zeitpunkt im Trockenen standen.

Tabelle 5: Zusammensetzung des artifiziellen Speichels nach Zampatti et al. (1994) [157].

Inhaltsstoffe Mengenangabe [g / 20 1]
NaCl 11,922

KCI 15,956

MgCl, x 6H.0 1,179

CaClzx 2H20 3,176

KH2PO, 5,988

K2HPO, 15,990

NaHCOs 3,999

BioTrypcase 5,000

Hefeextrakt 5,000
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4.4 Bakterien

441 Erstellung einer Wachstumskurve von L. casei (DSM
Nr.: 20021)
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (DSM Nr.: 20021) wurde vom Leibniz-Institut
DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braun-
schweig) als Lyophilisat bezogen. Von diesem wurden Glycerinkulturen angelegt und
zur Bevorratung bei -180 °C eingefroren. Zum Erstellen der Wachstumskurve wurde
ein Réhrchen der Glycerinkulturen bei Raumtemperatur aufgetaut und eine Ubernacht-
kultur angelegt. Dazu wurde eine Ose der Glycerinkultur auf 20 ml Schaedler Broth
(BD, BBL™, Becton, Dickinson and Company) verdinnt und fir 12 h bei 37 °C bei an-
aeroben Umgebungsbedingungen (Anaerobiertopf und Anaerocult®, Merck KGaA,
Darmstadt) inkubiert. Danach wurden 2 ml der Ubernachtkultur auf 38 ml Schaedler
Broth (BD, BBL™, Becton, Dickinson and Company) verdunnt (1:20) und mit dem Vor-
tex-Mischer (Scientific Industries Inc., NY, USA) durchmischt. Von dieser Verdinnung
wurde stiundlich Uber einen Zeitraum von 24 h 1 ml entnommen, in eine Kivette
(Sarstedt AG & Co., Numbrecht) gegeben und die optische Dichte ODegoonm
(GENESYS™ 10S UV-Vis Spectrophotometer, Thermo Scientific™) bestimmt. Zusatz-
lich wurde die Keimzahl bestimmt, indem eine Verdlnnungsreihe angelegt und auf
MRS-Platten (BD, BBL™, Becton, Dickinson and Company) ausplattiert wurde. Hierzu
wurden 100 ul der Verdinnung mit 900 pl phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) in ein
Eppendorf Tube (Eppendorf AG, Hamburg) gegeben und durchmischt (10-"). Von der
10-'-Verdinnung wurden 100 pl auf 900 pl PBS in ein weiteres Eppendorf Tube (Ep-
pendorf AG) gegeben und durchmischt (10-2). Dieser Vorgang wurde bis zum Erreichen
der 10°-Verdliinnungsstufe wiederholt. Die einzelnen Verdiinnungsstufen wurden auf
MRS-Platten (BD, BBL™, Becton, Dickinson and Company) ausplattiert und fir 48 h in
anaerobem Milieu (s. Kapitel 4.4.2, S. 42 f.) bei 37 °C inkubiert, bevor diese ausgezahlt

wurden.

4.4.2 Anzuchtung von L. casei zur Beimpfung des Kariesmodells

Zum Anzichten von L. casei wurde eine Glycerinkultur bei Raumtemperatur aufgetaut
und anschlie®end mit dem Vortex-Mischer (Scientific Industries, Inc.) durchmischt. Es
wurden zwei Anséatze hergestellt, wobei jeweils eine Ose der Glycerinkultur in 10 ml
Schaedler Broth (BD; BBL™, Becton, Dickinson and Company) gegeben wurde. Die
Ansatze wurden durchmischt und fir 24 h im Anaerobiertopf mit Anaerocult® (Merck
KGaA) bei 37 °C mit einer Blindprobe (10 ml Schaedler Broth, BD, BBL™, Becton, Di-

ckinson and Company) inkubiert. Anhand der Tribung im Vergleich zur Blindprobe
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wurde beurteilt, ob die Bakterien angewachsen waren. Danach wurde von jedem An-
satz eine Ose der Bakterienkultur entnommen und auf MRS-Platten (BD, BBL™, Bec-
ton, Dickinson and Company) fraktioniert ausgestrichen. Die Platten wurden mit Anae-
robier-Portionstitchen (Anaero Gen™ COMPACT, OXOID AGS, Oxoid Limited, Ba-
singstoke, Hampshire, England) und Indikatorpapier (Mikrobiologie Anaerotest®, Merck
KGaA) in Anaerobierbeuteln (Mitsubishi Gas Company Inc.) eingeschweil3t und fur
48 h bei 37 °C inkubiert. Es wurde dann eine Ubernachtkultur (12 h Inkubation bei
37 °C, anaerobes Umgebungsmilieu) im doppelten Ansatz hergestellt, indem jeweils
eine Einzelkolonie der MRS-Platte (BD, BBL™, Becton, Dickinson and Company) ent-
nommen und in 10 ml Schaedler Broth (BD, BBL™, Becton, Dickinson and Company)
geldst wurde. Die Inkubation erfolgte mit einer Blindprobe (10 ml Schaedler Broth, BD,
BBL™, Becton, Dickinson and Company) und anhand des Tribungsgrades der Flis-
sigkeit wurde das Anwachsen der Bakterien beurteilt. Am Folgetag wurde eine 1:10
Verdinnung der Ubernachtkulturen erstellt, indem je 2 ml der Ubernachtkulturen auf
18 ml Schaedler Broth (BD, BBL™, Becton, Dickinson and Company) verdinnt wur-
den. Erneut erfolgte die Inkubation bei 37 °C unter anaeroben Bedingungen fur 8 h. Im
Anschluss wurde die optische Dichte ODeoonm der Ansatze bestimmt und derjenige zur
Inokulation des Kariesmodells verwendet, der eine ODsoonm VON 1 erreicht hatte (s. Ta-
belle 6, S. 44).

4.4.3 Anzuchtung von S. mutans zur Beimpfung des Kariesmodells
Aus dem Lyophilisat von S. mutans (DSM Nr.: 20523; Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) wurden Glycerinkulturen
hergestellt, die bei -80 °C gelagert wurden. Zum Anzichten wurde ein Réhrchen dieser
aufgetaut und eine Ose der Glycerinkultur fraktioniert auf Columbia-Blutagar (Schafs-
blut, OXOID AGS, Oxoid Limited) ausgestrichen. Die Inkubation der Platten erfolgte
unter aeroben Bedingungen fir 48 h bei 37 °C. Dann wurde ein doppelter Ansatz einer
Ubernachtkultur (Inkubation fiir 12 h bei 37 °C) angelegt, indem jeweils eine Ose von
der Platte entnommen, in 20 ml Schaedler Broth (BD, BBL™, Becton, Dickinson and
Company) geldést und mit dem Vortex-Mischer (Scientific Industries) durchmischt wur-
de. Das Vorliegen einer Tribung im Vergleich zur Blindprobe (20 ml Schaedler Broth,
BD, BBL™, Becton, Dickinson and Company) wurde als Vorliegen einer Bakterienver-
mehrung gewertet. Die zwei Ansatze der Ubernachtkultur wurden verdiinnt (1:20), in-
dem je 1 ml der Bakterienldsung in 19 ml Schaedler Broth (BD, BBL™, Becton, Dickin-
son and Company) geldst und durchmischt wurde. Nach einer Inkubation flr 8 h bei
37 °C in aerober Umgebung wurde die optische Dichte bestimmt und das Kariesmodell
mit dem Ansatz der ODgoonm ~ 1 beimpft (s. Tabelle 6, S. 44).
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Tabelle 6: Anziichtung von L. casei und S. mutans zur Beimpfung des Kariesmodells.

nachtkultur in 18 ml Schaedler Broth

[6sen, durchmischen
Inkubation: 37 °C, 8 h, anaerob

Bestimmung der ODsoonm, Beimpfung
des Kariesmodells mit 1 ml der Ver-

dunnung

Tag | L. casei (DSM Nr.: 20021) S. mutans (DSM Nr.: 20523)
1 Auftauen der Glycerinkultur
1 Ose in 10 ml Schaedler Broth I6sen,
durchmischen
Inkubation: 37 °C, 24 h, anaerob
2 1 Ose der Bakterienkultur auf MRS- | Auftauen der Glycerinkultur
Platte fraktioniert ausstreichen 1 Ose auf Columbia-Blutagar fraktio-
niert ausstreichen
Inkubation: 37 °C, 48 h, anaerob Inkubation: 37 °C, 48 h, aerob
3
4 Ubernachtkultur: 1 Kolonie in 10 ml | Ubernachtkultur: Eine Ose in 20 ml
Schaedler Broth l6sen, durchmischen Schaedler Broth l6sen, durchmi-
schen
Inkubation: 37 °C, 12 h, anaerob Inkubation: 37 °C, 12 h, aerob
5 Verdiinnung (1:10): 2ml der Uber- | Verdiinnung (1:20): 1 ml der Uber-

nachtkultur in 19 ml Schaedler Broth

[6sen, durchmischen
Inkubation: 37 °C, 8 h, aerob

Bestimmung der ODeoonm, Beimpfung
des Kariesmodells mit 1 ml der Ver-

dunnung
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4.4.4 \orversuch mit L. casei im Kariesmodell

Im Rahmen der Vorversuche wurde ermittelt, ob ein Uberleben und Wachstum von L.
casei unter den im Kariesmodell vorherrschenden Umgebungsbedingungen mdglich
war. Hierzu wurden die Laktobazillen, wie in Kapitel 4.4.2 (S. 42 f.) beschrieben, ange-
zlichtet und das Kariesmodell mit L. casei beimpft. Es wurde 1 ml der Bakterienldsung
auf 250 ml Schaedler Broth (BD, BBL™, Becton, Dickinson and Company) in den Bak-
terienreservoirkolben (Schott AG) gegeben und fur 8 h inokuliert, bevor der Versuchs-
durchlauf nach dem Versuchsprotokoll startete. Die Keimzahl der Laktobazillen wurde
bei der Beimpfung und an jedem Versuchstag zur gleichen Zeit bestimmt. Hierzu wur-
de die Bakterienldsung am Ende der Demineralisationsphase aus der Reaktionskam-
mer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) Uber Pumpe 4 (Carl Roth GmbH & Co.
KG) abgeleitet. Ein zwischen der Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nalgene™
labware) und dem Abfallgefal® (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) angebrachter
Drei-Wege-Hahn (Carl Roth GmbH & Co. KG) ermdglichte durch Umlegen des Hebels
die FlUssigkeit in eine ebenfalls angeschlossene 500 mi-Glasflasche (Fisher Scientific
GmbH) umzuleiten. Am Ende des Pumpvorgangs wurde der Hebel in die Ausgangspo-
sition zurtickgeschoben, sodass beim nachsten Abpumpen die Flissigkeit wieder in
das Abfallgefald (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) gepumpt werden konnte. Die
Steckverbindung (Carl Roth GmbH & Co. KG) zur Glasflasche (Fisher Scientific GmbH)
wurde geldst. Unter Vermeidung von Kontaminationen wurde eine neue 500 ml-
Glasflasche (Fisher Scientific GmbH) fir den nachsten Tag festgeschraubt. Von der
aufgefangenen Flissigkeit wurde eine Verdiinnungsreihe (10! bis 10¢) mit PBS, wie in
Kapitel 4.4.1 (S. 42) beschrieben, angelegt und auf MRS-Platten (BD, BBL™, Becton,
Dickinson and Company) fraktioniert ausgestrichen. Diese wurden fir 48 h bei 37 °C
unter anaeroben Bedingungen inkubiert und anschlieRend zur Keimzahlbestimmung
ausgezahlt. Des Weiteren wurde der pH-Wertverlauf wahrend der De- und Reminerali-

sationsphasen kontinuierlich aufgezeichnet.

4.4.5 Vorversuch mit L. casei und S. mutans im Kariesmodell

Wahrend diesem Vorversuch wurde untersucht, wie sich die Kombination von S.
mutans (s. Abbildung 4, S. 46) mit L. casei (s. Abbildung 3, S. 46) im Kariesmodell
auswirkt. Beide Bakterienstdmme wurden, wie in den Kapiteln 4.4.2 und 4.4.3 (S.
42 ff.) angegeben, angezichtet und das Kariesmodell wurde mit jeweils 1 ml
S. mutans- und 1 ml L. casei-Bakterienkultur inokuliert, indem diese Mengen den
250 ml Schaedler Broth (BD, BBL™, Becton, Dickinson and Company) im Bakterienre-

servoirkolben (Schott AG) zugegeben wurden. Es wurde das genannte Versuchsproto-
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koll (s. Kapitel 4.5.1, S. 47) gewahlt. Bei diesem Vorversuch wurden die Keimzahlen
jeweils zur Beimpfung, am 5. Versuchstag und nach Versuchsende durch Anlegen ei-
ner Verdiinnungsreihe (107'-10) bestimmt. Im Gegensatz zu L. casei (Verwendung
von MRS-Platten (BD, BBL™, Becton, Dickinson and Company), anaerobe Inkubation
fir 48 h bei 37 °C) wurde die Verdinnungsreihe von S. mutans auf BHI-Platten (BD,
BBL™, Becton, Dickinson and Company) fraktioniert ausgestrichen und unter aeroben
Bedingungen flr 48 h bei 37 °C inkubiert.

4.4.6 Visuelle Darstellung des Biofilms

Exemplarisch wurde der Biofilm, welcher sich nach einer Versuchsdauer von 10 d auf
den Zahnoberflachen bildete, auf einigen zusatzlichen Zahnproben visuell durch An-
wendung einer Lebend-Tot-Farbung (LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability and
Counting Kit (L34856), Molecular Probes Europe BV, Leiden, Niederlande) dargestellt.
Durch zwei Nukleinsaureinterkalatoren, SYTO 9 (grun fluoreszierend) und Propidiumi-
odid (rot fluoreszierend), fluoreszierten Bakterien mit intakten Zellmembranen grin,
wahrend solche mit beschadigten Zellmembranen entweder eine geringere Grinfluo-
reszenz aufwiesen oder rot fluoreszierten. Durch mikroskopische Untersuchung wurde
der vorhandene Biofilm bewertet und anhand von digitalen Fotografien bildlich festge-
halten.

Abbildung 3: L. casei, DSM Nr.: 20021. Abbildung 4: S. mutans, DSM Nr.: 20523.
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4.5 Funktionsweise des Kariesmodells

4.5.1 Funktionsweise

Acht Stunden vor Versuchsstart erfolgte die Inokulation des Kariesmodells mit
S. mutans (DSM Nr.: 20523) und L. casei (DSM Nr.: 20021). Hierzu wurden Verdln-
nungen der Ubernachtkulturen beider Bakterienstamme bei einer ODsoonm im Bereich
von 1 verwendet. Unter Vermeidung von unerwlnschten Kontaminationen wurde je-
weils 1 ml der S. mutans-Verdinnung und 1 ml der L. casei-Verdinnung zu im Bakteri-
enreservoirkolben (Schott AG) befindlichen 250 ml Nahrmedium (BD, BBL™ Schaedler
Broth, Becton, Dickinson and Company) pipettiert. Das Nahrmedium (BD, BBL™
Schaedler Broth, Becton, Dickinson and Company) wurde zuvor durch Anschalten der
Pumpe 1 (Carl Roth GmbH & Co. KG) eingeleitet. Die Inokulation wurde 8 h vor Ver-
suchsbeginn durchgefiihrt, um den Bakterien ausreichend Zeit zur Adaptation an die
neuen Umgebungsbedingungen und zur Vermehrung zu gewahren. Zu Versuchsbe-
ginn transportierte Pumpe 2 (Carl Roth GmbH & Co. KG) die Bakterienlésung in die
Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware), womit die Demineralisati-
onsphase eingeleitet wurde. Der pH-Wert lag wahrenddessen im Mittel bei 4,17. Pum-
pe 1 (Carl Roth GmbH & Co. KG) pumpte erneut Nahrmedium (BD, BBL™ Schaedler
Broth, Becton, Dickinson and Company) in den Bakterienreservoirkolben (Schott AG),
um eine neue Wachstumsphase der Bakterien von 6 h einzuleiten. Nach einstindiger
Demineralisation erfolgte die Ausleitung der Bakterienlésung aus der Reaktionskam-
mer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) in das Abfallgefal® (Thermo Scientific™
Nalgene™ labware) tUber Pumpe 4 (Carl Roth GmbH & Co. KG). Unmittelbar nach dem
Abpumpen der Bakterienlésung wurde artifizieller Speichel durch Anschalten der Pum-
pe 3 (Carl Roth GmbH & Co. KG) in die Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nalge-
ne™ labware) geleitet. Dies stellte den Beginn der Remineralisationsphase dar. Um
einen konstanten pH-Wert von 7 innerhalb der Reaktionskammer (Thermo Scientific™
Nalgene™ labware) zu halten, mussten insgesamt vier Spulvorgange mit artifiziellem
Speichel vorgenommen werden. Hierbei wurde jeweils die in der Reaktionskammer
(Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) vorhandene Menge artifiziellen Speichels von
Pumpe 4 (Carl Roth GmbH & Co. KG) vollstéandig in das Abfallgefal® (Thermo Scienti-
fic™ Nalgene™ labware) entleert und danach die Reaktionskammer (Thermo Scienti-
fic™ Nalgene™ labware) mit artifiziellem Speichel mithilfe von Pumpe 3 (Carl Roth
GmbH & Co. KG) wieder geflllt. Die Remineralisationsphase dauerte insgesamt 5 h.
Hiernach begann der Kreislauf wieder von neuem. Die Zeitdauer eines Versuchszyklus
bestehend aus einer De- und einer Remineralisationsphase betrug somit 6 h. Innerhalb

von 24 h war es moglich vier Zyklen durchzufiihren, was bei einer Versuchsdauer von
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10 d eine Summe von 40 Zyklen bedeutete. Falls sich der pH-Wert wahrend der ersten
Demineralisationsphase aufgrund von noch nicht ausreichender Stoffwechselaktivitat
der Bakterien oberhalb des kritischen pH-Wertbereiches (fir Zahnschmelz 5,0 — 5,5
[11,80]) befand, wurde am Versuchsende eine zusatzliche Demineralisationsphase

durchgeflihrt, um eine Gesamtzeit von 40 h Demineralisation zu erreichen.

4.5.2 pH-Wertmessung

Wahrend der Versuchsdurchfihrung wurde der Verlauf des pH-Wertes innerhalb der
Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) kontinuierlich gemessen
und aufgezeichnet (s. Abbildung 5). Dies erfolgte durch eine in der Reaktionskammer
(Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) befindliche pH-Messelektrode (S| Analytics
GmbH), die mit dem Multifunktionsgerat (Schott AG) verbunden wurde, welches an den
Personal Computer angeschlossen war. Zur grafischen Darstellung und spateren Aus-
wertung wurden die Daten unter Verwendung der Software MultiLab® pilot (MultiLab®
pilot v4.7.2, WTW GmbH, Weilheim) aufgezeichnet und gespeichert. Zusatzlich konnte
mit der pH-Messelektrode (S| Analytics GmbH) die Temperatur in der Reaktionskam-
mer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) ermittelt werden. Vor jedem Versuch
wurde die pH-Messelektrode (SI Analytics GmbH) unter der Clean Bench (Thermo Fis-
her Scientific™ Inc.) mit 70 %-igem Ethanol desinfiziert und anschliefend mithilfe der
daflr geeigneten Pufferlésungen (S| Analytics GmbH) kalibriert. Danach erfolgte das
Einsetzen in die Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) unter

Vermeidung von Kontaminationen.

v Temperature

\ . . . \ | . . . . | .
15 Jun 11:18:40 B Jun 03:06:49 16 Jun 18:54:58 17 Jun 10:43:07

Abbildung 5: Grafische Darstellung eines Ausschnittes des pH-Wertverlaufes innerhalb
der Reaktionskammer durch Messung mit der pH-Messelektrode.
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4.6 Durchfuhrung der Versuche

4.6.1 Vorbereitung des Kariesmodells

Das Kariesmodell wurde vor der Versuchsdurchflihrung durch Lésen samtlicher Steck-
verbindungen (Carl Roth GmbH & Co. KG) in die Einzelteile abgebaut. Jede Steckver-
bindung (Carl Roth GmbH & Co. KG) wurde mit Aluminiumfolie (Carl Roth GmbH & Co.
KG) verschlossen und anschlieRend jedes Einzelteil zweifach in Aluminiumfolie (Carl
Roth GmbH & Co. KG) verpackt. Danach wurden die Bestandteile bei 121 °C und 2 bar
autoklaviert, bevor das Kariesmodell unter Vermeidung von unerwunschten Kontami-

nationen zusammengebaut wurde.

4.6.2 Versuchsdurchfihrung

Wahrend der Versuchsdurchfihrung wurden der pH-Wert und die Temperatur inner-
halb der Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) kontinuierlich
aufgezeichnet. Durch mehrfach taglich durchgeflihrte Kontrollen wurde die stérungs-
freie Funktion des Kariesmodells Uberprift. Nach jeweils 48 h wurde das Abfallgefaly
(Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) sowie an Tag 5 das Reservoirgefal® (Schott

AG) des artifiziellen Speichels unter Vermeidung von Kontaminationen gewechselt.

4.6.3 Desinfektion und Sagen der Zahnproben

Nach dem Versuchsende wurden die Zahnproben mit einer Pinzette (PluLine St Nr.
43083, Pluradent AG & Co KG) aus der Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nalge-
ne™ labware) entnommen und zur Desinfektion fur 3 min in 70 %-igem Ethanol gela-
gert. Danach wurden sie mit Aqua dest. abgespilt und von den Kausimulatorplatten
(Festo AG & Co. KG Systemtechnik) gelost. Reste des Klebewachses (Chemisches
Dental Labor Oppermann-Schwedler) wurden vollstandig von den Zahnoberflachen
entfernt. Die Zahnproben wurde mit dem IsoMet™ 1000 Prazisionstrenner (Buehler,
ITW Test & Measurement GmbH, Duisseldorf) unter Wasserkihlung entlang der
Langsachse in zwei Halften zersagt, wobei der Sageschnitt in vestibulo-oraler Richtung

durch die Mitte der Fullung verlief. Die Zahnhalften wurden in Aqua dest. gelagert.

4.6.4 Nachbereitung des Kariesmodells

Das Kariesmodell wurde nach Versuchsende bei 121 °C und 2 bar autoklaviert, um die
Bakterien abzutéten. Dann wurden samtliche Bestandteile mit Aqua dest. gespililt.
Nach Trocknung des Kariesmodells bei Raumtemperatur wurden die Einzelteile in
Aluminiumfolie (Carl Roth GmbH & Co. KG) verpackt und fur den nachsten Versuchs-

durchlauf autoklaviert.
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4.6.5 Keimzahlbestimmung und Reinheitskontrolle

Es wurden zum Zeitpunkt der Beimpfung und nach Versuchsende jeweils Verdln-
nungsreihen (10" - 10°) der Bakterienkulturen, wie in Kapitel 4.4.1 (S. 42) beschrie-
ben, zur Bestimmung der Keimzahlen und Kontrolle der Reinheit hergestellt und aus-
plattiert. Bei Beimpfung des Kariesmodells mit den Bakterienkulturen wurde jeweils die
zur Inokulation verwendete Bakterienkultur verdiinnt, ausplattiert und inkubiert. Zu Ver-
suchsende wurde die Bakterienlésung, die nach Beendigung der letzten Demineralisa-
tionsphase aus der Reaktionskammer (Thermo Scientific™ Nalgene™ labware) abge-
pumpt wurde, abgezapft und untersucht. Jede Verdiinnungsstufe von S. mutans (107" -
10°) wurde auf einer BHI-Platte (BD, BBL™, Becton, Dickinson and Company) frakti-
oniert ausgestrichen und aerob bei 37 °C fir 48 h inkubiert. Die einzelnen Verdln-
nungsstufen von L. casei (10" - 10°) wurden jeweils auf MRS-Platten (BD, BBL™,
Becton, Dickinson and Company) fraktioniert ausgestrichen und unter anaeroben Be-
dingungen bei 37 °C fur 48 h inkubiert. Danach erfolgte das Auszahlen der Platten zur
Keimzahlbestimmung. Anhand der Kulturmorphologie der Einzelkolonien wurde Uber-
pruft, ob die Reinheit der Bakterienkultur gegeben war, oder ob es zu einer Kontamina-

tion mit Fremdkeimen gekommen war.

Abbildung 6: Aufbau der Kariesmodelle im Temperierlagerschrank.
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4.7 Versuchsanalyse

4.7.1 Fluoreszenzmikroskopische Analyse

Nach dem Sagen wurde zuerst eine Ubersichtsaufnahme der Restauration mit angren-
zender Zahnhartsubstanz jeder Zahnhalfte (n=120) mit dem Auflichtmakroskop
(AZ 100 M, Nikon, Tokio, Japan) aufgenommen (1er Objektiv, 3 x Zoom, Belichtung
200 — 400 ms). Im Anschluss wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der
Zahnhalften mithilfe des Fluoreszenzmikroskops (AZ 100 M, Nikon) unter Verwendung
von FITC-Filtern (Anregungsfilter 450 — 490 nm, Sperrfilter 515 - 565 nm) gemacht.
Anhand von digitalen fluoreszenzmikroskopischen Fotografien der Zahnproben wurden
Vermessungen mit der Software NIS-Elements AR 4.00.07 (64 bit) fur Windows XP
(Nikon) bei einer Pixelgrofie von 0,9 uym durchgefuhrt. Es wurde dabei je eine Aufnah-
me von der Restauration und dem angrenzenden Schmelzbereich sowie eine weitere
Aufnahme von der Restauration und dem angrenzenden Zement- / Dentinbereich ge-
macht. Spaltbildungen im Bereich zwischen der Restauration und der Zahnhartsub-
stanz wurden durch eine zusatzliche Aufnahme bildlich festgehalten. Danach wurden
jeweils auf der Schmelzseite und der Zement- / Dentinseite im Restaurationsrandbe-
reich die Demineralisation, der Substanzverlust durch Demineralisation sowie die
Randspaltbreite und in 500 um Entfernung vom ersten Messpunkt die Demineralisation
sowie der Substanzverlust durch Demineralisation ausgemessen (s. Abbildung 7, S.
52).

Demineralisation

Anhand der starkeren Grinfluoreszenz der demineralisierten Zahnhartsubstanz im

Vergleich zum gesunden Zahnhartgewebe wurde die Demineralisationstiefe bestimmt.

Substanzverlust durch Demineralisation

Bei Vorliegen von Verlusten der Zahnhartsubstanz infolge der Demineralisationen wur-
de das vertikale Ausmaly des Substanzverlustes gemessen, wobei die Restaurations-
oberflache als Referenzpunkt flr das urspriingliche Vorhandensein von Zahnhartge-

webe gewertet wurde.

Gesamtdemineralisation

Die Gesamtdemineralisation wurde definiert als Summe aus den gemessenen Werten

fur die Demineralisation und dem Substanzverlust an den jeweiligen Messpunkten.
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Randspaltbreite

Bei Auftreten von Spalten zwischen der Restauration und der Zahnhartsubstanz wurde

die Breite des Randspaltes im Bereich der Zahnoberflache vermessen.
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Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der oben dargestellten Parameter auf
der Schmelzseite und der Zement- / Dentinseite. Jeweils am Fiillungsrand und in 500 pm
Entfernung davon wurden die Demineralisation und der Substanzverlust infolge der
Demineralisation gemessen. Die Summe aus der Demineralisation und dem
Substanzverlust durch Demineralisation ergab die Gesamtdemineralisation. Sofern eine
Spaltbildung zwischen der Restauration und der Zahnhartsubstanz feststellbar war,
wurde die Breite des Randspalts ausgemessen.

4.7.2 Rasterelektronenmikroskopische Analyse

Fir die rasterelektronenmikroskopische Analyse mit anschlieRender quantitativer
Randspaltanalyse wurden von jedem der funf Versuchsdurchldufe zwei Zahnproben
pro Gruppe zur exemplarischen Darstellung der Veranderungen der Restaurations-
randqualitdten randomisiert ausgewahlt. Es wurden somit zehn Zahnproben je Restau-
rationsmaterialgruppe und eine Gesamtsumme von 40 Zahnproben rasterelektronen-
mikroskopisch untersucht. Die Replikas der Zahnproben nach der thermozyklischen
Belastung und nach der mikrobiologischen Belastung im Kariesmodell wurden mit ei-

nem leitfahigen Spezialkleber (Leit-C nach Gocke, Plano GmbH, Wetzlar) auf Alumini-
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um-Stiftprobenteller (Nr. G301, Plano GmbH) geklebt. Nach einer Trocknungsphase
des Klebers von 12 h wurden die Replikas in einem mittels Argongas erzeugten Vaku-
um in einer Sputter-Beschichtungsanlage (Sputter Coater, Polaron, SC502, Fisons
Instruments, Ipswich, UK) mit Gold besputtert. Die Fillungsrander wurden mit dem
Rasterelektronenmikroskop (Amray Modell Turbo 1610, Amray Inc., Bedford, MA,
USA) bei einer Beschleunigungsspannung von 10 kV und 200 x VergréRerung unter-
sucht. Dabei wurden digitale Aufnahmen der Fillungsrander unter Anwendung der
Software Digital Image Scanning System 5 (DISS 5, point electronic GmbH, Halle
(Saale)) angefertigt und mit dem Digital Image Processing System 2.9 (DIPS 2.9, point
electronic GmbH) bearbeitet sowie gespeichert. Die Aufnahmen der Fullungsrander
wurden sowohl auf der Schmelzseite als auch auf der Zement- / Dentinseite Uberlap-
pend angefertigt, sodass mittels 7 - 10 Einzelaufnahmen je Seite (Schmelz bzw. Ze-
ment / Dentin) der gesamte Fullungsrand bildlich dargestellt werden konnte (s. Abbil-
dung 8). Im Anschluss wurden die Einzelbilder der Flllungsrander mithilfe des Soft-

wareprogramms Fiji is Just ImageJ (Freeware, http://pacific.mpi-

cbg.de/wiki/index.php/Main_Page) zu einer einheitlichen Abbildung zusammengesetzt
(s. Abbildung 9, S. 54).

Schmelz

Restauration

Zement / Dentin

i L B
18kY ZKEG

Abbildung 8: Rasterelektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme einer Replika der
Zahnprobenoberfliche (Gruppe 3: CerameX® mono, Prime&Bond® NT, SAT) bei 21 x
VergroRerung (rechts) und exemplarische Darstellung einer Einzelaufnahme des Restau-
rationsrandes auf der Schmelzseite bei 200 x VergroRerung (links).

4.7.3 Quantitative Randspaltanalyse

Anhand der zusammengefligten rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgte
die quantitative Randspaltanalyse des Fullungsrandes nach den von Schmidt (2013)
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beschriebenen Kriterien [122]. Unter Anwendung des Computerprogramms KHKs jQu-
aniGap (Prof. Dr. med. dent. Karl-Heinz Kunzelmann, Ludwig-Maximilians-Universitat

Muinchen; http://www.dent.med.uni-muenchen.de/~kkunzelm/exponent-

0.96.3/index.php?section=66) wurde die Qualitat des Fullungsrandes in sieben Katego-

rien eingeteilt: Perfekter Rand (f), positive Stufe (s), negative Stufe (a), Uberschuss (d),
Fraktur (e), Spalt (t) und nicht beurteilbar (r). Dies ermdglichte die prozentuale Bestim-
mung der Zusammensetzung der unterschiedlichen Restaurationsrandqualitaten auf

der Schmelzseite und auf der Zement- / Dentinseite anhand der durch die Abformun-

gen hergestellten Replikas der Zahnprobenoberflachen.

Abbildung 9: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung eines Fiillungsrandes (Grup-
pe 1: Photac™ Fil Quick Aplicap™) zur quantitativen Randspaltanalyse nach Zusammen-
fiigen der Einzelaufnahmen zu einem Gesamtbild. Die weiBRen Pfeile markieren den Ver-
lauf des Fiillungsrandes.

4.8 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der gemessenen Daten wurde mit der SPSS-Version 15.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) fuir Windows vorgenommen. Die Anwendung des Kol-
mogorov-Smirnov-Anpassungstestes diente der Uberpriifung der Normalverteilung der
Messwerte. Bei Normalverteilung der fluoreszenzmikroskopischen Daten wurden Vari-
anzanalysen (ANOVA, mod. LSD) durchgeflihrt, um den Einfluss der Restaurationsma-
terialien (konventioneller und kunststoffmodifizierter Glasionomerzement sowie Kom-
posit, DBA mit und ohne Anwendung der Etch-and-rinse-Technik) auf die Deminerali-
sation, den Substanzverlust durch Demineralisation, die Gesamtdemineralisation und
die Randspaltbreite im Fullungsrandbereich sowie die Demineralisation, den Substanz-
verlust durch Demineralisation und die Gesamtdemineralisation in 500 um Entfernung
vom Fillungsrand sowohl auf der Schmelz- als auch auf der Zement- / Dentinseite zu
untersuchen. Bei Abweichungen der fluoreszenzmikroskopischen Daten von der Nor-
malverteilung wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test flr unabhangige
Stichproben angewendet. Des Weiteren wurden T-Tests durchgefihrt. Die anhand der
quantitativen Randspaltanalyse erhobenen Daten wurden mithilfe des nichtparametri-
schen Friedman-Tests fur verbundene Stichproben statistisch ausgewertet. Das Signi-

fikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgesetzt.
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5 Ergebnisse

5.1 Vorversuche

Die Erstellung der Wachstumskurve von L. casei ergab, dass nach einer Wachstums-
phase von 9 h eine ODsoonm von 0,95 bei einer Anzahl von 6 x 102 CFU / ml erreicht
wurde. Die Bakterien befanden sich zu diesem Zeitpunkt in der exponentiellen Wachs-
tumsphase. Wie bereits vorangegangene In-vitro-Versuche in dem Kariesmodell zeig-
ten, eignete sich eine ODsoonm = 1 (+ 0,1) der verdiinnten Ubernachtkultur fiir die An-
zlichtung von S. mutans im Bakterienreservoirkolben. Um die Inokulation von
S. mutans und L. casei zu einem gemeinsamen Zeitpunkt durchfihren zu kénnen,
wurde in einem Testlauf Uberprift, ob eine achtstiindige Wachstumsphase von L. casei
in dem Bakterienreservoirkolben nach Inokulation ausreichte, um ein Uberleben der

Mikroorganismen wahrend der Versuchsdauer von 10 d zu gewabhrleisten.

Bei dem Testlauf mit L. casei im Kariesmodell zeigte sich, dass nach Inokulation mit
1,56 x 108 CFU / ml und achtstiindiger Wachstumsphase der Mikroorganismen im Bak-
terienreservoirkolben die Keimzahlen am Versuchstag 5 3 x 10’ CFU / ml und zu Ver-
suchsende nach 10 d 6 x 10’ CFU / ml betrugen. Der pH-Wert lag wahrend der Demi-
neralisationsphasen bei 4,07 (3,9 — 6,8) und wahrend der Remineralisationsphasen bei
7,0 (6,9 —7,1). Es lieR sich feststellen, dass sich die Verdinnung nach einer Wachs-

tumsphase von 8 h zur Beimpfung des Kariesmodells mit L. casei eignete.

In einem weiteren Vorversuch mit S. mutans und L. casei wurde die Anzahl der kolo-
niebildenden Einheiten beider Bakterienspezies bei gemeinsamem Wachstum im Kari-
esmodell bestimmt. Die zur Inokulation verwendeten Verdiinnungen der Ubernachtkul-
turen mit einer ODesoonm von 0,975 (S. mutans) und 1,239 (L. casei) enthielten
1,12 x 10° CFU / ml S. mutans und 1,4 x 106 CFU / ml L. casei. Wahrend der Demine-
ralisationsphasen sank der pH-Wert in der Reaktionskammer auf 4,10 (4,0 — 5,1) und
wahrend der Remineralisationsphasen befand er sich bei 7,05 (7,0 -7,1). Am Ver-
suchstag 5 lag die Zahl koloniebildender Einheiten sowohl von S. mutans als auch von
L. casei bei 4 x 10" CFU / ml. Das Ausplattieren der nach der letzten Demineralisati-
onsphase aus der Reaktionskammer abgepumpten Flissigkeit zeigte, dass nach zehn-
tagiger Versuchsdauer 4,2 x 10’ CFU / ml S. mutans und 4,1 x 107 CFU / ml L. casei in

dem Kariesmodell vorhanden waren.
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5.2 Hauptversuche

Tabelle 7 zeigt die Anzahl koloniebildender Einheiten von S. mutans und L. casei nach
Ausplattieren der zur Inokulation verwendeten Kulturen und der nach der finalen Demi-
neralisationsphase aus der Reaktionskammer abgepumpten Flussigkeit. Das Auszah-
len der Einzelkolonien erfolgte fur S. mutans auf BHI-Platten (BD, BBL™, Becton, Di-
ckinson and Company) und fir L. casei auf MRS-Platten (BD, BBL™, Becton, Dickin-
son and Company). Das Ausplattieren diente zusatzlich als Reinheitskontrolle. Anhand
der Kulturmorphologie der Einzelkolonien und bei Bedarf durch Analyse des Protein-
profils (MALDI-TOF MS) wurde beurteilt, ob eine unerwiinschte Kontamination mit
Fremdkeimen vorlag. Des Weiteren wurden das Nahrmedium und der artifizielle Spei-
chel kontrolliert (Verfarbung, Geruchsbildung, sichtbares Bakterienwachstum). Die
Reinheit der Bakterienkulturen samtlicher Versuchsdurchlaufe war gegeben, uner-
winschte Kontaminationen mit Fremdkeimen waren nicht feststellbar. Auch die Flus-
sigkeiten zeigten bei den Kontrollen keine unerwiinschten Veranderungen wie Verfar-

bungen, unangenehme Geruchsbildungen oder die Bildung von Bakterien- / Pilzrasen.

Tabelle 7: Koloniebildende Einheiten von S. mutans und L. casei wahrend der
Hauptversuche.

Versuchsreihe Inokulation [CFU / ml] Versuchsende [CFU / ml]
S. mutans L. casei S. mutans L. casei

1 1,08 x 10° 2,48 x 10° 9 x 107 4 x 107

2 1,08 x 10° 2,48 x 10° 2x107 3 x 107

3 2,24 x 10° 3,88 x 10° 9 x 10’ 4 x 107

4 2,64 x 10° 1,96 x 106 4,8 x 107 7 x 107

5 2,64 x 10° 1,96 x 106 14 x 107 5,3 x 107

Die Demineralisationszeit wahrend der mikrobiologischen Belastung im Kariesmodell
betrug 40 h bei einem mittleren pH-Wert von 4,17 (4,05 - 4,3). Wahrend der Reminera-
lisationsphasen mit einer Gesamtdauer von 215+ 1 h lag der pH-Wert im Mittel bei
7,04 (6,9 - 7,15).

Samtliche Zahnproben wiesen nach zehntagiger mikrobiologischer Belastung im Kari-
esmodell auf der Oberflache einen weilllichen bis gelblichen Plaquebelag auf. Exemp-
larisch wurde diese Plaque im Rahmen eines zusatzlich zu den Hauptversuchen
durchgeflhrten Versuchsdurchlaufes farberisch dargestellt (s. Abbildung 10 und Abbil-
dung 11, S. 57).
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9.52 ym

Abbildung 10: Exemplarische Anfirbung Abbildung 11: LIVE/DEAD® BacLight™

des Biofilms auf der Zahnprobenoberfli- Farbung des Biofilms nach zehntégiger

che nach mikrobiologischer Belastung im mikrobiologischer Belastung im Karies-

Kariesmodell mit LIVE/DEAD® BacLight™. modell (unbeschédigte Mikroorganismen
griin, beschéadigte rot dargestellt).

Nach vorsichtiger Entfernung des Biofilms zeigten sich die Schmelzoberflachen der

Zahnproben einheitlich weil3-opak verfarbt (s. Abbildung 12).

Abbildung 12: Ubersichtsaufnahme eines Zahnschnittes nach mikrobiologischer
Belastung im Kariesmodell mit deutlich sichtbarer wei-opaker Veranderung der
Schmelzoberflaiche sowie Demineralisation auf der Zement- / Dentinseite (weilRe Pfeile).
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5.3 Fluoreszenzmikroskopische Ergebnisse

Die deskriptive Statistik (Mittelwerte und Standardabweichungen) der Demineralisati-
onstiefen, der  Substanzverluste  durch  Demineralisation, der Gesamt-
demineralisationen als Summe der beiden erstgenannten Messwerte und der Rand-
spaltbreiten der einzelnen Restaurationsmaterialien auf der Schmelzseite und auf der
Zement- / Dentinseite (am Fullungsrand und in 500 um Entfernung vom Fullungsrand)
sind in der Tabelle 8 und der Tabelle 9 (S. 59) dargestellt. Der Stichprobenumfang je
Restaurationsmaterial lag bei n = 15. Lediglich bei Zahn 54 (Gruppe 2: Ketac™ Molar
Aplicap™) liel3en sich die Demineralisationstiefe sowie der Substanzverlust durch De-
mineralisation auf der Schmelzseite fluoreszenzmikroskopisch nicht eindeutig darstel-
len und ausmessen, weshalb der Stichprobenumfang der Gruppe 2 an diesen Mess-

punkten auf der Schmelzseite bei n = 14 lag.

Tabelle 8: Mittelwerte und Standardabweichungen [SD] der Demineralisation und der
Spaltbreite des Schmelzes [um] an zwei Messpunkten (Fiillungsrand und 500 pm
Entfernung davon) fiir Photac™ Fil Quick Aplicap™, Ketac™ Molar Aplicap™, CerameX®
mono, Prime&Bond® NT mit/ ohne SAT nach mikrobiologischer Belastung fiir 10 d im
Kariesmodell. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Restaurationsmaterialien sind durch unterschiedliche GroRbuchstaben gekennzeichnet
(ANOVA, mod. LSD, p<0,05). Bei Abweichungen von der Normalverteilung sind
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Restaurationsmaterialien durch
unterschiedliche Kleinbuchstaben dargestellt (Mann-Whitney-Test, p < 0,05).

Demineralisation Schmelz
um [SD] SB D-FR S-FR DG-FR D-500 S-500 DG-500
Photac Fil 2[8]° 41[15* | 1[4)? 42[151* |53[14]" |6[12]? 60[17]A

Ketac Molar 0[0]7  |43[18]*B|3[8F  |46[22]AC|61[18]* |2[6]*® |62[17]*

SAT,P&BNT, |26 |61[22F |6[13]F |67[19] |55[201° |7[12F |61[17]
Ceram X

;&B NT, Ceram |gjo;2 | 56[21]28| 10[17]7 |65[23]BC|55[14]* |9[15]7¢ |B4[17]*

SB Spaltbreite, D-FR Demineralisation am Fiillungsrand, S-FR Substanzverlust durch
Demineralisation am Fiillungsrand, DG-FR Gesamtdemineralisation am Fiillungsrand, D-
500 Demineralisation in 500 ym Entfernung vom Fiillungsrand, S-500 Substanzverlust
durch Demineralisation in 500 yum Entfernung vom Fillungsrand, DG-500
Gesamtdemineralisation in 500 ym Entfernung vom Fiillungsrand

5.3.1 Vergleich der Restaurationsmaterialien hinsichtlich der
Demineralisationstiefen

Bei Vergleich der Demineralisationstiefen der einzelnen Materialgruppen miteinander
waren insgesamt die Demineralisationstiefen (D-FR, D 500) bei den vier Restaurati-

onsmaterialien auf der Schmelzseite geringer als auf der Zement- / Dentinseite (s. Ta-
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belle 8, S. 58, und Tabelle 9). Auf der Schmelzseite und der Zement- / Dentinseite wie-
sen die Demineralisationstiefen der Glasionomerzemente Photac™ Fil Quick Aplicap™
und Ketac™ Molar Aplicap™ im Fullungsrandbereich geringere Werte als in 500 ym
Entfernung vom Fullungsrand auf. Die Demineralisation im Schmelz am Fillungsrand
unterschied sich bei Gruppe 1 (Photac™ Fil Quick Aplicap™; 41 + 15 um) signifikant
von Gruppe 3 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, SAT; 61 + 22 um; ANOVA, mod.
LSD, p < 0,05).

Tabelle 9: Mittelwerte und Standardabweichungen [SD] der Demineralisation und der
Spaltbreite des Zements / Dentins [um] an zwei Messpunkten (Fiillungsrand und 500 ym
Entfernung davon) fir Photac™ Fil Quick Aplicap™, Ketac™ Molar Aplicap™, Ceram*X®
mono, Prime&Bond® NT mit/ ohne SAT nach mikrobiologischer Belastung fiir 10 d im
Kariesmodell. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den

Restaurationsmaterialien sind durch unterschiedliche GroBbuchstaben gekennzeichnet
(ANOVA, mod. LSD, p < 0,05).

Demineralisation Zement / Dentin
um [SD] SB D-FR S-FR DG-FR D-500 S-500 DG-500
Photac Fil 21[111* |65[201* |17[13]* |83[18]* |82[16]" |46[17]* |127[16]"

Ketac Molar 38[20]* |76[22]* |27[23]* |104[21]|88[17]* |55[33]* |143[28]7C

SAT, P&B NT, | og[191 |71[27 |93[30F |165[31]8|69[24]* | 107[34]® | 176[35]°
Ceram X

)F;&B NT, Ceram |>g[1g1r |78[36]* |83[27]8 |161[27]2|79[29]" |87[29F |166[33]EC

SB Spaltbreite, D-FR Demineralisation am Fiillungsrand, S-FR Substanzverlust durch
Demineralisation am Fiillungsrand, DG-FR Gesamtdemineralisation am Fiillungsrand, D-
500 Demineralisation in 500 ym Entfernung vom Fiillungsrand, S-500 Substanzverlust
durch Demineralisation in 500 um Entfernung vom Fillungsrand, DG-500
Gesamtdemineralisation in 500 ym Entfernung vom Fullungsrand

5.3.2 Vergleich der Restaurationsmaterialien hinsichtlich des
Substanzverlustes durch Demineralisation
Auch der Substanzverlust (S-FR, S-500) durch Demineralisation war bei den Gruppen
1 —4 insgesamt auf der Schmelzseite geringer als auf der Zement- / Dentinseite (s.
Tabelle 8, S. 58, und Tabelle 9). In 500 ym Entfernung vom Fllungsrand auf der
Schmelzseite lie®R sich ein signifikant hoéherer Substanzverlust bei Gruppe 4
(Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT) im Vergleich zu Gruppe 2 (Ketac™ Molar Apli-
cap™) feststellen (Mann-Whitney-Test, p < 0,05). Der héchste Substanzverlust wurde
bei Gruppe 3 (Ceram«X® mono, Prime&Bond® NT, SAT) mit 107 + 34 um auf der Ze-
ment- / Dentinseite in 500 um Entfernung vom Fullungsrand gemessen. Auf der Ze-
ment- / Dentinseite im Fullungsrandbereich und in 500 ym Entfernung davon wiesen

beide Glasionomerzemente (Photac™ Fil Quick Aplicap™ und Ketac™ Molar Apli-
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cap™) signifikant geringere Substanzverluste als die beiden Kompositgruppen
(CeramsX® mono, Prime&Bond® NT, SAT und Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT)
auf (ANOVA, mod. LSD, p < 0,05).

5.3.3 Vergleich der Restaurationsmaterialien hinsichtlich der
Gesamtdemineralisation

Die Gesamtdemineralisation (DG-FR, DG-500) wurde definiert als Summe der Demine-
ralisationstiefe und des Substanzverlustes infolge der Demineralisation. Der Vergleich
der Gesamtdemineralisationstiefen der vier Gruppen zeigte bei allen geringere Werte
auf der Schmelzseite als auf der Zement- / Dentinseite (s. Abbildung 13 und Abbildung
14, S. 61). Auf der Schmelzseite im Fulllungsrandbereich wies Gruppe 1 (Photac™ Fil
Quick Aplicap™; 42 £+ 15 ym) signifikant geringere Gesamtdemineralisationstiefen als
die Gruppen 3 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, SAT; 67 +19 ym) und 4
(CeramX® mono, Prime&Bond® NT; 65 + 23 um) auf (ANOVA, mod. LSD, p < 0,05).
Des Weiteren zeigten die Gesamtdemineralisationstiefen des konventionellen Glasio-
nomerzementes (Ketac™ Molar Aplicap™) signifikante Unterschiede zu Gruppe 3
(Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, SAT; ANOVA, mod. LSD, p < 0,05). Beziiglich
der Gesamtdemineralisationstiefen auf der Zement- / Dentinseite zeigten beide Glasio-
nomerzemente (Photac™ Fil Quick Aplicap™ und Ketac™ Molar Aplicap™) im Ful-
lungsrandbereich signifikant bessere Resultate in Form geringerer Gesamtdeminerali-
sationswerte als die Kompositgruppen 3 (Ceram«X® mono, Prime&Bond® NT, SAT)
und 4 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT; ANOVA, mod. LSD, p < 0,05). Des Weite-
ren lieen sich signifikante Unterschiede in 500 um Entfernung vom Fullungsrand auf
der Zement- / Dentinseite zwischen dem kunststoffmodifizierten Glasionomerzement
(Photac™ Fil Quick Aplicap™) und den mit Komposit versorgten Zahnproben aus
Gruppe 3 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, SAT) und Gruppe 4 (Ceram«X® mono,
Prime&Bond® NT) feststellen (ANOVA, mod. LSD, p < 0,05). Auch der konventionelle
Glasionomerzement (Ketac™ Molar Aplicap™) zeigte an diesem Messpunkt signifikant
geringere Gesamtdemineralisationen als Gruppe 3 (CerameX® mono, Prime&Bond®
NT, SAT; ANOVA, mod. LSD, p < 0,05).
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150

PF KM C +SAT C PF KM C +SAT C
Schmelz Fillungsrand Schmelz 500 pm Distanz vom Fillungsrand

Abbildung 13: Gesamtdemineralisationstiefen [um] der vier verwendeten Restaurations-
materialien Photac™ Fil Quick Aplicap™ (PF), Ketac™ Molar Aplicap™ (KM), CerameX®
mono, Prime&Bond® NT, SAT (C + SAT) sowie Ceram*X® mono, Prime&Bond® NT (C) an
den zwei Messpunkten auf der Schmelzseite nach mikrobiologischer Belastung im
Kariesmodell fiir 10 d.

- Gesamtdemineralisation [pm] T

FF KM C +SAT C FF KM C + SAT C
Zement [/ Dentin Flllungsrand Zement [/ Dentin 500 pm Distanz vom
Fallungsrand

Abbildung 14: Gesamtdemineralisationstiefen [um] der vier verwendeten Restaurations-
materialien Photac™ Fil Quick Aplicap™ (PF), Ketac™ Molar Aplicap™ (KM), CerameX®
mono, Prime&Bond® NT, SAT (C + SAT) sowie Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT (C) an
den zwei Messpunkten auf der Zement- / Dentinseite nach mikrobiologischer Belastung
im Kariesmodell fiir 10 d.

-61-



Ergebnisse

5.3.4 Vergleich der Restaurationsmaterialien hinsichtlich der
Randspaltbreite

Unabhangig vom verwendeten Restaurationsmaterial waren die Randspaltbreiten (SB)

auf der Schmelzseite geringer als auf der Zement- / Dentinseite (s. Tabelle 8 und Ta-

belle 9, S. 58 — 59). Exemplarisch zeigt Abbildung 19 (S. 65) eine Randspaltbildung

zwischen der Zahnhartsubstanz und dem Restaurationsmaterial (Gruppe 4; CerameX®

mono, Prime&Bond® NT) auf der Zement- / Dentinseite.

5.3.5 Vergleich der Gesamtdemineralisationstiefen in Abhangigkeit
von der Lage des Messpunktes
Bei der Gruppe 1 (Photac™ Fil Quick Aplicap™) zeigte der Vergleich der Gesamtde-
mineralisationswerte auf der Schmelzseite mit denen der Zement- / Dentinseite am
Fullungsrand und in 500 um Entfernung davon statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den Messpunkten (T-Test, p < 0,05; s. Abbildung 15 und Tabelle 10, S. 63).
Auch erwies sich der Messpunkt ,Fullungsrand“ sowohl auf der Schmelzseite als auch
auf der Zement-/ Dentinseite signifikant geringer demineralisiert als derjenige in

500 ym Entfernung vom Fullungsrand (T-Test, p < 0,05).

Restaliration
Schmelz
Dentin

Abbildung 15: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Schmelzseite (rechts) und
Zement- /| Dentinseite (links) von Gruppe 1 (Photac™ Fil Quick Aplicap™) nach
mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell fiir 10 d. Am Fiillungsrand und in 500 pm
Entfernung davon wurden folgende Parameter ausgewertet: Demineralisationstiefe (rot),
Substanzverlust durch Demineralisation (blau). Im Bereich des Fiillungsrandes ist eine
geringere Fluoreszenz der inneren Demineralisationszone feststellbar (weiBer Pfeil).

Die Ergebnisse von Gruppe 2 (Ketac™ Molar Aplicap™) zeigten, dass auf der
Schmelzseite sowie auf der Zement- / Dentinseite die Gesamtdemineralisation am Ful-
lungsrand signifikant geringer als in 500 ym vom Fullungsrand war (T-Test, p < 0,05; s.
Abbildung 16, S. 63 und Tabelle 10, S. 63). Des Weiteren waren die Gesamtdeminera-
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lisationstiefen am Fillungsrand und in 500 ym Entfernung davon auf der Zement-

/ Dentinseite statistisch signifikant hoher als auf der Schmelzseite (T-Test, p < 0,05).

Restallration Schmelz

Dentin

Abbildung 16: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Schmelzseite (rechts) und
Zement- / Dentinseite (links) von Gruppe 2 (Ketac™ Molar Aplicap™) nach
mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell fiir 10 d. Am Fillungsrand und in 500 pm
Entfernung davon wurden folgende Parameter ausgewertet: Demineralisationstiefe (rot),
Substanzverlust durch Demineralisation (blau). Der weiBe Pfeil markiert eine
Spaltbildung zwischen der Restauration und der angrenzenden Zahnhartsubstanz.

Tabelle 10: Paarweiser Vergleich der Mittelwerte und Standardabweichungen [SD] der
Gesamtdemineralisationstiefen [um] der Gruppen 1 (Photac™ Fil Quick Aplicap™) und 2
(Ketac™ Molar Aplicap™) nach mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell fiir 10 d.
Statistisch signifikante Unterschiede der Gesamtdemineralisationen zwischen den
Messpunkten sind durch unterschiedliche GroRbuchstaben gekennzeichnet (T-Test,
p < 0,05).

Messpunktpaare Photac Fil Ketac Molar
n Mittelwerte [SD] in um n Mittelwerte [SD] in um
1 |DG-FR (S) 15 42 [152 14 46 [22]*
2 |DG-FR (2) 15 83 [18]8 14 105 [21]B
1 |DG-500 (S) 15 60 [171* 14 62 171"
2 |DG-500 (2) 15 127 [16]° 14 144 [29]°
1 |DG-500 (S) 15 60 (17 14 62 17"
2 |DG-FR (S) 15 42 [15)® 14 46 [22]°
1 |DG-500 (2) 15 127 [16]° 15 143 [28]*
2 |DG-FR (2) 15 83 [18]° 15 104 [21]®

DG-FR Gesamtdemineralisation am Fiillungsrand, DG-500 Gesamtdemineralisation in
500 pm Entfernung vom Fiillungsrand, (S) Schmelzseite, (Z) Zement- / Dentinseite

Bei den Kompositgruppen 3 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, SAT; s. Abbildung
17, S. 64) und 4 (Ceram*X® mono, Prime&Bond® NT; s. Abbildung 18, S. 65) unter-
schieden sich die Gesamtdemineralisationstiefen auf der Schmelzseite am Fullungs-

rand signifikant von den ausgemessenen Werten an demselben Messpunkt auf der
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Zement- / Dentinseite (T-Test, p < 0,05; s. Tabelle 11, S. 64). Gleiches galt flr den
Messpunkt in 500 ym Entfernung vom Fulllungsrand (T-Test, p < 0,05). Bei Vergleich
der Gesamtdemineralisationstiefe am Fullungsrand mit dem Messwert in 500 ym Ent-
fernung vom Fullungsrand auf derselben Seite lie3en sich sowohl auf der Schmelzseite
als auch auf der Zement- / Dentinseite bei den beiden Kompositgruppen keine statis-

tisch signifikanten Unterschiede feststellen (T-Test, p > 0,05).

Tabelle 11: Paarweiser Vergleich der Mittelwerte und Standardabweichungen [SD] der
Gesamtdemineralisationstiefen [um] der Gruppen 3 (Ceram*X® mono, Prime&Bond® NT,
SAT) und 4 (Ceram*X® mono, Prime&Bond® NT) nach mikrobiologischer Belastung im
Kariesmodell fur 10 d. Statistisch signifikante Unterschiede der
Gesamtdemineralisationen zwischen den Messpunkten sind durch unterschiedliche
GroRbuchstaben gekennzeichnet (T-Test, p < 0,05).

Messpunktpaare SAT, P&B NT, Ceram X P&B NT, Ceram X
n Mittelwerte [SD] in um n Mittelwerte [SD] in um
1 |DG-FR (S) 15 67 [19 15 65 [23
2 |DG-FR (2) 15 165 [31]8 15 161 [27]8
1 |DG-500 (S) 15 61 17" 15 64 (17
2 |DG-500 (2) 15 176 [35]® 15 166 [33]®
1 |DG-500 (S) 15 61 17" 15 64 171"
2 |DG-FR(S) 15 67 [19 15 65 [23
1 |DG-500 (2) 15 176 [35* 15 166 [33]*
2 |DG-FR (2) 15 165 [31* 15 161 [27]*

DG-FR Gesamtdemineralisation am Fiillungsrand, DG-500 Gesamtdemineralisation in
500 ym Entfernung vom Fiillungsrand, (S) Schmelzseite, (Z) Zement- / Dentinseite

Restaliration

Dentin Schmelz

Abbildung 17: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Schmelzseite (rechts) und
Zement- / Dentinseite (links) von Gruppe 3 (Ceram*X® mono, Prime&Bond® NT, SAT)
nach mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell fiir 10 d. Am Fiillungsrand und in
500 um Entfernung davon wurden folgende Parameter ausgewertet:
Demineralisationstiefe (rot), Substanzverlust durch Demineralisation (blau). Zusatzlich
wurde die Randspaltbreite am Fiillungsrand auf der Zement- / Dentinseite ausgemessen
(weiBer Pfeil).
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Restaliration Schmelz

Dentin

Abbildung 18: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Schmelzseite (rechts) und
Zement- / Dentinseite (links) von Gruppe 4 (Ceram*X® mono, Prime&Bond® NT) nach
mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell fiir 10 d. Am Fillungsrand und in 500 pm
Entfernung davon wurden folgende Parameter ausgewertet: Demineralisationstiefe (rot),
Substanzverlust durch Demineralisation (blau). Zusatzlich wurde die Randspaltbreite am
Fiillungsrand auf der Zement- / Dentinseite ausgemessen (weiBer Pfeil).

Restauration

Abbildung 19: VergroBerte Darstellung einer Randspaltbildung auf der Zement-
| Dentinseite nach mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell fiir 10 d (Gruppe 4;
Ceram*X® mono, Prime&Bond® NT). Im Fiillungsrandbereich wurde die Randspaltbreite
gemessen (weiBer Pfeil). Die weiteren Markierungen zeigen die Demineralisation des
Zahnhartgewebes (rot) und den Zahnhartsubstanzverlust infolge der Demineralisation
(blau).
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5.4 Quantitative Randspaltanalyse

Die mithilfe der quantitativen Randspaltanalyse ermittelte prozentuale Verteilung der
Randspaltqualitaten (Mittelwerte und Standardabweichungen) zwischen dem jeweiligen
Restaurationsmaterial und der Zahnhartsubstanz auf der Schmelzseite sowie auf der
Zement- / Dentinseite ist in der Tabelle 12 und der Tabelle 13 (siehe S. 68) sowohl
nach der thermozyklischen Belastung als auch nach der mikrobiologischen Belastung

im Kariesmodell fiir 10 d dargestellt.

Tabelle 12: Prozentuale Angabe der Mittelwerte und der Standardabweichungen [SD] von
sieben Randspaltqualitaten bei Photac™ Fil Quick Aplicap™ und Ketac™ Molar Apli-
cap™ auf der Schmelzseite und auf der Zement- / Dentinseite nach thermozyklischer
Belastung (nach TC) und nach mikrobiologischer Belastung fiir 10 d im Kariesmodell
(nach KM). Statistisch signifikante Unterschiede der einzelnen Randspaltqualitaten des
jeweilig verwendeten Restaurationsmaterials zwischen den beiden Zeitpunkten sind
durch unterschiedliche GroRbuchstaben gekennzeichnet (Friedman-Test, p < 0,05).

Photac Fil Ketac Molar
Mittelwerte [SD] in %
nach TC  |nach KM nach TC |nach KM
Perfekter Rand 84 [16]* |79[15]* |63 [17]* |44 [23]°
Positive Stufe 9 [13 711 5 [5]* 12
3 Uberschuss 6 [7]" 128 18 [13A 12 [15°
% Negative Stufe 1 2] 3 [4]° 8[14]* |32 20
@ Spalt 0 [1]A 3 [6]° 2 [4] 6 [9]F
Fraktur 0 [0] 0 [0] 2 [7° 3[M11°
Nicht beurteilbar 0 (1] 9 [11]8 1 [2]A 2 [6]*
Perfekter Rand 82 [10]* |46[39] |70[22P* |11[7]
£ | Positive Stufe 8 [8]* 2 [3]8 7 [8]* 12
éc’ Uberschuss 7 [12]A 6 [12]A 12 [15° 7 117
= | Negative Stufe 0 [O]* 20[26] |4 [12]A 42 [31]8
% Spalt 38" 23 [36]8 7 [101° 36 [35]A
™ Fraktur 0 [O] 2 6] 0 [0]A 2 [4]
Nicht beurteilbar 0 [0]A 2 [2]A 12 12

Bei dem kunststoffmodifizierten Glasionomerzement (Gruppe 1; Photac™ Fil Quick
Aplicap™) zeigte sich durch die mikrobiologische Belastung im Kariesmodell fir 10 d
eine signifikante Zunahme negativer Stufen auf der Schmelzseite und auf der Zement-
/ Dentinseite (Friedman-Test, p < 0,05; s. Abbildung 20, S. 67). Des Weiteren kam es
auf der Schmelzseite zu einer signifikanten Reduktion des Uberschusses (von
6% 7% auf 1% +2%; Friedman-Test, p <0,05). Auf der Zement-/ Dentinseite

nahmen die positiven Stufen signifikant ab (Friedman-Test, p < 0,05), wahrend die
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Spaltbildungen von 3 % * 8 % nach der thermozyklischen Belastung auf 23 % + 36 %

nach der mikrobiologischen Belastung im Kariesmodell fir 10 d stiegen (Friedman-
Test, p < 0,05).

Abbildung 20: Exemplarische rasterelektronenmikroskopische Darstellung (200-fache
VergroRerung) eines Restaurationsrandes von Photac™ Fil Quick Aplicap™ (Gruppe 1)
auf der Zement- / Dentinseite nach thermozyklischer Belastung (TC) und mit Ausbildung
einer negativen Stufe nach mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell fiir 10 d (KM).
Die Pfeile markieren den Verlauf des Restaurationsrandes.

In Gruppe 2 (konventioneller Glasionomerzement namens Ketac™ Molar Aplicap™)
liel® sich eine signifikante Reduktion der Randspaltqualitat ,Perfekter Rand“ durch die
mikrobiologische Belastung der Zahnproben im Kariesmodell (10 d) auf der Schmelz-
seite sowie auf der Zement / Dentinseite feststellen (Friedman-Test, p < 0,05; s. Abbil-
dung 21). Darlber hinaus stiegen die prozentualen Anteile negativer Stufen auf beiden

Seiten signifikant an (Friedman-Test, p < 0,05).
o

; Resta u_ra__tiolr‘]

N I

b
g
N

Zement .’ ‘Déntin i

Abbildung 21: Exemplarische rasterelektronenmikroskopische Abbildung eines Restau-
rationsrandes von Ketac™ Molar Aplicap™ (Gruppe 2) auf der Zement-/ Dentinseite bei
200-facher VergroRerung nach thermozyklischer Belastung (TC) sowie nach mikrobiolo-
gischer Belastung im Kariesmodell fiir 10 d (KM) mit Ausbildung einer negativen Stufe
und eines Randspaltes. Die weiRen Pfeile markieren den Restaurationsrandverlauf.
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Tabelle 13: Prozentuale Angabe der Mittelwerte und der Standardabweichungen [SD] von
sieben Randspaltqualititen bei Cerame*X® mono, Prime&Bond® NT mit/ ohne SAT auf
der Schmelzseite und auf der Zement- / Dentinseite nach thermozyklischer Belastung
(nach TC) und nach mikrobiologischer Belastung fir 10 d im Kariesmodell (nach KM).
Statistisch signifikante Unterschiede der einzelnen Randspaltqualitaten des jeweilig ver-
wendeten Restaurationsmaterials zwischen den beiden Zeitpunkten sind durch unter-
schiedliche GroRbuchstaben gekennzeichnet (Friedman-Test, p < 0,05).

SAT, P&B NT, Ceram X| P&B NT, Ceram X

Mittelwerte [SD] in %
nach TC |nach KM nach TC |nach KM
Perfekter Rand 91 (11 [70[33 |71 [17* |58 [27]
Positive Stufe 3[8] 18278 |16 [13]* |23 [20]

| Uberschuss 4 9 1118 6 [11* 6 [101*

_g Negative Stufe 0 [0]A 2 [5* 0[0] 0 [0]

? | Spalt 1[2° 8 [19]" 7 9 13 [15]P
Fraktur 0 [0] 0 [0] 0 [0]A 01
Nicht beurteilbar 1 [4]° 2[4 1[2]° 0
Perfekter Rand 65 [25]* 47 [35]8 75 117 30 [23]®

£ | Positive Stufe 6 [13 20 [23]8 8 [8]" 30 [21]®

éc’ Uberschuss 13 [12* 8 [13A 6 [8]" 138

% Negative Stufe 1 [4]° 0 [0]A 0[0] 0[0]

E | Spalt 132212 [19[21* |8 6] 38 [27]F

N | Fraktur 0 [1]° 2 [3]° 0 [O]* 0
Nicht beurteilbar 2[4 4 [6]* 3 [6]° 1[21°

Eine signifikante Zunahme positiver Stufen war bei Gruppe 3 (CerameX® mono, Pri-
me&Bond® NT, SAT) sowohl auf der Schmelzseite (von 3 % + 8 % auf 18 % + 27 %)
als auch auf der Zement- / Dentinseite (von 6 % + 13 % auf 20 % * 23 %) feststellbar
(Friedman-Test, p < 0,05). Zusétzlich reduzierte sich der Uberschuss auf der Schmelz-
seite signifikant von 4% +9% auf 1% 1% (Friedman-Test, p<0,05). Statt
65 % + 25 % perfektem Rand auf der Zement- / Dentinseite nach der thermozyklischen
Belastung zeigte sich nach dem Aufenthalt im Kariesmodell mit 47 % + 35 % ein signi-
fikanter Unterschied zwischen beiden Analysezeitpunkten (Friedman-Test, p < 0,05; s.
Abbildung 22, S. 69).
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Restauration

Restauration
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Abbildung 22: Exemplarische rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (200-fache
VergroBerung) eines Restaurationsrandes von Cerame*X® mono, Prime&Bond® NT, SAT
(Gruppe 3) auf der Zement- / Dentinseite nach thermozyklischer Belastung (TC) und nach
mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell fiir 10 d (KM). Die weiBen Pfeile markieren
den Verlauf des Restaurationsrandes, welcher nach dem Aufenthalt im Kariesmodell
deutlicher sichtbar ist und unebener erscheint.

Die weitere Kompositgruppe (Gruppe 4; Ceram+*X® mono, Prime&Bond® NT) zeigte
infolge der mikrobiologischen Belastung im Kariesmodell fir 10 d eine signifikante Zu-
nahme von Spaltbildungen auf der Schmelzseite von 7 % £ 9 % auf 13 % = 15 % sowie
auf der Zement- / Dentinseite von 8 % + 6 % auf 38 % + 27 % (Friedman-Test, p < 0,05;
s. Abbildung 23). Zuséatzlich zeigten sich auf der Zement- / Dentinseite folgende Ver-
anderungen: eine signifikante Abnahme des perfekten Randes von 75 % + 11 % auf
30 % % 23 % und des Uberschusses von 6 % + 8 % auf 1 % + 3 % sowie eine signifi-
kante Zunahme positiver Stufen von 8 % + 8 % auf 30 % + 21 % (Friedman-Test,

p < 0,05).

#2814

Abbildung 23: Exemplarische rasterelektronenmikroskopische Darstellung (200-fache
VergroBerung) eines Restaurationsrandes von Gruppe 4 (CerameX® mono,
Prime&Bond® NT) auf der Zement- / Dentinseite nach thermozyklischer Belastung (TC)
und nach mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell fiir 10 d (KM) mit sichtbarer
Spaltbildung zwischen der Restauration und der angrenzenden Zahnhartsubstanz (KM).
Der Verlauf des Restaurationsrandes wird durch weiBe Pfeile markiert.
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6 Diskussion

6.1 Diskussion von Material und Methode

6.1.1 Zahnproben

Bei der Wahl der Zahnproben zur Erzeugung artifizieller sekundarkariéser Lasionen
besteht die Moéglichkeit, sowohl Zahne boviner, equiner oder oviner Herkunft als auch
humane Zahne zu verwenden. Ein Vorteil der Verwendung boviner Zahne ist, dass
diese leicht erhaltlich sind [159]. Wahrend sich rasterelektronenmikroskopische Auf-
nahmen artifizieller karidbser Lasionen boviner und humaner Zahne strukturell ahneln,
weisen die Lasionen equiner und oviner Zahne aufgrund der variierenden Ausrichtung
der Schmelzprismen in den auReren Schmelzbereichen deutliche Strukturunterschiede
im Vergleich zu humanen Zahnen auf [37]. Des Weiteren zeigt sich eine etwa dreimal
héhere Progressionsrate artifizieller karioser Schmelzlasionen an bovinen und ovinen
Zahnen im Vergleich zu humanen Zahnen [39]. Aufgrund der vorhandenen Unterschie-
de zwischen Zahnen tierischer und menschlicher Herkunft im Rahmen der In-vitro-
Erzeugung kariesahnlicher Lasionen und aufgrund der Tatsache, dass artifizielle
Mundhodhlen die Gegebenheiten der menschlichen Mundhéhle in vitro simulieren, er-
scheint die Verwendung humaner Zahne realitdtsnaher. Deshalb wurden fur die vorlie-
gende Studie extrahierte oder operativ entfernte, kariesfreie humane dritte Molaren
verwendet. Der Fluoridgehalt des Trinkwassers im Landkreis Gie3en, aus dem die

Zahne stammten, lag unter 0,1 mg/| (www.stadtwerke-giessen.de/wasser/herkunft-

amp-qualitat.html, Stand 06.04.2015). Da die dritten Molaren entweder impaktiert wa-

ren oder nur eine kurze Zeitdauer der Fluoridexposition in der Mundhdhle ausgesetzt
waren, konnte angenommen werden, dass die Fluorideinwirkung auf die Zahnhartsub-
stanzen gering war. Interindividuelle Unterschiede in der Zusammensetzung der Zahn-
hartgewebe konnten allerdings nicht ausgeschlossen werden. Deshalb erfolgte die
randomisierte Verteilung der Zahnproben, um eine Homogenitat in der Zusammenset-
zung der vier Gruppen untereinander zu erzielen. Zur Simulation der intraoralen Bedin-
gungen wurde auf die Herstellung von Probenkérpern verzichtet und die Zahne in toto
verwendet. Lediglich das apikale Wurzeldrittel musste vor der Befestigung der Zahn-
proben an den Kausimulatorplatten abgetrennt werden. Allerdings sind die Wurzelbe-
reiche der Zahne auch in vivo physiologischerweise nicht den Umgebungseinflissen
der Mundhohle direkt ausgesetzt, da die Zahnwurzeln im Alveolarknochenfach davor

geschitzt sind.
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Um eine Dehydrierung zu vermeiden und zur Desinfektion der Zahne wurden diese
umgehend nach der Extraktion oder der operativen Entfernung in 0,5 %-iger Chlora-
min-T-Losung fur maximal vier Wochen gelagert. Dieses Lagerungsmedium wurde
verwendet, weil sich bei drei- bis vierwdchiger Lagerungsdauer in 1 %-iger Chloramin-
T-Lésung im Rahmen der Testung von Dentinhaftvermittlern in vitro keine unerwiinsch-
ten Effekte auf deren Microleakagewerte nachweisen lassen [45]. Der Einfluss des
Lagerungsmediums auf die Microleakagewerte unterscheidet sich bei Lagerung fir drei
bis vier Wochen in 1 %-iger Chloramin-T-Lésung nicht signifikant von den Microleaka-
gewerten frisch extrahierter Zéhne [45]. Im Vergleich dazu eignet sich 10 %-ige Forma-
linldsung nicht zur Aufbewahrung, weil diese vermutlich aufgrund der proteinfixieren-
den Wirkung zur Stabilisierung der Kollagenfasern beitragt mit daraus resultierenden
besseren In-vitro-Ergebnissen von Dentinhaftvermittlern und geringeren Microleaka-
gewerten [45]. Fur die weitere Dauer der Versuche wurden die Zahne danach in Aqua

dest. aufbewahrt, um eine Austrocknung zu vermeiden.

Es wurden Klasse-V-Kavitaten standardisierter GroRe prapariert, um eine Reprodu-
zierbarkeit der Versuche zu gewahrleisten. Im Vergleich zu Klasse-I-Kavitaten, deren
Kavitatenrander aufgrund des Hdocker-Fissuren-Reliefs auf unterschiedlichen Héhen
verlaufen, haben Klasse-V-Kavitaten einen ebenen Verlauf der Kavitatenrander, was
die standardisierte Auswertung der Demineralisationstiefen erleichterte. Des Weiteren
lieBen sich durch die rechtwinklige Lage der Praparationsgrenzen zur Zahnoberflache
wahrend der Ausarbeitung der Restaurationen Materialiiberschisse leichter einebnen,
was auch von Blunck (1988) beschrieben wird [6]. Die Einhaltung einer Kavitatenaus-
dehnung von 4 - 5 mm in mesio-distaler Richtung und von 2 - 3 mm in okklusal-apikaler
Richtung wurde durch Nachmessen mit einer PA-Sonde (PCPUNC 15, Hu Friedy Mfg.
B.V., Rotterdam, Niederlande) utberprift. Durch den Einsatz eines diamantierten Boh-
rers des Occlusal Reduction Kit mit Tiefenanzeiger (Nr. 8280 017, Hager & Meisinger
GmbH) wurde eine standardisierte Tiefe von 1,8 mm eingehalten. Dadurch, dass die
Schmelz-Zement-Grenze auf Hohe der halben Breite der Kavitat verlief, war die eine
Halfte der Praparation von Schmelz begrenzt und die andere Halfte von Zement be-
grenzt. Dies ermdoglichte die Untersuchung von zwei unterschiedlichen Grenzflachen,
namlich zwischen der Restauration und dem Zahnschmelz sowie zwischen der Restau-
ration und dem Zement / Dentin. Auch um eine Vergleichbarkeit mit bereits in diesem
Kariesmodell durchgeflhrten Versuchen zu erzielen, wurde das Kavitatendesign vo-

rangegangener Studien Ubernommen [72,117].
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6.1.2 Restaurationsmaterialien und deren Verarbeitung

Ziel der Auswahl der Restaurationsmaterialien war es zu untersuchen, ob nach mikro-
biologischer Belastung fir 10 d im weiterentwickelten Kariesmodell kariesinhibitorische
Effekte fluoridhaltiger Glasionomerzemente (konventioneller und kunststoffmodifizierter
Glasionomerzement) durch Fluoridfreisetzung gegeniber einem fluoridfreien Komposit
feststellbar sind. Die Freisetzung von Fluoridionen aus Glasionomerzementen und
kunststoffmodifizierten Glasionomerzementen wird in verschiedenen Studien beschrie-
ben [2,54,151,156].

Aus diesem Grund wurde in Gruppe 2 ein konventioneller Glasionomerzement
(Ketac™ Molar Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) und in Gruppe 1 ein
kunststoffmodifizierter Glasionomerzement (Photac™ Fil Quick Aplicap™, 3M Deutsch-
land GmbH, 3M ESPE) als Restaurationsmaterial eingesetzt. Durch die Verwendung
der Restaurationsmaterialien in Form von vordosierten Kapselsystemen sollte ein
gleichmaRiges Mischungsverhaltnis und eine vollstandige Durchmischung beider Kom-
ponenten durch Einsatz eines Anmischgerates gewahrleistet werden. Aufgrund der
Empfindlichkeit der Glasionomerzemente gegenuber dem initialen Feuchtigkeitszu-
tritt / -verlust wahrend der Abbindereaktion [38] wurde, wie laut Herstellerangaben
empfohlen, der konventionelle Glasionomerzement (Gruppe 2; Ketac™ Molar Apli-
cap™, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) wahrend der Abbindephase mit Ketac Glaze
(3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) davor geschutzt. Der kunststoffmodifizierte Glasi-
onomerzement (Gruppe 1; Photac™ Fil Quick Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M
ESPE) wurde zusatzlich durch Polymerisation fir 40 s ausgehartet. Die Demineralisa-
tionstiefen der beiden mit Glasionomerzement restaurierten Gruppen 1 (Photac™ Fil
Quick Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) und 2 (Ketac™ Molar Aplicap™,
3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) nach mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell
fur 10 d wurden dann mit den als Kontroligruppen dienenden Kompositgruppen 3
(CerameX® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT) und 4
(CerameX® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH) verglichen. Bei
Gruppe 3 (Ceram<X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT)
wurde die nach Herstellerangaben empfohlene Total-Etch-Technik (Saurekonditionie-
rung von Schmelz und Dentin), heute auch als Etch-and-rinse-Technik bezeichnet
[111], angewendet. Bei Gruppe 4 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY
DeTrey GmbH) wurde, im Unterschied zu Gruppe 3 (Ceram*X® mono, Prime&Bond®
NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT), auf die Anwendung der Etch-and-rinse-Technik

verzichtet, um die Entstehung eines Randspaltes zu provozieren.
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Da bei der Ausarbeitung der Glasionomerzemente die Verwendung von AlOs-
beschichteten, flexiblen Scheiben als geeignet gilt, wurden diese verwendet [109].
Auch zur Ausarbeitung des kunststoffmodifizierten Glasionomerzementes und des

Komposites eignete sich dieses Vorgehen zur sorgfaltigen Uberschussbeseitigung.

6.1.3 Inkubation und thermozyklische Belastung

Nach dem Legen und Ausarbeiten der Restaurationen wurden die Zahnproben fir 28 d
in Aqua dest. bei 37 °C gelagert. Komposite unterliegen einer Polymerisationsschrump-
fung und damit verbundenen Verkleinerung des Volumens nach deren Aushartung
[51,69,145]. Die organischen Polymere dieser Restaurationsmaterialien nehmen nach
der Polymerisation Wasser auf, wodurch eine Volumenexpansion feststellbar ist
[19,25,51,69,145]. Diese hygroskopische Expansion sollte durch die feuchte Lagerung
ermoglicht werden. Versluis et al. (2011) untersuchten das Ausmaly der Deformation
der Zahnhartsubstanzen durch die Dimensionsanderungen wahrend der Polymerisati-
onsschrumpfung und der anschliefienden hygroskopischen Expansion von mod-
Restaurationen aus einem Komposit (Filtek Supreme) oder einem kunststoffmodifizier-
ten Glasionomerzement (Ketac Nano) in vitro anhand von digitalen Aufnahmen mit
einem optischen Scanner. Es wurde festgestellt, dass die Polymerisationsschrumpfung
des hydrophoben Komposites nach vierwéchiger Lagerung durch die hygroskopische
Expansion kompensiert war, wahrend der hydrophile kunststoffmodifizierte Glasionom-
erzement die Polymerisationsschrumpfung bereits innerhalb von einer Woche feuchter
Lagerung Uberkompensierte [145]. Da durch die Volumenexpansion Uberschiisse der
Restaurationsmaterialien auftreten kénnen [145], wurden diese nach einer initialen

Lagerungsdauer von 72 h durch erneute Ausarbeitung entfernt.

In der menschlichen Mundhoéhle sind die Zahne durch Aufnahme von warmen oder
kalten Speisen und Getranken haufig wechselnden Temperaturen ausgesetzt, die zu
einer thermischen Belastung der Zahnhartsubstanzen fuhren. Mehrere Tausend Male
jahrlich kénnen Inzisivi dadurch Temperaturveranderungen von 50 °C ausgesetzt sein
[16]. Das Ausmald dieser thermischen Belastung ist proportional zum Ausmal} der
Temperaturveranderungen innerhalb des Zahnes und fuhrt langfristig zur thermischen
Ermadung [16]. Um Zahnproben und Restaurationsmaterialien in vitro einer thermi-
schen Stressbelastung auszusetzen und einen Alterungsprozess zu simulieren, wird
die thermozyklische Belastung durchgefuhrt. Einsatz findet die thermozyklische Belas-
tung unter anderem in Farbstoffpenetrations-, Randspaltanalysen und Haftwertunter-
suchungen [43]. Es kann damit untersucht werden, inwiefern sich unterschiedliche

Restaurationsmaterialien oder -techniken in der Pravention von Microleakage an der
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Grenzflache zwischen der Restauration und der Zahnhartsubstanz eignen [26]. Bereits
nach 1500 Zyklen thermozyklischer Belastung kann eine marginale Leakage in der
Grenzflache zwischen der Zahnhartsubstanz und der Restauration festgestellt werden
[26]. Aus kleinen Rissen in menschlichen Zahnen werden nach einer thermozyklischen
Belastung von 2000 Zyklen signifikant gréBere Risse [16]. In der vorliegenden Studie
wurden die Zahnproben einer thermozyklischen Belastung von 10 000 Zyklen zur Pro-
vokation von Microleakage unterzogen. Ein Zyklus bestand aus einer Verweildauer von
15 s bei + 5 °C, gefolgt von 15 s bei + 55 °C und im Anschluss jeweils einer Abtropf-

phase von 15 s.

6.1.4 Biofilmbasiertes Kariesmodell

Die Grundlage der vorliegenden Studie bildete ein S. mutans-basiertes Kariesmodell
zur In-vitro-Erzeugung sekundarkariesahnlicher Lasionen [117]. Im Allgemeinen lassen
sich Demineralisationen der Zahnhartgewebe sowohl chemisch als auch mikrobiolo-
gisch erzeugen. Auf chemische Weise gelingt dies im Rahmen sogenannter ,pH-
cycling“-Versuche, in denen artifizielle Lasionen durch phasenweise Exposition der
Zahnhartsubstanzen gegentber Demineralisations- und Remineralisationslésungen
entstehen [20,21,27,93,146]. Als Demineralisationslésungen werden azide Ldsungen
[20,21,27,93,146] oder Gele [20,27] eingesetzt, wahrend die Remineralisationslésun-
gen meist einen neutralen pH-Wert haben [20,21,146] und Kalzium- sowie Phosphatio-
nen zur Remineralisation enthalten [20,21,27,93,146]. Anhand dieser Modelle lassen
sich die grundlegenden Vorgange periodischer De- und Remineralisationen der Zahn-
hartsubstanzen simulieren, allerdings bericksichtigen die ,pH-cycling“-Modelle nicht

die Bedeutung des Biofilms in der Kariesatiologie in vivo [125].

Artifizielle karidse Lasionen kénnen auch durch organische Sauren erzeugt werden,
welche durch die bakterielle Metabolisierung niedermolekularer Kohlenhydrate entste-
hen. Hierfir werden monobakterielle Kulturen [35,36,57,110,113,125], Vereinigungen
definierter Bakterienspezies [7,35,36,41,42,52,104,110,125] oder Mikrokosmosbiofilme
[127,128,130,152] eingesetzt. Bei Mikrokosmosbiofiimen handelt es um In-vitro-
Versionen des menschlichen Biofilms [152], was deren groften Vorteil darstellt. Nach
Sissons (1997) werden Mikrokosmosbiofilme eher durch den Einsatz von plaquerei-
chem Speichel als durch die Verwendung von Plaque erzeugt [127]. Sogenannter
plaquereicher Speichel wird beispielsweise dadurch gewonnen, dass Probanden vor
der Abgabe einer Speichelprobe fir 24 h auf die Anwendung von Mundhygienemalf}-
nahmen verzichten, um den Bakteriengehalt im Speichel zu erhéhen [152]. Nachteile

sind jedoch, dass diese Biofilme heterogen und mikrobiell komplex sind. Aufgrund der
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Biodiversitat ist die Reproduzierbarkeit der mikrobiellen Zusammensetzung gering
[127]. Fur eine Standardisierung der Versuche sind aus Plaque oder Speichel gewon-
nene Mikrokosmosbiofilme folglich nicht geeignet [86]. Im Vergleich dazu hat man beim
Einsatz von Vereinigungen definierter Bakterienspezies zur Erzeugung artifizieller kari-
Oser Lasionen die Kontrolle Uber die im Versuch vorhandenen Spezies, wodurch sich
die Reproduzierbarkeit der mikrobiellen Zusammensetzung zwischen den Versuchen
erhoht [127]. Dies gilt auch flur die Verwendung von monobakteriellen Kulturen. In zahl-
reichen Studien wird S. mutans aufgrund seiner herausragenden Rolle in der Kariesa-
tiologie eingesetzt [30,57,72,117,121,123]. Da neben S. mutans auch eine erhdhte
Anzahl an Laktobazillen aus sekundarkariésen Lasionen isolierbar ist [63,65,66], war
das Ziel dieser Studie, neben S. mutans auch L. casei in dem Kariesmodell zu etablie-
ren und es dadurch ein Stlick realitdtsnaher zu gestalten. Durch Verwendung definier-
ter Volumina (1 ml je Verdinnung der Ubernachtkulturen) zur Inokulation waren die
Versuche reproduzierbar. Die Versuchsvorbereitungen wurden jedoch durch die An-
zlichtung von zwei Bakterienspezies komplexer und zeitaufwendiger (s. Tabelle 6, S.
44). Des Weiteren erhohte sich das Risiko von zeitlichen Verzégerungen des Ver-
suchsstartes im Falle von Misserfolgen oder Komplikationen bei der Anztichtung der
Bakterien, da die Anzichtungsphase insgesamt 4 d dauerte. Allerdings ist es durch die
Vereinigung von S. mutans und L. casei in dem Kariesmodell beispielsweise mdglich,
antikariogene Eigenschaften von Restaurationsmaterialien auf beide Bakterienspezies
zu untersuchen. Da sowohl S. mutans als auch Laktobazillen regelmaRig aus sekun-
darkaridésen Lasionen isoliert werden [63,65,66], erwies es sich als sinnvoll, mogliche
kariesinhibitorische Effekte von Restaurationsmaterialien auf die Gemeinschaft dieser

beiden Bakterienspezies zu erforschen.

Der periodische Wechsel von Demineralisations- und Remineralisationsphasen war fir
die Erzeugung artifizieller sekundarkariéser Lasionen von Bedeutung. Wie Ritzmann
(2008) zeigte, kam es bei ausgedehnten Demineralisationsphasen von 20 -22 h zu
stark ausgepragten, flachigen Demineralisationen der Zahnhartsubstanzen [117]. Es
stellte sich heraus, dass eine Summe von 4 h Demineralisation in 24 h Uber eine Ver-
suchsdauer von 10 d am geeignetsten zur Erzeugung artifizieller sekundarkaridser
Lasionen war [122]. Zur Simulation von vier kariogenen Mahlzeiten pro Tag wurde ein
Versuchsprotokoll gewahlt, bei dem ein Zyklus aus 1 h Demineralisation gefolgt von
5 h Remineralisation bestand. Nach dem Einleiten der Bakterienldsung in die Reakti-
onskammer sank der pH-Wert darin auf einen Mittelwert von 4,17 (4,05 — 4,3). Durch
die bakterielle Metabolisierung der Kohlenhydrate des Nahrmediums, in diesem Fall
Glukose (s. Tabelle 4, S. 40), sank der pH-Wert unter einen kritischen pH-Wert fir die
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Demineralisation des Zahnschmelzes von 5,0 — 5,5 [11,80]. Nach einer einstiindigen
Demineralisationsphase wurde die Flissigkeit aus der Reaktionskammer ausgeleitet
und artifizieller Speichel fur eine Remineralisationsphase von 5 h eingeleitet. Um einen
konstanten mittleren pH-Wert von 7,04 (6,9 — 7,15) wahrend dieser Dauer zu gewahr-
leisten, bedurfte es allerdings der viermaligen Spulung der Reaktionskammer mit artifi-
ziellem Speichel (s. Abbildung 24 und Abbildung 25, S. 77).

Als Remineralisationsldsung kann humaner oder artifizieller Speichel verwendet wer-
den. Von Vorteil bei der Verwendung von humanem Speichel ist, dass neben den an-
organischen Bestandteilen die organischen Bestandteile (z. B. Glykoproteine, Proteine,
Enzyme) und Komponenten der Wirtsabwehr (sekretorisches IgA, 1gG, IgM, Lysozym,
Laktoferrin efc.) enthalten sind [68]. Allerdings weist die Speichelzusammensetzung
interindividuelle Unterschiede auf, was sich unglnstig auf die Standardisierung und
Reproduzierbarkeit der Versuche auswirken kann. Aus diesem Grund wurde in dieser
Studie artifizieller Speichel als Remineralisationslésung verwendet, dessen Zusam-
mensetzung aufgrund definierter Mengenangaben bei den einzelnen Versuchen kon-
stant war (s. Tabelle 5, S. 41). Aulerdem wurde fir einen Versuchsdurchlauf eine
Menge von ca. 351 Speichel bendtigt und die Bereitstellung dieser Menge an huma-
nem Speichel war nicht realisierbar. Es wurde die Zusammensetzung des artifiziellen
Speichels nach Zampatti et al. gewahlt [157]. Der artifizielle Speichel enthielt einen
Phosphatpuffer (2,20 mmol /| KH2PO4, 4,59 mmol /| K:HPO4) und Kalzium- sowie
Phosphationen zur Remineralisation. Der pH-Wert des artifiziellen Speichels lag nach
dem Ansetzen bei 7,0, sodass keine demineralisierenden Einflisse beim Einwirken

dieser Flussigkeit auf die Zahnoberflache zu erwarten waren.

Der pH-Wert innerhalb der Reaktionskammer wurde kontinuierlich gemessen und auf-
gezeichnet, um die pH-Werte von De- und Remineralisationsphasen zu kontrollieren
und zu Uberwachen. Wahrend der finf Versuchsdurchlaufe mit S. mutans und L. casei
war es mdglich, reproduzierbare pH-Wertkurven zu erzeugen (s. Abbildung 24 und
Abbildung 25, S. 77). Diese waren vergleichbar mit den vorangegangenen monobakte-

riellen Versuchsdurchlaufen mit S. mutans [72,117,122].
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Abbildung 24: Uberlagerte Ausschnitte von zwei aufgezeichneten pH-Wertkurven
innerhalb der Reaktionskammer bei monobakterieller Inokulation des Kariesmodells mit
S. mutans (gelb) beziehungsweise L. casei (rot).
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Abbildung 25: Ausschnitt einer aufgezeichneten pH-Wertkurve innerhalb der
Reaktionskammer bei Inokulation des Kariesmodells mit S. mutans und L. casei.

Durch die Automatisierung und die Steuerung der Flussigkeitsbewegungen uber peri-
staltische Pumpen mittels eines Computerprogramms wurde das Risiko unerwiinschter
Kontaminationen mit Fremdkeimen durch Eingriff in das System minimiert. Trotz der
Automatisierung bedurfte es allerdings der dreimal taglichen Kontrolle der stérungsfrei-
en Funktion des Kariesmodells sowie des regelmafligen Austausches der Abfallgefalie,
um ein Uberlaufen zu vermeiden und das Risiko einer unangenehmen Geruchsent-

wicklung zu reduzieren.
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Keimzahlbestimmungen und Reinheitskontrollen erfolgten bei jedem Versuchsdurch-
lauf mindestens zweimal, namlich zu Versuchsbeginn und nach Versuchsende. Zu
Beginn des Versuches wurden die zur Inokulation verwendeten Bakterienkulturen und
zu Versuchende wurde die aus der Reaktionskammer abgepumpte Flussigkeit der letz-
ten Demineralisationsphase ausplattiert. Nach 48-stiindiger Inkubation erfolgte die Be-
stimmung der Keimzahlen durch das Auszahlen der Einzelkolonien. Die Reinheitskon-
trollen wurden zum einen anhand des optischen Erscheinungsbildes und des Geruches
der abgepumpten Flissigkeit und zum anderen anhand der Kulturmorphologie der
ausplattierten Einzelkolonien vorgenommen. Wahrend der funf Versuchsdurchlaufe

waren keine unerwiinschten Kontaminationen mit Fremdkeimen feststellbar.

Wie in vorangegangenen Studien bewiesen wurde, eignete sich das S. mutans-
basierte Kariesmodell dazu, unter standardisierten In-vitro-Bedingungen reproduzierba-
re sekundarkaridse Lasionen zu erzeugen [72,117]. Durch die Standardisierung und
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse kénnen kariesinhibitorische Effekte unterschied-
licher Restaurationsmaterialien unter kontrollierten Bedingungen untersucht werden.
Die Kontrolle der Versuchsbedingungen ist ein bedeutender Vorteil von In-vitro-Studien
[123]; es besteht die Mdglichkeit der Manipulation, der Anderung der Nahrstoffzufuhr,
der pH-Wertkontrolle und der Wiederholung der Versuche, wodurch sich eine grolte
Anzahl an Versuchsproben zur Auswertung generieren lasst [128]. Bei In-vivo-Studien
dagegen ist die Versuchskontrolle reduziert; zum einen herrschen interindividuelle Un-
terschiede in den Gegebenheiten innerhalb der menschlichen Mundhdhle (Speichel-
fluss, Speichelzusammensetzung, orale Mikrobiota etc.) und zum anderen besteht eine
Abhangigkeit von der Compliance der Probanden [86]. Im Vergleich zur Sekundarkari-
esforschung in vivo stehen die Zahne bei In-vitro-Studien fur weitere Untersuchungen
aullerhalb der artifiziellen Mundhéhle zur Verfliigung. So kédnnen beispielsweise Zahn-
schnitte angefertigt werden, welche zur fluoreszenz- oder rasterelektronenmikroskopi-
schen Untersuchung zur Verfligung stehen. Es ist jedoch auch zu erwahnen, dass es
sich bei der In-vitro-Untersuchung in dem Kariesmodell um eine Vereinfachung der
intraoralen Bedingungen handelt. So lassen sich damit nicht die individuellen Faktoren
der Wirtsabwehr sowie die Komplexitat des oralen Biofilms darstellen und die sekun-
darkaridsen Lasionen werden durch ausgewahlte Bakterienspezies (in diesem Falle S.
mutans und L. casei) erzeugt. Hinsichtlich moglicher ethischer Konflikte bei In-vivo-
Studien [123,128,152] und der Vielzahl neuer Materialien besteht ein Bedarf an In-
vitro-Modellen, welche die Materialeigenschaften im Rahmen von Voruntersuchungen
bewerten [28,123]. Allerdings kdnnen diese Studien In-vivo-Studien nicht ersetzen und

es bedarf der Bestatigung der in vitro gewonnen Erkenntnisse in vivo [128]. Deshalb
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erscheint die Einhaltung einer Versuchshierarchie von Laborstudien Uber Tierversuche

bis hin zu humanen In-situ- und In-vivo-Studien sinnvoll [86].

6.1.5 Replikaherstellung

Die Beurteilung der Randspalten zwischen den Restaurationen und den Zahnhartsub-
stanzen erfolgte anhand von Replikas im Rahmen der quantitativen Randspaltanalyse
nach thermozyklischer Belastung und nach mikrobiologischer Belastung in dem Kari-
esmodell fir 10 d. Durch die Replikaherstellung konnten die Randspaltqualitaten der
Zahnproben zu definierten Versuchszeitpunkten miteinander verglichen werden, ohne
dass die Qualitat der Zahnproben davon negativ beeinflusst wurde oder die Zahne fir
die weitere Versuchsdurchfiihrung nicht mehr verwendbar waren (z. B. durch Bespultte-
rung mit Goldpartikeln). Die Anwendung der Replikatechnik ermdglichte somit die ras-
terelektronenmikroskopische Untersuchung von Veranderungen im Restaurationsrand-
bereich. Seichter und Herforth (1980) untersuchten die Wiedergabegenauigkeit von
unterschiedlich hergestellten Replikas zur quantitativen Randspaltanalyse. Es konnte
festgestellt werden, dass die beste Wiedergabegenauigkeit der Replikas und Reprodu-
zierbarkeit der Messergebnisse durch Abformung der Zahnoberflache mit einem gum-
mielastischen Abformmaterial und direktes AusgielRen mit einem Epoxidharz erzielt
wurden, bedingt durch das gute FlielRverhalten des Epoxidharzes. Im Vergleich dazu
zeigten galvanisch verkupferte und mit einem Modellzement ausgegossene Replikas
Differenzen in der Oberflachenstruktur im Vergleich zum Originalzahn. Am ungunstigs-
ten erwiesen sich nach galvanischer Versilberung hergestellte Replikas, da der Rand-
spalt verglichen mit dem Originalzahn groRer war und die Zahnoberflache unebener
erschien [124]. Deshalb wurden die Replikas durch direktes Ausgie3en der Abformun-

gen mit einem Polyurethan hergestellt.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Diskussion der mikrobiologischen Ergebnisse

Im Rahmen der Weiterentwicklung des vorhandenen S. mutans-basierten Kariesmo-
dells sollte eine weitere Bakterienspezies etabliert werden, um eine komplexere Zu-
sammensetzung der bakteriellen Plaque zu erzielen. Da neben S. mutans auch Lakto-
bazillen aus sekundarkariésen Lasionen isolierbar sind [63,65,66], wurde der Versuch
zur Etablierung dieser Bakterienspezies (L. casei) in dem Kariesmodell unternommen.
Die Bestimmung der koloniebildenden Einheiten von S. mutans und L. casei bei der
Inokulation und nach dem Versuchsende zeigte, dass beide Bakterienspezies gemein-

sam in dem Kariesmodell Uberlebten und sich nach der zehntagigen Versuchsdauer
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die Anzahl an koloniebildenden Einheiten je Spezies um das Zehnfache vermehrte (s.
Tabelle 7, S. 56). Zur Bestimmung der Anzahl koloniebildender Einheiten wurde die
nach der letzten Demineralisation aus der Reaktionskammer abgepumpte Flussigkeit
verwendet. Eine Alternative bietet das Auszahlen der koloniebildenden Einheiten aus
der adharenten Plaque der Zahnoberflache. Die von Fontana et al. (1999) bestimmte
Anzahl koloniebildender Einheiten auf den Zahnoberflachen nach siebentagiger Ver-
suchsdauer in einer artifiziellen Mundhdhle lag fur S. mutans zwischen
50x10"+3,5x10" und 2,4x108+15x10® sowie fur L. casei zwischen
5,2x 107 +3,4x 10" und 2,2x 108+ 1,2 x 108. Es finden sich keine Angaben zu der
Anzahl an koloniebildenden Einheiten, die zur Inokulation verwendet wurde [42]. Die
Verwendung der adharenten Plaque zur Bestimmung der koloniebildenden Einheiten
hat den Vorteil, dass von jeder Zahnprobe die Anzahl anhaftender Bakterien (S.
mutans und L. casei) bekannt ist, wahrend bei der Bestimmung aus der abgepumpten
Flassigkeit ein durchschnittlicher Wert der planktonischen und der von der Zahnober-
flache abgeldsten Mikroorganismen ausgezahlt wird. Jedoch kann es bei der Entnah-
me der Plaqueproben von der Zahnoberflache zu Verletzungen der nach der mikrobio-
logischen Belastung empfindlicheren Oberflachen kommen, wodurch die Zahnproben
fur weitere Auswertungen mitunter unbrauchbar werden. Um diesem Risiko zu entge-

hen, wurde auf die Anwendung dieser Methode verzichtet.

Der mittlere pH-Wert wahrend der Demineralisationsphasen lag in den durchgefiihrten
Versuchen mit S. mutans und L. casei bei 4,17 (4,05 — 4,3) und war somit vergleichbar
mit dem von Krdmer et al. (2015) beschriebenen mittleren pH-Wert von 4,2 (4,0 — 4,5)

bei der monobakteriellen Inokulation mit S. mutans [72].

Exemplarisch wurde der Biofilm auf den Oberflachen einiger zusatzlicher Zahnproben
nach der mikrobiologischen Belastung in dem Kariesmodell fir 10d mittels der
LIVE/DEAD® Baclight™ - Farbemethode (Molecular Probes Europe BV) dargestellt,
welche auf zwei nukleinsaurebindenden Farbstoffen basiert [8,108]. Der grin fluores-
zierende Farbstoff (SYTO® 9) kann samtliche bakterielle Zellmembranen durchdrin-
gen, bindet an die DNA und farbt intakte Bakterien grtin [8,108]. Der rot fluoreszierende
Farbstoff (Propidiumiodid) ist nur in der Lage beschadigte bakterielle Zellmembranen
zu durchdringen und farbt somit beschadigte sowie tote Mikroorganismen rot [8,108].
Anhand der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen lie} sich feststellen, dass sich
nach einer Versuchsdauer von 10 d ein Biofilm auf den Zahnoberflachen bildete und
dieser zum Uberwiegenden Anteil aus intakten, vitalen Bakterien bestand (s. Abbildung

10 und Abbildung 11, S. 57). Somit zeigte sich, dass ein Uberleben der Bakterien unter
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den im Kariesmodell vorherrschenden Umgebungsbedingungen bei einer Versuchs-

dauer von 10 d gewahrleistet war.

Im Allgemeinen kénnen zur Untersuchung des Biofilms auf abiotischen Oberflachen
verschiedene analytische Techniken angewendet werden. So gibt es kolorimetrische
Techniken, welche die Matrix des Biofilms (z. B. Methylenblau, Fluorescein-Diacetat)
oder lebende Zellen (z. B. LIVE/DEAD® Baclight™) quantitativ darstellen. Weitere
genetische Methoden, wie die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) oder die Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH), dienen der Bestimmung der bakteriellen Population [108].
Zu den Vorteilen der hier angewendeten LIVE/DEAD® BacLight™ - Technik zahlen die
schnelle und einfache Anwendung sowie die Reliabilitdt der Farbemethode [8]. Die
Anwendung ermdoglicht die gleichzeitige Darstellung der lebenden sowie der Gesamt-
zahl der Bakterien, wobei eine einfache Differenzierung zwischen den vitalen und den
beschadigten beziehungsweise avitalen Bakterien aufgrund der Fluoreszenzunter-
schiede mdglich ist [8]. Allgemein eignen sich einfache mikroskopische Analysetechni-
ken aufgrund der mangelnden Darstellbarkeit morphologischer Unterschiede zwischen
den Bakterien nur unzureichend zur verlasslichen Identifikation der einzelnen Bakteri-
enspezies [101]. Im Rahmen der Weiterentwicklung des Kariesmodells ware aufgrund
dessen eine Darstellung des Biofilms mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung vor-
stellbar, wodurch sich die unterschiedlichen Bakterienspezies auf den Zahnoberflachen
visualisieren, auszahlen, lokalisieren und identifizieren lassen [101]. Mittels der Fluo-
reszenz-in-situ-Hybridisierung hybridisieren fluoreszenzmarkierte Sonden an die kom-
plementaren Nukleinsauresequenzen der Zielzellen [101]. Durch den Einsatz von Son-
den mit Fluorochromen unterschiedlicher Anregungs- und Emissionswellenlange kon-
nen unterschiedliche Bakterienspezies gleichzeitig durch differierende Farbsignale
dargestellt werden [101]. Dadurch ware es dann beispielsweise mdéglich, die anteils-
mafige Zusammensetzung des Biofilms aus S. mutans und L. casei nach mikrobiolo-
gischer Belastung im Kariesmodell fir 10 d durch die Anwendung der Fluoreszenz-in-

situ-Hybridisierung darzustellen.

6.2.2 Diskussion der fluoreszenzmikroskopischen Ergebnisse

Bei der Betrachtung der Zahnprobenoberflachen nach der mikrobiologischen Belastung
in dem Kariesmodell fur 10 d und vor der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung
fielen makroskopisch die matten, weil3-opak veranderten und rau erscheinenden Zahn-
schmelzoberflachen auf. Weilliche Veranderungen der Zahnoberflachen werden auch
von Seemann et al. (2005) nach dem Aufenthalt in der artifiziellen Mundhdhle be-

schrieben [123]. Kidd und Fejerskov (2004) beschreiben, dass aktive karidse Schmelz-
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lasionen aufgrund der bakteriellen Saureproduktion durch Erosionen der Oberflache
und durch Porositaten unterhalb der Oberflache gekennzeichnet sind. Die Erosion des
Zahnschmelzes wird am wahrscheinlichsten als bedingt verantwortlich fir die matte
Erscheinung des Zahnschmelzes angesehen. Die Porositaten der unterhalb der Ober-
flache befindlichen Lasion sind verantwortlich fir die weil3-opake Veranderung der
Zahnoberflache. In die Porositaten lagert sich beim feuchten Zahn Wasser und beim
trockenen Zahn Luft ein, deren Brechungsindizes sich von dem des gesunden Schmel-
zes (Brechungsindex 1,62) unterscheiden. Da der Brechungsindex von Luft (1,0) klei-
ner als der Brechungsindex des Wassers (1,33) ist und somit der Unterschied zum
Brechungsindex des gesunden Zahnschmelzes gréRRer wird, werden kariése Lasionen
im getrockneten Zustand der Zahne deutlicher sichtbar [64]. Auch bei der klinischen
Untersuchung in vivo kann sich die AulRenlasion einer Sekundarkaries als ,White-

Spot“-Lasion darstellen [67].

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Begutachtung lieRen sich an samtlichen Zahnpro-
benhalften sowohl auf der Schmelzseite als auch auf Zement- / Dentinseite Deminera-
lisationen an der Zahnoberflache und entlang der Kavitatenwand feststellen (s. Abbil-
dung 15 — Abbildung 19, S. 62 — 65). Wahrend die demineralisierten Bereiche auf der
Schmelzseite in einem dunkleren Grin als die gesunde Zahnhartsubstanz fluoreszier-
ten, zeigten die Demineralisationen auf der Zement- / Dentinseite eine hellere Grinflu-
oreszenz. Das Erscheinungsbild der entstandenen Lé&sionen ist hierbei in Uberein-

stimmung mit vorangegangenen Studien [72,117,122].

Unabhangig vom verwendeten Restaurationsmaterial zeigte die fluoreszenzmikrosko-
pische Untersuchung der Zahnproben geringere Demineralisationstiefen, Substanzver-
luste und Gesamtdemineralisationstiefen auf der Schmelzseite als auf der Zement-
/ Dentinseite sowohl im Fullungsrandbereich als auch in 500 um Entfernung vom Flil-
lungsrand. Dies kann aus dem unterschiedlichen Mineralgehalt der Zahnhartgewebe
und folglich den Unterschieden in deren kritischem pH-Wert, ab dem ein Netto-
Mineralverlust auftreten kann, resultieren. Der Zahnschmelz besteht zu 93 — 98 Gew.-
% aus anorganischen Verbindungen, 1,5 — 4 Gew.-% aus Wasser und der Rest setzt
sich aus organischen Verbindungen (z. B. Lipide und Proteine) zusammen [53]. Wah-
rend das Dentin noch zu ca. 70 Gew.-% aus Mineralien besteht, enthalt das Wurzel-
zement nur noch etwa 65 Gew.-% anorganische Bestandteile [53]. Daflr erhoht sich
der Anteil organischer Bestandteile im Wurzelzement auf 23 Gew.-% [53]. Wahrend
der kritische pH-Wert fir den Zahnschmelz somit bei 5,0 - 5,5 liegt [11,80], wird dieser

fur das Wurzelzement und Wurzeldentin mit 6,2 — 6,7 angegeben [53].
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Der Vergleich der Gesamtdemineralisationstiefen der einzelnen Gruppen zeigte, dass
auf der Schmelzseite im Fillungsrandbereich signifikante Unterschiede zwischen dem
kunststoffmodifizierten Glasionomerzement (Photac™ Fil Quick Aplicap™, 3M
Deutschland GmbH, 3M ESPE) und den Kompositgruppen 3 (CerameX® mono, Pri-
me&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT) und 4 (CerameX® mono, Pri-
me&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH) feststellbar waren (ANOVA, mod. LSD,
p < 0,05). Die Gesamtdemineralisationstiefen des konventionellen Glasionomerzemen-
tes (Ketac™ Molar Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) erwiesen sich auf
der Schmelzseite im Fullungsrandbereich als signifikant geringer im Vergleich zu
Gruppe 3 (Ceram<X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT;
ANOVA, mod. LSD, p <0,05). Auf der Zement- / Dentinseite wiesen sowohl der kon-
ventionelle Glasionomerzement (Ketac™ Molar Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M
ESPE) als auch der kunststoffmodifizierte Glasionomerzement (Photac™ Fil Quick
Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) im Fullungsrandbereich signifikant ge-
ringere Gesamtdemineralisationstiefen als die mit dem fluoridfreien Komposit restau-
rierten Gruppen 3 (CerameX® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH,
SAT) und 4 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH) auf
(ANOVA, mod. LSD, p <0,05). In 500 ym Entfernung vom Fillungsrand auf der Ze-
ment- / Dentinseite zeigte der kunststoffmodifizierte Glasionomerzement (Photac™ Fil
Quick Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) noch signifikant geringere Werte
in der Gesamtdemineralisation als die Zahne der Kompositgruppen 3 (Ceram«X® mo-
no, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT) und 4 (Ceram+X® mono, Pri-
me&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH), fir den konventionellen Glasionomerze-
ment (Ketac™ Molar Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) lagen signifikant
geringere Gesamtdemineralisationen an diesem Messpunkt im Vergleich zu Gruppe 3
(Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT) vor (ANOVA,
mod. LSD, p < 0,05). Antikariogene Eigenschaften durch Fluoridfreisetzung lassen sich
fur Glasionomerzemente in vitro bei der Simulation kariogener Bedingungen nachwei-
sen [151], was in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Studie ist. Die bakteriostati-
schen und antikariogenen Eigenschaften variieren dabei in Abhangigkeit von der Fluo-
ridfreisetzung des jeweiligen Restaurationsmaterials (Zusammensetzung der Fullkor-
per, PartikelgroRe etc.) [156].

Xu und Burgess (2003) untersuchten in vitro die Druckfestigkeit, Fluoridfreisetzungs-
und Fluoridaufladeprofile von 15 fluoridfreisetzenden Restaurationsmaterialien und
stellten fest, dass die Restaurationsmaterialien mit einer héheren Fluoridfreisetzung

eine geringere Druckfestigkeit aufwiesen. Samtliche untersuchten konventionellen und
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kunststoffmodifizierten Glasionomerzemente, darunter Ketac Molar und Photac Fil,
zeigten initial eine hohe Fluoridfreisetzung von = 40 ug / cm?. Diese Freisetzung nahm
nach den ersten drei Tagen rapide ab (,Burst-Effekt“) und danach lieR sich eine gerin-
gere Fluoridfreisetzung Uber einen langeren Zeitraum feststellen. Ketac Molar zeigte in
dieser Studie fiir 3 d eine Fluoridfreisetzung von = 10 ug / cm? / d, wahrend Photac Fil

fir mindestens 10 d diese Menge (= 10 ug / cm?/ d) freisetzte [156].

Mayanagi et al. (2014) konnten in vitro nachweisen, dass der durch S. mutans (NCTC
10449) induzierte pH-Wertabfall an der Grenzflache zwischen den Bakterien und dem
Restaurationsmaterial bei fluoridfreisetzenden Restaurationsmaterialien im Vergleich
zu einer fluoridfreien Kontrollgruppe reduziert ist. Bei Messungen des pH-Wertes
90 min nach einer Glukosegabe lag der pH-Wert an der Grenzflache zum konventionel-
len Glasionomerzement bei 4,98 — 5,18, zum kunststoffmodifizierten Glasionomerze-
ment bei 4,77 — 4,99, zum Komposit bei 4,62 — 4,75 und zum Flowable-Komposit bei
4,54 — 4,84, Im Vergleich dazu zeigte die fluoridfreie Kontrollgruppe pH-Werte von
4,31 —4,49. Das Ausmal} der Inhibition des pH-Wertabfalls schien mit der Fluoridfrei-
setzung des jeweiligen Restaurationsmaterials zu korrelieren, weshalb geschlussfolgert
wurde, dass die Fluoridfreisetzung eine maogliche Ursache fir die Inhibition des pH-
Wertabfalls sei [94].

Auch nach der Weiterentwicklung des S. mutans-basierten Kariesmodells durch Etab-
lierung von L. casei lieRen sich artifizielle sekundarkariése Lasionen erzeugen, die
morphologisch mit denen durch S. mutans erzeugten Lasionen vergleichbar waren
[72,122]. Des Weiteren lieferte die Messung der Gesamtdemineralisationstiefen Hin-
weise auf ein Vorhandensein antikariogener Effekte der fluoridhaltigen Restaurations-
materialien (Photac™ Fil Quick Aplicap™, Ketac™ Molar Aplicap™, 3M Deutschland
GmbH, 3M ESPE) durch Fluoridfreisetzung im Vergleich zu den fluoridfreien Kontroll-
gruppen (CerameX® mono, Prime&Bond® NT, SAT und CerameX® mono, Pri-
me&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH).

Bezlglich der Wahl der Restaurationsoberflache als Referenzpunkt flr die Messung
des Substanzverlustes stellte sich heraus, dass sich dieser Referenzpunkt bei den
Glasionomerzementen aufgrund der saurebedingten Erosion des Restaurationsmateri-
als unzureichend eignete. Es wird in der Literatur beschrieben, dass sich unter sauren
Umgebungsbedingungen in Abhangigkeit von dem pH-Wert Erosionen der Glasionom-
erzemente in unterschiedlichem Ausmal} feststellen lassen, welche mit Lésung der
lonen aus der Matrix einhergehen [148]. Fur zuklinftige Studien kann stattdessen ein
saurefester Metallstift als Referenzpunkt zur Ermittlung des Substanzverlustes in der

Zahnhartsubstanz verankert werden. Alternativ besteht die Mdglichkeit, auf die Be-
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stimmung des Substanzverlustes durch Demineralisation zu verzichten und die reine
Demineralisation auszumessen, da hierbei die fluoreszierende Zone vermessen wird

und somit kein zusatzlicher Referenzpunkt zum Ausmessen nétig ist.

6.2.3 Diskussion der quantitativen Randspaltanalyse

Die quantitative Randspaltanalyse wird allgemein zur Beurteilung der marginalen
Adaptation von Restaurationsmaterialien und der Qualitdt der Grenzflache zwischen
der Zahnhartsubstanz und der Restauration nach definierten Kriterien eingesetzt
[31,82]. In der vorliegenden Studie sollte durch die quantitative Randspaltanalyse un-
tersucht werden, inwiefern sich die Qualitat der Restaurationsrander bei Verwendung
unterschiedlicher Restaurationsmaterialien durch die mikrobiologische Belastung fur
10 d in dem biofilmbasierten Kariesmodell andert. Es war feststellbar, dass der prozen-
tuale Anteil des perfekten Randes sowohl bei den Glasionomerzementgruppen
(Photac™ Fil Quick Aplicap™, Ketac™ Molar Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M
ESPE) als auch bei den Kompositgruppen 3 (CerameX® mono, Prime&Bond® NT,
DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT) und 4 (CerameX® mono, Prime&Bond® NT,
DENTSPLY DeTrey GmbH) nach dem Aufenthalt in dem Kariesmodell reduziert war (s.
Tabelle 12, S. 66 und Tabelle 13, S. 68). Sowohl bei dem kunststoffmodifizierten als
auch bei dem konventionellen Glasionomerzement war nach der mikrobiologischen
Belastung im Kariesmodell eine Zunahme negativer Stufen feststellbar. Dies kann
durch eine saurebedingte Erosion dieser Restaurationsmaterialien bedingt sein, weil
bei Glasionomerzementen unter sauren Bedingungen lonen aus der Matrix in Losung
gehen, woraus Erosionen des Restaurationsmaterials resultieren [148]. Da der mittlere
pH-Wert wahrend der Demineralisationsphasen mit 4,17 (4,05 — 4,3) im sauren Bereich
lag und die Zahnproben einer Summe von 40 h Demineralisation wahrend der Versu-
che ausgesetzt waren, kann das Auftreten der negativen Stufen bedingt durch die un-
zureichende Saurefestigkeit der Glasionomerzemente sein. Auch die signifikante Re-
duktion des Uberschusses und die signifikante Abnahme positiver Stufen auf der
Schmelzseite bei Gruppe 1 (Photac™ Fil Quick Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M
ESPE) sind mdglicherweise darauf zurtickzufihren (Friedman-Test, p < 0,05). Bei den
Kompositgruppen trat auf der Zement- / Dentinseite eine signifikante Reduktion des
perfekten Randes in Kombination mit einer signifikanten Zunahme positiver Stufen auf.
Da bei den Kompositgruppen im Vergleich zu den Glasionomerzementen geringere
saurebedingte Erosionen zu erwarten waren, kann die Ausbildung positiver Stufen aus
einer saurebedingten Erosion der Zahnhartsubstanz resultieren. Der prozentuale Anteil
positiver Stufen auf der Zement- / Dentinseite stieg bei Gruppe 3 (Ceram«X® mono,
Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT) von 6 % + 13 % auf 20 % + 23 %
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und bei Gruppe 4 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH)
von 8 % = 8 % auf 30 % + 21% (Friedman-Test, p < 0,05). Ein moéglicher Grund dafir,
dass eine deutliche Ausbildung positiver Stufen auf der Zement- / Dentinseite und nicht
auf der Schmelzseite festzustellen war, kann die im Vergleich zum Zahnschmelz gro-
Rere Anfalligkeit des Zementes / Dentins flr saurebedingte Erosionen aufgrund des
geringeren Mineralgehaltes [53] und des hdheren kritischen pH-Wertes [53] dieser bei-
den Zahnhartgewebe sein. Bei Gruppe 4 (CerameX® mono, Prime&Bond® NT,
DENTSPLY DeTrey GmbH) als negative Kontrollgruppe wurde, im Gegensatz zu
Gruppe 3 (CerameX® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT),
bewusst auf die Anwendung der Etch-and-rinse-Technik verzichtet, um eine
Randspaltbildung zu provozieren. Die Ergebnisse der quantitativen Randspaltanalyse
bestatigen, dass bei Verzicht auf eine Konditionierung der Zahnhartsubstanzen mit
35 %-iger Orthophosphorsaure signifikante Spaltbildungen nach der mikrobiologischen
Belastung im Kariesmodell auf der Schmelzseite und auf der Zement- / Dentinseite
feststellbar sind (s. Abbildung 23, S. 69).

6.2.4 Vergleich mit artifiziellen Mundhohlen zur
Sekundarkariesforschung

Einige In-vitro-Studien beschreiben artifizielle Mundhdhlen, mit denen sich sekundarka-

riesahnliche Lasionen erzeugen lassen. Allerdings unterscheiden sich diese Modelle in

vielen Gesichtspunkten, wie beispielsweise dem Aufbau, den eingesetzten Flissigkei-

ten, den zur Inokulation verwendeten Bakterien, dem Versuchsprotokoll, den Auswer-

tungsmethoden und —kriterien voneinander. Dies erschwert mitunter die Vergleichbar-

keit der einzelnen artifiziellen Mundhohlen miteinander.

Fontana et al. (1996) beschrieben eine artifizielle Mundhdhle, in der beschliffene hu-
mane Unterkieferinzisivi nach Versorgung mit Kompositrestaurationen zur Erzeugung
artifizieller sekundarkarioser Lasionen eingesetzt wurden. Zur Inokulation wurde eine
Mischung einer L. casei-Kultur und einer S. mutans-Kultur verwendet, von der 20 ml
vor Versuchsbeginn auf die Zahne pipettiert wurden. Nach einer Inkubation bei 37 °C
fur 2 h erfolgten die Platzierung der Zahne in den Versuchsbehaltnissen und der Zu-
sammenbau der artifiziellen Mundhoéhle. Der Einsatz von S. mutans und L. casei ist
eine Gemeinsamkeit mit der vorliegenden Studie. Allerdings erfolgte die Inokulation vor
Versuchsbeginn auerhalb der artifiziellen Mundhdhle, wahrend die Zahnproben in der
vorliegenden Studie innerhalb des Kariesmodells automatisiert in Kontakt mit der Bak-
terienldsung gebracht wurden. Dextrosefreies Trypticase Soja Bouillon mit 5 % Sac-
charosezusatz (TSBS) diente als Nahrmedium und eine Mineralwaschlésung (MWL)

wurde als artifizieller Speichel eingesetzt. Bei dieser artifiziellen Mundhohle erfolgten
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die FlUssigkeitsbewegungen uber peristaltische Pumpen. Es finden sich keine Anga-
ben dazu, ob die Pumpen manuell oder per Computer gesteuert wurden. Die Ver-
suchsdauer betrug 7 d oder 12 d mit einem zyklischen Wechsel von TSBS (3 x taglich
fur je 30 min, 0,7 ml/min, 63 ml/d) und MWL (insgesamt 22,5h, 0,7 ml/min,
945 ml / d). Somit unterscheiden sich sowohl die Versuchsdauer (7 d / 12 d) als auch
das gewahlte Versuchsprotokoll (insgesamt 1,5 h Demineralisation / d) von der vorlie-
genden Studie (Versuchsdauer 10 d, insgesamt 4 h Demineralisation / d). Ein pH-Wert
von 4,1 — 4,5 wurde in den Versuchsgefalten der experimentellen Gruppen gemessen.
Die Auswertung erfolgte anhand von konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie nach
dem Sagen der Zahne in Halften und der Anfarbung mit Rhodamin B. Es wurden die
Flache der fluoreszierenden Lasion und die Kavitatenwandlasionstiefe gemessen. Ins-
gesamt wurden zwei Versuchsdurchlaufe durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse zu Uberprifen. Nach einer Versuchsdauer von 12 d lie3en sich in Versuch
1 eine mittlere Lasionsflache von 28,3 + 6,5 ym? x 10° und eine mittlere Kavitaten-
wandlasionstiefe von 224,3 + 43,6 ym messen. Im Versuch 2 betrugen die entspre-
chenden Werte 34,8 + 3,4 um? x 10% (Lasionsflache) und 316,9 + 34,0 um (Kavitaten-
wandlasion) [41]. Diese Art der mikroskopischen Auswertung stellt eine Alternative zu
den in der vorliegenden Studie gewahlten Auswertungskriterien (s. Kapitel 4.7.1, S.
51 f.) dar. Um eine Vergleichbarkeit der Messergebnisse mit vorangegangenen Studien
in dem vorhandenen Kariesmodell zu erzielen, wurden in der durchgefihrten Studie die

Auswertungskriterien der friheren Versuche tibernommen [72,122].

Im Rahmen einer weiteren Studie in der von Fontana et al. (1996) entwickelten artifizi-
ellen Mundhohle wurde untersucht [41], ob sich eine antikariogene Wirksamkeit eines
Kalzium-, Fluorid- und Hydroxylionen freisetzenden Restaurationsmaterials (Ariston
pHc) im Vergleich zu einem fluoridfreien Restaurationsmaterial (Silux) feststellen Iasst.
Dazu wurden humane Zahne vier Gruppen zugeteilt. Es erfolgte die Versorgung von
praparierten Kavitaten mit einem der beiden Restaurationsmaterialien entweder mit
oder ohne Anwendung der Saure-Atz-Technik. Die Auswertung der Versuche erfolgte
nach siebentagiger Versuchsdauer mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
durch Messung der Tiefe der demineralisierten Oberflachenlasion, der Lasionstiefe, der
absoluten Fluoreszenz und der Tiefe der Kavitatenwandlasion. So zeigten sich bei-
spielsweise bei dem fluoridfreien Restaurationsmaterial (Silux) und bei Verzicht auf
Anwendung der Saure-Atz-Technik eine Oberflachenlasionstiefe von 80,38 + 4,86 um
und eine Kavitatenwandlasionstiefe von 80,60 + 16,60 um. Ohne Anwendung der Sau-

re-Atz-Technik zeigte das ionenfreisetzende Restaurationsmaterial (Ariston pHc)
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Messwerte von 48,08 + 3,93 uym (Oberflachenlasionstiefe) und 21,89 + 7,88 uym (Kavi-

tatenwandlasionstiefe) [42].

Seemann et al. (2005) untersuchten die Sekundarkariesbildung an 25 kariesfreien,
fissurenversiegelten Oberkieferpramolaren in der von ihnen entwickelten artifiziellen
Mundhoéhle. Die Fissurenversiegelungen der Pramolaren wurden in den mesialen An-
teilen nach Herstellerangaben durchgefuhrt und in den distalen Anteilen wurden durch
Speichelkontamination Randspaltbildungen zwischen der Zahnhartsubstanz und dem
Fissurenversiegeler provoziert. Bei der Studie wurde eine monobakterielle Inokulation
mit S. mutans (ATCC 25175) durchgefihrt, wodurch sie sich von der vorliegenden Stu-
die unterscheidet. Die Versuchsdauer nach der Inokulation betrug 14 d und somit wa-
ren die Zahne 4 d langer den kariogenen Bedingungen in der artifiziellen Mundhoéhle
ausgesetzt als in der vorliegenden Arbeit. Auch lassen sich beim Versuchsprotokoll
Unterschiede zur vorliegenden Studie feststellen; es wurde je im Wechsel fiur 5 min
Trypticase Soja Bouillon (TSB) und fir 15 min artifizieller Speichel tropfenweise zuge-
fuhrt. Eine 10 %-ige Saccharoselésung wurde einmal pro Stunde statt TSB zugegeben.
Sowohl bei der beschriebenen artifiziellen Mundhdhle als auch bei dem Kariesmodell
erfolgten die FlUssigkeitsbewegungen uber peristaltische Pumpen, die computerge-
steuert waren. Somit handelt es sich bei den beiden artifiziellen Mundhéhlen um auto-
matisierte Modellversionen. Angaben zu pH-Wertmessungen wahrend der Versuche
finden sich nicht. Die Auswertung erfolgte anhand konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie. Es lieRen sich an samtlichen Zahnen der Testgruppen primarkariése Au-
Renlasionen und Kavitatenwandlasionen feststellen. Im Bereich der lege artis versie-
gelten Fissuren zeigten sich mittlere Demineralisationstiefen der primaren Schmelzla-
sionen von 263 + 76 ym und Kavitatenwandlasionen von 130 + 71 pm. Bei den mit
Speichel kontaminierten Zahnen lagen diese Werte bei 285+ 48 ym (primare
Schmelzkaries) und 483 + 258 ym (Kavitatenwandlasion) [123].

Die von Kramer et al. (2015) veroffentlichte Studie untersuchte in dem Kariesmodell,
das auch die Grundlage der vorliegenden Arbeit bildete, antikariogene Eigenschaften
von verschiedenen Konzentrationen an Mikrosilberpartikelzusatzen (0 Gew.-%,
0,1 Gew.-%, 0,5 Gew.-%) zu unterschiedlichen Adhasiven (Scotchbond 1 XT, Syntac,
Futurabond). Die Kavitaten wurden mit dem Komposit Filtek Z250 restauriert. Die In-
okulation erfolgte mit S. mutans (DSM Nr.: 20523) und nach einer zehntagigen Ver-
suchsdauer wurde die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Demineralisations-
tiefen vorgenommen. Da die Auswertungskriterien mit der vorliegenden Studie Uber-
einstimmen, lassen sich die Ergebnisse der Gruppen, welche mit Adhasiven ohne Mik-

rosilberpartikelzusatz und Komposit versorgt wurden, mit den Kompositgruppen der
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aktuellen Studie vergleichen. Die Gesamtdemineralisationstiefen der Gruppen ohne
Mikrosilberpartikelzusatz (0 Gew.-%) im Schmelz am Fullungsrand lagen zwischen
64 + 11 uym (Scotchbond 1 XT, Futurabond) und 69 + 14 ym (Syntac) sowie in 500 um
Entfernung vom Fullungsrand zwischen 55 £ 10 ym (Futurabond) und 59 + 9 ym (Syn-
tac). Im Dentin am Fullungsrand wurden Gesamtdemineralisationswerte zwischen
138 + 17 uym (Scotchbond 1 XT) und 141 + 20 ym (Syntac) gemessen; in 500 ym Ent-
fernung vom Fullungsrand lagen diese Werte zwischen 123 £ 22 ym (Futurabond) und
126 + 27 um (Syntac) [72]. Somit sind die gemessenen Werte im Schmelz am Ful-
lungsrand vergleichbar mit den Werten der Kompositgruppen 3 und 4 dieser Studie
(67 £ 19 um bzw. 65+ 23 um). Die Gesamtdemineralisation im Schmelz in 500 pm
Entfernung vom Flllungsrand ist in dieser Studie mit 61 £ 17 ym (CeramX® mono,
Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT) und 64 + 17 ym (CeramsX® mo-
no, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH) geringfligig grofier. Auf der Ze-
ment- / Dentinseite finden sich bei den Gesamtdemineralisationstiefen im Fullungs-
randbereich mit 165+ 31 ym (CerameX® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY
DeTrey GmbH, SAT) und 161 +27 ym (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT,
DENTSPLY DeTrey GmbH) sowie in 500 pym Entfernung vom Fuillungsrand mit
176 + 35 um (Ceram<X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT)
und 166 £ 33 ym (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH)
héhere Messwerte. Ein moglicher Grund dafir kdnnte sein, dass sich die Herkunftsorte
der Versuchszahne unterschieden und somit mdogliche Variationen in deren strukturel-
len Zusammensetzung und Fluoridexposition nicht auszuschliefen waren. Eventuell
vorliegende strukturelle Unterschiede machen sich mdglicherweise aufgrund der hdhe-
ren Saureempfindlichkeit des Wurzelzementes / Wurzeldentins (kritischer pH-Wert
6,2 — 6,7) vor allem an den Messstellen auf der Zement / Dentinseite bemerkbar [53].
Der mittlere pH-Wert nach Etablierung von L. casei lag mit 4,17 (4,05 —4,3) in einem
vergleichbaren Bereich wie der von Krédmer et al. gemessene Wert von 4,2 (4,0 — 4,5)
bei monobakterieller Inokulation mit S. mutans [72]. Allerdings wurde in der vorliegen-
den Studie die zweifache Menge an Bakterienlésung zur Inokulation, namlich 1 ml der
S. mutans-Verdinnung und ein 1 ml der L. casei-Verdinnung, statt nur 1 ml der S.
mutans-Verdinnung verwendet. Fur zukinftige Untersuchungen ware es vorstellbar zu
testen, ob eine Anderung der zur Inokulation verwendeten Volumina im Sinne einer
Adaptation des Gesamtvolumens an vorherige Studien in dem Kariesmodell méglich ist.
So konnte ein Versuch unternommen werden, in dem je 0,5 ml der S. mutans- und der
L. casei-Verdunnung zur Inokulation verwendet werden, sodass das verwendete Ge-

samtvolumen auch 1 ml betragt.
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6.3 Diskussion der Nullhypothesen

6.3.1 Nullhypothese 1

Eine Weiterentwicklung des vorhandenen S. mutans-basierten Kariesmodells durch

Etablierung von L. casei ist nicht moglich.

Diese Nullhypothese kann widerlegt werden. Bei der Anwendung des Protokolls zur
Anzichtung von S. mutans und L. casei und Beimpfung des Kariesmodells (s. Tabelle
6, S. 44) mit je 1 ml der Verdinnung von S. mutans (1:20) und L. casei (1:10) konnte
ein gemeinsames Uberleben beider Bakterienspezies in dem Kariesmodell fir eine
Versuchsdauer von 10 d nachgewiesen werden (s. Tabelle 7, S. 56). Makroskopisch
liel® sich bei der Entnahme der Zahnproben aus der Reaktionskammer nach dem Ver-
suchsende einheitlich auf den Zahnprobenoberflachen ein weilllich — gelblicher
Plaquebelag feststellen. Ein Plaquebelag auf der Zahnprobenoberflache reicht als Be-
weis flr den Erfolg der Etablierung von L. casei jedoch nicht aus, da dieser Belag nur
monobakteriell aus S. mutans und extrazellularer Matrix bestehen kénnte. Gleiches gilt
fur die kolorimetrische Darstellung des Biofilms auf den Zahnprobenoberflachen nach
mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell fir 10d (LIVE/DEAD® BacLight™,
Molecular Probes Europe BV). Die Anfarbung zeigte, dass der Plaquebelag Uberwie-
gend aus vitalen, intakten Mikroorganismen (grtin fluoreszierend) bestand, ermdglichte
jedoch keine morphologische Differenzierung zwischen S. mutans und L. casei zur
Bestimmung der Anteile der jeweiligen Bakterienspezies am Biofilm (s. Abbildung 10
und Abbildung 11, S. 57). Durch die Bestimmung der Anzahl koloniebildender Einhei-
ten zum Zeitpunkt der Inokulation und nach dem Versuchsende zeigte sich, dass sich
die Anzahl der koloniebildenden Einheiten beider Bakterienspezies wahrend der Ver-
suchsdauer von 10 d um das Zehnfache erhohte (s. Tabelle 7, S. 56). Unerwilinschte
Kontaminationen mit Fremdkeimen waren nicht feststellbar, was als eine zusatzliche
Voraussetzung fur eine erfolgreiche Versuchsdurchfihrung gewertet wurde. Das Er-
gebnis der Bestimmung der koloniebildenden Einheiten an S. mutans und L. casei in
Kombination mit dem makroskopisch sichtbaren Plaquebelag, dem Nachweis daruber,
dass der Plaguebelag Uberwiegend aus vitalen Mikroorganismen nach dem Versuchs-
ende bestand und dem fehlenden Auftreten unerwtnschter Kontaminationen wurden
als Kriterien fir eine erfolgreiche Etablierung von L. casei in dem S. mutans-basierten

Kariesmodell und somit Weiterentwicklung des Kariesmodells gewertet.

-90-



Diskussion

6.3.2 Nullhypothese 2

Es ist nicht moglich, nach Weiterentwicklung des Kariesmodells durch Etablierung von

L. casei artifizielle sekundarkariose Lasionen im Flllungsrandbereich zu erzeugen.

Die Ergebnisse der Hauptversuche zeigten, dass die Nullhypothese 2 widerlegt werden
kann. Nach vorsichtiger Entfernung der Plaquebelage wiesen die Zahnprobenoberfla-
chen weil3-opake, rau und matt erscheinende Zahnoberflachen auf, die auch bei Be-
trachtung der gesagten Zahnprobenhalften mit dem Auflichtmakroskop (AZ 100 M,
Nikon) sichtbar wurden (s. Abbildung 12, S. 57). Sowohl das matte als auch das weif3-
opake Erscheinungsbild des Zahnschmelzes gelten als klinische Befunde einer aktiven
Schmelzkaries [64]. Das Auftreten einer karidsen Lasion unmittelbar angrenzend an
eine vorhandene Restauration wird per definitionem als ,Sekundarkaries“ bezeichnet
[53]. Die makroskopische Betrachtung der Zahnproben lie darauf schlieRen, dass
auch nach der Weiterentwicklung des S. mutans-basierten Kariesmodells durch Etab-
lierung von L. casei nach einer Versuchsdauer von 10 d artifizielle sekundarkaritse
Lasionen in dem Kariesmodell erzeugbar waren. Die anschlielende fluoreszenzmikro-
skopische Analyse zeigte, unabhangig vom verwendeten Restaurationsmaterial (kon-
ventioneller Glasionomerzement, kunststoffmodifizierter Glasionomerzement, Komposit,
DBA mit und ohne Anwendung der Etch-and-rinse-Technik), sowohl auf der Schmelz-
seite als auch auf der Zement- / Dentinseite Demineralisationen im Fulllungsrandbe-
reich und in 500 ym Entfernung davon (s. Abbildung 15 — Abbildung 19, S. 62 — 65).
Diese waren vergleichbar mit den Ergebnissen friherer Studien in dem Kariesmodell
bei monobakterieller Inokulation mit S. mutans [72,122]. Die erfolgreiche Erzeugung
artifizieller sekundarkarioser Lasionen in dem weiterentwickelten Kariesmodell bei mik-
robiologischer Belastung der Zahnproben fir 10 d war folglich klinisch wie auch fluo-

reszenzmikroskopisch nachweisbar.

6.3.3 Nullhypothese 3

Es lassen sich keine Unterschiede in den kariesinhibitorischen Eigenschaften bezlig-

lich der Demineralisationstiefen, der Substanzverluste infolge der Demineralisation, der

Gesamtdemineralisationen und der Randspaltbreiten zwischen den einzelnen Restau-

rationsmaterialien (konventioneller Glasionomerzement, kunststoffmodifizierter Glasio-

nomerzement sowie Komposit, Dentinbondingagent (DBA) mit und ohne Anwendung

der Etch-and-rinse-Technik) feststellen.

Die Messwerte (Demineralisation, Substanzverlust durch Demineralisation und Ge-
samtdemineralisation) der Glasionomerzemente (Photac™ Fil Quick Aplicap™ und
Ketac™ Molar Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) auf der Schmelzseite und
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auf der Zement- / Dentinseite am Fillungsrand und in 500 ym Entfernung davon zeig-
ten keine statistisch signifikanten Unterschiede untereinander (Mann-Whitney-Test und
ANOVA, mod. LSD, p > 0,05). Gleiches galt fir den Vergleich der Messwerte der
Gruppen 3 (Ceram<X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT)
und 4 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH) miteinander
(Mann-Whitney-Test und ANOVA, mod. LSD, p > 0,05). Somit l&sst sich sowohl durch
den Vergleich der Messwerte der Glasionomerzementgruppen miteinander als auch
durch den Vergleich der beiden Kompositgruppen die Nullhypothese 3 nicht widerle-

gen.

Es lielen sich allerdings statistisch signifikante Unterschiede bei dem Vergleich der
anhand der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen gemessenen Werte flr die Demi-
neralisation, den Substanzverlust durch Demineralisation und die Gesamtdemineralisa-
tion zwischen den mit Glasionomerzementen (Gruppen 1 und 2) und den mit Komposit
(Gruppen 3 und 4) restaurierten Gruppen feststellen (Mann-Whitney-Test und ANOVA,
mod. LSD, p < 0,05, s. Tabelle 8 und Tabelle 9, S. 58 — 59).

Bei dem kunststoffmodifizierten Glasionomerzement (Photac™ Fil Quick Aplicap™, 3M
Deutschland GmbH, 3M ESPE) wurden statistisch signifikant geringere Demineralisa-
tionstiefen als bei der Gruppe 3 (CerameX® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY
DeTrey GmbH, SAT) auf der Schmelzseite im Fullungsrandbereich gemessen
(ANOVA, mod. LSD, p < 0,05). Der Substanzverlust von Photac™ Fil Quick Aplicap™
(3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) erwies sich auf der Zement- / Dentinseite am Fl-
lungsrand und in 500 ym Entfernung als signifikant geringer als bei den Kompositgrup-
pen 3 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT) und 4
(Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH; ANOVA; mod. LSD,
p <0,05). Auch bei den Gesamtdemineralisationstiefen des kunststoffmodifizierten
Glasionomerzementes (Photac™ Fil Quick Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M
ESPE) waren signifikante Unterschiede zu den Kompositgruppen 3 (Ceram«X® mono,
Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT) und 4 (Ceram+X® mono, Pri-
me&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH) an folgenden Messpunkten feststellbar:
auf der Schmelzseite sowie der Zement- / Dentinseite am Fullungsrand und auf der
Zement- / Dentinseite in 500 ym Entfernung vom Fillungsrand (ANOVA, mod. LSD,
p < 0,05).

Der konventionelle Glasionomerzement (Ketac™ Molar Aplicap™, 3M Deutschland
GmbH, 3M ESPE) zeigte signifikante Unterschiede in Form geringerer Substanzverlus-
te durch Demineralisation auf der Schmelzseite in 500 um Entfernung vom Fullungs-
rand zu Gruppe 4 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH,;
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Mann-Whitney-Test, p < 0,05) sowie auf der Zement- / Dentinseite zu den Komposit-
gruppen 3 (CeramX® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT) und
4 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH) am Fullungsrand
und in 500 ym Entfernung davon (ANOVA, mod. LSD, p < 0,05). Die Gesamtdeminera-
lisationstiefen der Gruppe 2 (Ketac™ Molar Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M
ESPE) erwiesen sich im Schmelz am Fullungsrand als signifikant geringer im Vergleich
zu der Kompositgruppe 3 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey
GmbH, SAT; ANOVA, mod. LSD, p <0,05). Auf der Zement- / Dentinseite waren die
Gesamtdemineralisationen im Fullungsrandbereich signifikant geringer als bei den
Kompositgruppen 3 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH,
SAT) und 4 (CerameX® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH), in
500 ym Entfernung vom Flllungsrand war dies noch im Vergleich zu Gruppe 3
(Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT; ANOVA, mod.
LSD, p < 0,05) der Fall.

Ein mdglicher Grund fir das unterschiedliche Ausmall an Demineralisationen der
Zahnhartsubstanzen in Abhangigkeit von dem gewahlten Restaurationsmaterial kann
bedingt durch deren unterschiedliche Fluoridfreisetzungscharakteristika sein. Fluorid-
haltige Restaurationsmaterialien sind in Abhangigkeit von ihren werkstoffkundlichen
Eigenschaften (Fullkérper, Matrix, Fluoridgehalt etc.) in unterschiedlichem Ausmafd zur
Fluoridfreisetzung und —wiederaufnahme fahig [151]. Allgemein wird den Fluoriden
eine antikariogene Wirksamkeit zugeschrieben [151]. Xu und Burgess (2003) beschrie-
ben bei den konventionellen Glasionomerzementen und kunststoffmodifizierten Glasio-
nomerzementen eine initial hohe Fluoridfreisetzung von =40 ug / cm? (,burst effect”),
welche nach drei Tagen rapide abnimmt und danach uber lange Zeit konstant bleibt
[156]. Die mittlere kumulative Fluoridfreisetzung (SD) innerhalb von 21 d wird in der
Literatur fir Ketac Molar mit 132 ug/cm? (75 ug/cm?) und fir Photac Fil mit
374 ug / cm? (6,6 pug / cm?) beschrieben [156]. Da die Zahnproben in der vorliegenden
Studie vor der mikrobiologischen Belastung in dem Kariesmodell einer Inkubations-
dauer von vier Wochen und danach einer thermozyklischen Belastung von 10 000 Zyk-
len ausgesetzt wurden, ist davon auszugehen, dass die Fluoridfreisetzung der Glasio-
nomerzemente wahrend der mikrobiologischen Belastung in dem Kariesmodell auf
einem konstanten Niveau lag. Die geringeren Demineralisationstiefen, Substanzverlus-
te durch Demineralisation und Gesamtdemineralisationstiefen der Glasionomerze-
mentgruppen im Vergleich zu den Kompositgruppen lassen sich zum einen so interpre-
tieren, dass die Fluoridfreisetzung der Glasionomerzemente antikariogene Effekte zeig-

te. Wahrend diese antikariogene Wirksamkeit der fluoridfreisetzenden Restaurations-
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materialien in weiteren In-vitro-Studien nachweisbar ist, liefern in vivo erhobene Daten
mitunter widerspruchliche Ergebnisse [151]. Auf der anderen Seite sind die mechani-
schen Eigenschaften der Glasionomerzemente und der kunststoffmodifizierten Glasio-
nomerzemente, unter anderem aufgrund der IGslicheren und schwacheren Kalzium-
Aluminium-Fluorosilikat-Fullkorper, im Vergleich zu den Kompositen reduziert [156] und
sie neigen zu Erosionen bei niedrigen pH-Werten [148]. Wahrend der Demineralisati-
onsphasen in dem Kariesmodell waren die Zahnproben sauren pH-Werten von 4,17
(4,05 — 4,3) ausgesetzt, weshalb erosiv bedingte Aufldsungen des Restaurationsmate-
rials in den Glasionomerzementgruppen nicht auszuschlieen sind. Dies wird auch
durch die Ergebnisse der quantitativen Randspaltanalyse bestatigt, da infolge der mik-
robiologischen Belastung im Kariesmodell fir 10 d bei den Glasionomerzementgrup-
pen (Photac™ Fil Quick Aplicap™ und Ketac™ Molar Aplicap™, 3M Deutschland
GmbH, 3M ESPE) eine signifikante Zunahme negativer Stufen zwischen dem Restau-
rationsmaterial und der angrenzenden Zahnhartsubstanz feststellbar war (Friedman-
Test, p < 0,05; s. Tabelle 12, S. 66). Da die Restaurationsoberflache als Referenzpunkt
fur die Messungen des Substanzverlustes verwendet wurde, konnte das mogliche Auf-
treten von Erosionen die Bestimmung des Substanzverlustes beeinflussen. Fir zukinf-
tige Studien empfiehlt sich deshalb zur Bestimmung des Substanzverlustes die Wahl
eines anderen Referenzpunktes (z. B. Insertion eines saurefesten Stiftes) oder alterna-

tiv die Nichtbertcksichtigung des Substanzverlustes bei der Datenauswertung.

Bei dem Vergleich der Gesamtdemineralisationstiefen der einzelnen Restaurationsma-
terialgruppen in Abhangigkeit vom Messpunkt lield sich feststellen, dass bei den vier
Gruppen die Gesamtdemineralisationen auf der Schmelzseite am Fillungsrand und in
500 um Entfernung davon signifikant geringer waren als an den &quivalenten Mess-
punkten auf der Zement- / Dentinseite (T-Test, p < 0,05; s. Tabelle 10 und Tabelle 11,
S. 63 —64). Diese Feststellung lasst sich durch die unterschiedliche Saurel6slichkeit
der einzelnen Zahnhartgewebe erklaren. Aufgrund des hdheren kritischen pH-Wertes
des Wurzelzementes / -dentins mit 6,2 — 6,7 [53] im Vergleich zum Zahnschmelz mit
5,0-5,5 [11,80] setzten die saurebedingten Demineralisationsvorgange bei jenen
Zahnhartgeweben bei héheren pH-Werten ein, wodurch sich die signifikant héheren
Gesamtdemineralisationstiefen auf der Zement- / Dentinseite gegentber der Schmelz-

seite erklaren lassen.

Zwischen den Messpunkten am Fillungsrand und in 500 ym Entfernung davon zeigten
sich bei den Glasionomerzementen (Photac™ Fil Quick Aplicap™ und Ketac™ Molar
Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) sowohl auf der Schmelzseite als auch

auf der Zement- / Dentinseite signifikant geringere Gesamtdemineralisationen am Ful-
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lungsrand als in 500 um von dem Fillungsrand (T-Test, p < 0,05). Bei den Komposit-
gruppen 3 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT) und
4 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH) hingegen lieRen
sich weder auf der Schmelzseite noch auf der Zement- / Dentinseite signifikante Unter-
schiede in den Gesamtdemineralisationstiefen am Fuillungsrand und in 500 um Entfer-
nung davon feststellen (T-Test, p > 0,05). Die Tatsache, dass bei den Glasionomerze-
mentgruppen signifikant geringere Gesamtdemineralisationstiefen am Fillungsrand als
in 500 ym Entfernung vom Fullungsrand feststellbar waren, lasst moglicherweise da-
rauf schliefden, dass sich eine antikariogene Wirksamkeit durch Fluoridfreisetzung un-
mittelbar angrenzend an die Restauration bemerkbar machte. Im Gegensatz dazu zeig-
ten die Kompositgruppen (keine Fluoridfreisetzung) auch keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Gesamtdemineralisationstiefen am Fuillungsrand und in 500 ym

Entfernung davon.

Folglich lasst sich die Nullhypothese 3 aufgrund der dargestellten Unterschiede in dem
Ausmalfl an Demineralisationen der Zahnhartsubstanzen zwischen den Hauptrestaura-
tionsmaterialgruppen ,Glasionomerzement® (Gruppe 1: Photac™ Fil Quick Apli-
cap™ / Gruppe 2: Ketac™ Molar Aplicap™; 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) und
,Komposit* (Gruppe 3: Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, SAT/Gruppe 4:
Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT; DENTSPLY DeTrey GmbH) widerlegen.

6.4 Schlussfolgerung

Die vorliegende Studie zeigte, dass eine Weiterentwicklung des vorhandenen S.
mutans-basierten Kariesmodells durch Etablierung einer weiteren Bakterienspezies, in
diesem Falle L. casei, mdglich ist. Da neben S. mutans Laktobazillen aus sekundarka-
riosen Lasionen isolierbar sind [63,66,99], erschien die Wahl dieser Bakterienspezies
zur Weiterentwicklung des Kariesmodells sinnvoll. Durch die Verwendung von definier-
ten Volumina der Bakterienldsungen zur Inokulation des Kariesmodells liel3 sich eine
Reproduzierbarkeit der mikrobiellen Zusammensetzung zwischen den Hauptversuchen
erzielen (s. Tabelle 7, S. 56). Dies resultierte darliber hinaus in reproduzierbaren pH-
Wertkurven mit konstanten pH-Werten wahrend der Demineralisationsphasen und
Remineralisationsphasen (s. Abbildung 25, S. 77). Die erzeugten artifiziellen sekundar-
karidsen Lasionen waren strukturell vergleichbar mit vorangegangenen Studien in dem
Kariesmodell bei monobakterieller Inokulation mit S. mutans [72,122]. Auch bei der
Inokulation des vorhandenen Kariesmodells mit S. mutans lie3en sich artifizielle kario-
se Lasionen im Fullungsrandbereich erzeugen [72,117,122]. Allerdings stellt die Ver-

wendung einer Monokultur zur Simulation der oralen Mikrobiota eine Vereinfachung
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der realen Situation dar. Zur Erhéhung der Komplexitat des Biofilms und der realitats-
naheren Gestaltung der mikrobiologischen Komponente des Kariesmodells erscheint
es sinnvoll, zukinftig weitere Bakterienspezies darin zu etablieren. Zu berlcksichtigen
ist dabei jedoch, dass die Versuche durch die Etablierung weiterer Bakterienspezies in

dem Kariesmodell arbeitsintensiver, teurer und stéranfalliger werden.

Des Weiteren sollte in der Studie untersucht werden, ob sich Unterschiede zwischen
den verwendeten Restaurationsmaterialien in den Demineralisationstiefen, den Sub-
stanzverlusten durch Demineralisation und den Gesamtdemineralisationstiefen nach
der mikrobiologischen Belastung in dem Kariesmodell fir 10 d feststellen lassen. Bei
der Auswertung, welche sich an den Auswertungskriterien vorangegangener Studien in
dem Kariesmodell orientierte [72,122], stellte sich heraus, dass sich die Restaurations-
oberflache als Referenzpunkt zur Ermittlung des Substanzverlustes nur bedingt eigne-
te. Im Sinne der Weiterentwicklung der Auswertungskriterien ware es sinnvoll, eine
neue Auswertungssystematik flr diesen Messparameter durch Wahl eines geeignete-
ren Referenzpunktes zu entwickeln. Die Ergebnisse zeigten geringere Demineralisatio-
nen des konventionellen Glasionomerzementes (Ketac™ Molar Aplicap™, 3M
Deutschland GmbH, 3M ESPE) und des kunststoffmodifizierten Glasionomerzementes
(Photac™ Fil Quick Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE) im Vergleich zu den
Kompositgruppen (Gruppe 3: Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, SAT / Gruppe 4:
Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT; DENTSPLY DeTrey GmbH). Dies lasst sich mdg-
licherweise auf die antikariogenen Eigenschaften der Glasionomerzemente durch Fluo-
ridfreisetzung zurlckfluhren, welche auch in anderen In-vitro-Studien beschrieben wer-
den [119,151], wenngleich diese Eigenschaften in klinischen Untersuchungen mitunter
nicht nachweisbar sind [96,116,151].

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich auch das weiterentwickelte Karies-
modell zur Erzeugung artifizieller sekundarkaridser Lasionen und somit zur Grundla-
genforschung zum Thema ,Sekundarkaries® in vitro eignet. Die aus den Versuchen
gewonnenen Erkenntnisse kénnen dann als Orientierung fir die Planung weiterer un-

verzichtbarer In-situ- und In-vivo-Studien dienen.
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7 Zusammenfassung

7.1 Zusammenfassung

Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Weiterentwicklung eines vorhandenen S.
mutans-basierten Kariesmodells durch Etablierung einer weiteren Bakterienspezies,
namlich L. casei. Des Weiteren sollten nach erfolgreicher Weiterentwicklung des Kari-
esmodells die Auswirkungen der Demineralisationen und Remineralisationen auf die

Zahnhartgewebe im Fullungsrandbereich untersucht werden.

Material und Methode

Im Rahmen der Vorversuche wurde L. casei (DSM Nr.: 20021) im Kariesmodell etab-
liert. Danach wurden an 60 kariesfreien, extrahierten oder operativ entfernten dritten
Molaren standardisierte Klasse-V-Kavitaten prapariert und mit einem der folgenden
Restaurationsmaterialien nach Herstellerangaben versorgt: ein kunststoffmodifizierter
Glasionomerzement (PF; Photac™ Fil Quick Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M
ESPE), ein konventioneller Glasionomerzement (KM; Ketac™ Molar Aplicap™, 3M
Deutschland GmbH, 3M ESPE), ein adhasiv befestigtes Komposit mit (C + SAT;
Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH, SAT) und ohne An-
wendung der Etch-and-rinse-Technik (C; CerameX® mono, Prime&Bond® NT,
DENTSPLY DeTrey GmbH). Nach der Ausarbeitung wurden die Zahnproben fir 28 d
bei 37 °C in Aqua dest. inkubiert und dann einer thermozyklischen Belastung von
10 000 Zyklen bei + 5 °C und + 55 °C unterzogen. Es erfolgte danach die mikrobiologi-
sche Belastung im automatisierten Kariesmodell fir 10 d (Summe von 4 h Deminerali-
sation / d) bei kontinuierlicher pH-Wertaufzeichnung. Dabei wurden die Demineralisati-
onen aufgrund der azidogenen Eigenschaften von S. mutans (DSM Nr.: 20523) und L.
casei (DSM Nr.: 20021) durch Metabolisierung niedermolekularer Kohlenhydrate und
die Remineralisationen durch Einwirkung von artifiziellem Speichel bewirkt. Exempla-
risch wurde danach der Biofilm auf der Zahnprobenoberflache mithilfe von
LIVE/DEAD® Baclight™ (Molecular Probes Europe BV) angefarbt. Vor der fluores-
zenzmikroskopischen Analyse (AZ 100 M, Nikon) wurden die Zahnproben durch einen
in der Langsachse durch die Restaurationsmitte verlaufenden Sageschnitt halbiert.
Anhand der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden die Demineralisationstie-
fen, die Substanzverluste durch Demineralisation und die Gesamtdemineralisationstie-

fen jeweils auf der Schmelzseite und auf der Zement- / Dentinseite im Fullungsrandbe-
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reich und in 500 ym Entfernung vom Fillungsrand bestimmt. Bei Vorliegen eines
Randspaltes im Fullungsrandbereich wurde die Breite dessen vermessen. Sowohl
nach der thermozyklischen Belastung als auch nach der mikrobiologischen Belastung
im Kariesmodell wurden Replikas auf Polyurethanbasis erstellt, mit denen anhand von
REM-Aufnahmen (Amray Modell Turbo 1610, Amray Inc.) eine quantitative
Randspaltanalyse durchgefuhrt wurde. Die statistische Analyse erfolgte unter Verwen-
dung der SPSS Version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Ergebnisse

Folgende Gesamtdemineralisationstiefen lieRen sich nach mikrobiologischer Belastung
im Kariesmodell fiir 10 d (4 h Demineralisation / d) im Schmelz am Fullungsrand (A), im
Schmelz in 500 ym Entfernung vom Fullungsrand (B), im Zement / Dentin am Fullungs-
rand (C) sowie im Zement / Dentin in 500 ym Entfernung vom Fullungsrand (D) ermit-
teln (in um [SD]; * definiert signifikante Unterschiede (ANOVA, mod. LSD, p < 0,05)):
PF: A 42 [15]4, B 60 [17]?, C 83 [18]'; D 127 [16]%; KM: A 46 [22]*C, B 62 [17]?, C 104
[21], D 143 [28]*Y; C + SAT: A 67 [19]%, B 61 [17]%, C 165 [31]", D 176 [35]°; C: A 65
[23]BC, B 64 [17]?, C 161 [27]", D 166 [33]*'. Die Gesamtdemineralisationen der vier
Gruppen waren auf der Schmelzseite signifikant geringer als am korrespondierenden
Messpunkt auf der Zement- / Dentinseite (T-Test, p < 0,05). Wahrend die Glasionom-
erzemente auf der Schmelzseite und auf der Zement- / Dentinseite im Flllungsrandbe-
reich signifikant geringere Gesamtdemineralisationen als in 500 ym Entfernung vom
Flllungsrand aufwiesen (T-Test, p < 0,05), zeigten die Kompositgruppen keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Messpunkten (T-Test, p < 0,05). Insbesondere auf
der Zement- / Dentinseite im Fullungsrandbereich zeigten die Glasionomerzemente
signifikant geringere Gesamtdemineralisationstiefen als die Kompositgruppen (ANOVA,
mod. LSD, p < 0,05). Die quantitative Randspaltanalyse zeigte bei den vier Gruppen
signifikante Verschlechterungen der Fullungsrandqualitat infolge der mikrobiologischen

Belastung (Friedman-Test, p < 0,05).

Schlussfolgerungen

Das Fazit der Studie ist, dass die Weiterentwicklung des S. mutans-basierten Karies-
modells durch Etablierung von L. casei erfolgreich war. Auch in dem weiterentwickelten
Kariesmodell lielRen sich artifizielle sekundarkariése Lasionen erzeugen. Die geringe-
ren Demineralisationen der Glasionomerzementgruppen im Vergleich zu den Komposi-
tgruppen angrenzend an die Restaurationen nach mikrobiologischer Belastung im Ka-
riesmodell fir 10 d sind mdglicherweise auf antikariogene Eigenschaften der Glasio-

nomerzemente durch Fluoridfreisetzung zuriickzufiihren.
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7.2 Summary

Objectives

The present study aimed to extend an existing S. mutans-based artificial mouth model
by establishing a second bacterial species in it, called L. casei (DSM No.: 20021). Fol-
lowing the successful establishment of L. casei in the artificial mouth model, the effects
of demineralization and remineralization on secondary caries formation were exam-

ined.

Materials and methods

During preliminary testing L. casei was established in the artificial mouth model. After-
wards, standardized class-V-cavities were prepared on 60 sound, extracted human
third molars and restored with one of the following restorative materials as specified by
the manufacturer: One resin-modified glass ionomer cement (PF; Photac™ Fil Quick
Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE), one conventional glass ionomer cement
(KM; Ketac™ Molar Aplicap™, 3M Deutschland GmbH, 3M ESPE), one resin compo-
site with (C + SAT; Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH,
SAT) and without (C; CeramsX® mono, Prime&Bond® NT, DENTSPLY DeTrey GmbH)
application of etch-and-rinse technique. The specimens were stored for 4 weeks at
37 °C in Aqua dest. and then exposed to 10 000 thermocycles (+ 5 °C and + 55 °C).
Microbiological loading in the completely automated artificial mouth model was carried
out for 10 d with 4 h demineralization / d and ongoing pH-recording. Demineralization
was caused by S. mutans (DSM No.: 20523) and L. casei (DSM No.: 20021) through
acid production during glycolysis and remineralization through exposure to artificial
saliva. The biofilm on the surface of the specimens after microbiological loading was
exemplarily dyed using LIVE/DEAD® BacLight™ (Molecular Probes Europe BV). Be-
fore fluorescence analysis the specimens were cut in halves in the longitudinal axis
across the center of the restoration. During analysis under the fluorescence micro-
scope (AZ 100 M, Nikon) the following parameters were measured: Demineralization
depth, substance loss and overall demineralization depth in enamel and in cemen-
tum / dentin, all at restoration margins and in a distance of 500 um. If gap formations
were detectable, the gap width was also measured. Furthermore, two sets of epoxy
replicas were manufactured, one after thermocycling and one after microbiological load
in order to assess gap formations at restoration margins during analysis under a SEM
(Amray Modell Turbo 1610, Amray Inc.) at 200 x magnification. The statistical analysis
was done by using SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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Results

The following overall demineralization depths after microbiological loading for 10 d in
the artificial mouth model (4 h demineralization / d) were measured in enamel at resto-
ration margin (A) and in 500 ym distance (B) as well as in cementum / dentin at resto-
ration margin (C) and in 500 ym distance (D) (in ym [SD], * defines significant differ-
ences (ANOVA, mod. LSD, p < 0,05)): PF: A 42 [15]A, B 60 [17]?, C 83 [18]; D 127
[16]%; KM: A 46 [22]*C, B 62 [17]%, C 104 [21]', D 143 [28]*Y; C + SAT: A 67 [19]®, B 61
[17]3, C 165 [31]", D 176 [35]%; C: A 65 [23]3C, B 64 [17]3, C 161 [27]", D 166 [33]%Y. All
in all, the overall demineralization depths of the four groups were significantly smaller in
enamel than at the corresponding measuring point in cementum / dentin (T-Test,
p < 0,05). The glass ionomer cements showed significantly deeper overall deminerali-
zation in 500 um distance from restoration margins than at restoration margins both in
enamel and in cementum / dentin (T-Test, p < 0,05). This could not be detected for the
resin composite groups. Especially in cementum / dentin at restoration margins, the
overall demineralization was significantly smaller for the glass ionomer cement groups
compared to the resin composite groups (ANOVA, mod. LSD, p < 0,05). The quantita-
tive margin analysis of the replicas showed significant decreases of the marginal quali-

ty in all groups after microbiological loading.
Conclusions

In conclusion, the extension of the S. mutans-based artificial mouth model through the
establishment of L. casei was successful and artificial secondary caries like lesions
were producible. The lower demineralization at restoration margins of the glass iono-
mer cement groups in comparison to the resin composite groups after microbiological
loading in the artificial mouth model for 10 d might be due to anticariogenic properties

of glass ionomer cements by releasing fluorides.
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9 Anhang

9.1 Abkurzungsverzeichnis

Abklrzung
ANOVA

ATCC
ATPase

A. naeslundii
A. viscosus
BHI

CFU

DBA

DNA
DSMZ

FISH
IgA
IgG
igM

L. acidophilus

~

. brevis

~

. buchneri

L. casei

~

. cellobiosus

~

. fermentum

L. paracasei

Bedeutung

Analysis of variance

American Type Culture Collection
Adenosintriphosphatase
Actinomyces naeslundii
Actinomyces viscosus

Brain Heart Infusion

Colony forming unit / Koloniebildende
Einheit

Dentinbondingagent

Deoxyribonucleic acid / Desoxyribonukle-
insaure (DNS)

Deutsche Sammlung von Mikroorganis-

men und Zellkulturen GmbH
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
Immunglobulin A
Immunglobulin G
Immunglobulin M
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus casei
Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus fermentum

Lactobacillus paracasei
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L. plantarum Lactobacillus plantarum

L. rhamnosus Lactobacillus rhamnosus

L. salivarius Lactobacillus salivarius

LSD Least significant difference

mod Mesial-okklusal-distal

MRS Lactobacillus Bouillon nach de Man,
Rogosa, Sharpe

MWL Mineralwaschldsung

NCTC National Collection of Type Cultures

PA Parodontologie

P&B NT Prime&Bond® NT

PBS Phosphate Buffered Saline / Phosphatge-
pufferte Salzlésung

PCR Polymerase chain reaction / Polymerase-
Kettenreaktion

oD Optische Dichte

SAT Saure-Atz-Technik (hier entsprechend der
Etch-and-rinse-Technik)

SD Standard deviation / Standardabweichung

S. cricetus Streptococcus cricetus

S. faecalis Streptococcus faecalis

S. ferus Streptococcus ferus

S. gordonii Streptococcus gordonii

S. mitior Streptococcus mitior

S. mitis Streptococcus mitis

S. mutans Streptococcus mutans

S. oralis Streptococcus oralis

S. rattus Streptococcus rattus
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S. salivarius
S. sanguis

S. sanguinis
S. sobrinus
spp.

subsp.

TSB

TSBS

var.

V. alcalescens

V. dispar

Streptococcus salivarius
Streptococcus sanguis

Streptococcus sanguinis
Streptococcus sobrinus

Spezies

Subspezies

Trypticase Soja Bouillon
Dextrosefreies Trypticase Soja Bouillon
Varietat

Veillonella alcalescens

Veillonella dispar
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9.2 Abbildungsverzeichnis

Parameter auf der Schmelzseite und der Zement-
/ Dentinseite. Jeweils am Fullungsrand und in 500 uym
Entfernung davon wurden die Demineralisation und der
Substanzverlust infolge der Demineralisation gemessen. Die
Summe aus der Demineralisation und dem Substanzverlust
durch Demineralisation ergab die Gesamtdemineralisation.
Sofern eine Spaltbildung zwischen der Restauration und der
Zahnhartsubstanz feststellbar war, wurde die Breite des

Randspalts ausgemessen.

Abbildung Beschriftung Seite

Abbildung 1 Kavitatendesign. 30

Abbildung 2 | Schematische Darstellung des Kariesmodells. Das | 39
Nahrmedium wurde Uber Pumpe 1 in den
Bakterienreservoirkolben gepumpt und von dort gelangte die
Flussigkeit Uber Pumpe 2 in die Reaktionskammer, in der
sich die Zahnproben befanden. Pumpe 3 sorgte flr den
Transport des artifiziellen Speichels in die Reaktionskammer.
Das Abpumpen der Flissigkeiten erfolgte Uber Pumpe 4
entweder in das Abfallgefal oder zur Reinheitskontrolle in
eine zusatzlich angeschlossene 500 ml Flasche. Der pH-Wert
innerhalb der Reaktionskammer wurde kontinuierlich Uber
eine pH-Messelektrode gemessen und aufgezeichnet.

Abbildung 3 | L. casei, DSM Nr.: 20021. 46

Abbildung 4 S. mutans, DSM Nr.: 20523. 46

Abbildung 5 | Grafische Darstellung eines Ausschnittes des pH- |48
Wertverlaufes innerhalb der Reaktionskammer durch Mes-
sung mit der pH-Messelektrode.

Abbildung 6 | Aufbau der Kariesmodelle im Temperierlagerschrank. 50

Abbildung 7 Fluoreszenzmikroskopische Analyse der oben dargestellten | 52
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Abbildung 8

Rasterelektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme einer
Replika der Zahnprobenoberflache (Gruppe 3: CerameX®
mono, Prime&Bond® NT, SAT) bei 21 x Vergrélkerung
(rechts) und exemplarische Darstellung einer Einzelaufnahme
des Restaurationsrandes auf der Schmelzseite bei 200 x

VergroRRerung (links).

53

Abbildung 9

Rasterelektronenmikroskopische Darstellung eines Fullungs-
randes (Gruppe 1: Photac™ Fil Quick Aplicap™) zur quanti-
tativen Randspaltanalyse nach Zusammenfigen der Einzel-
aufnahmen zu einem Gesamtbild. Die weillen Pfeile markie-

ren den Verlauf des Fullungsrandes.

54

Abbildung 10

Exemplarische Anfarbung des Biofilms auf der Zahnproben-
oberflache nach mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell
mit LIVE/DEAD® BacLight™.

57

Abbildung 11

LIVE/DEAD® BacLight™ Farbung des Biofilms nach zehnta-
giger mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell (unbe-
schadigte Mikroorganismen griin, beschadigte rot darge-
stellt).

57

Abbildung 12

Ubersichtsaufnahme eines Zahnschnittes nach mikrobiologi-
scher Belastung im Kariesmodell mit deutlich sichtbarer weil3-
opaker Veranderung der Schmelzoberflache sowie Demine-

ralisation auf der Zement- / Dentinseite (weille Pfeile).

57

Abbildung 13

Gesamtdemineralisationstiefen [um] der vier verwendeten
Restaurationsmaterialien Photac™ Fil Quick Aplicap™ (PF),
Ketac™ Molar Aplicap™ (KM), CerameX® mono, Pri-
me&Bond® NT, SAT (C + SAT) sowie Ceram*X® mono, Pri-
me&Bond® NT (C) an den zwei Messpunkten auf der
Schmelzseite nach mikrobiologischer Belastung im Karies-
modell fur 10 d.

61
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Abbildung 14

Gesamtdemineralisationstiefen [um] der vier verwendeten
Restaurationsmaterialien Photac™ Fil Quick Aplicap™ (PF),
Ketac™ Molar Aplicap™ (KM), CerameX® mono, Pri-
me&Bond® NT, SAT (C + SAT) sowie Ceram+X® mono, Pri-
me&Bond® NT (C) an den zwei Messpunkten auf der Ze-
ment- / Dentinseite nach mikrobiologischer Belastung im Ka-

riesmodell fir 10 d.

61

Abbildung 15

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Schmelzseite
(rechts) und Zement-/ Dentinseite (links) von Gruppe 1
(Photac™ Fil Quick Aplicap™) nach mikrobiologischer Belas-
tung im Kariesmodell fir 10d. Am Fudllungsrand und in
500 um Entfernung davon wurden folgende Parameter aus-
gewertet: Demineralisationstiefe (rot), Substanzverlust durch
Demineralisation (blau). Im Bereich des Fullungsrandes ist
eine geringere Fluoreszenz der inneren Demineralisationszo-

ne feststellbar (weiller Pfeil).

62

Abbildung 16

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Schmelzseite
(rechts) und Zement-/ Dentinseite (links) von Gruppe 2
(Ketac™ Molar Aplicap™) nach mikrobiologischer Belastung
im Kariesmodell fir 10 d. Am Fllungsrand und in 500 um
Entfernung davon wurden folgende Parameter ausgewertet:
Demineralisationstiefe (rot), Substanzverlust durch Deminera-
lisation (blau). Der weile Pfeil markiert eine Spaltbildung zwi-
schen der Restauration und der angrenzenden Zahnhartsub-

stanz.

63

Abbildung 17

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Schmelzseite
(rechts) und Zement-/ Dentinseite (links) von Gruppe 3
(Ceram<X® mono, Prime&Bond® NT, SAT) nach mikrobiolo-
gischer Belastung im Kariesmodell fur 10 d. Am Fullungsrand
und in 500 yum Entfernung davon wurden folgende Parameter
ausgewertet: Demineralisationstiefe (rot), Substanzverlust
durch Demineralisation (blau). Zusatzlich wurde die Rand-
spaltbreite am Fiullungsrand auf der Zement-/ Dentinseite

ausgemessen (weilker Pfeil).

64
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Abbildung 18

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Schmelzseite
(rechts) und Zement-/ Dentinseite (links) von Gruppe 4
(Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT) nach mikrobiologischer
Belastung im Kariesmodell fir 10 d. Am Fuallungsrand und in
500 um Entfernung davon wurden folgende Parameter aus-
gewertet: Demineralisationstiefe (rot), Substanzverlust durch
Demineralisation (blau). Zusatzlich wurde die Randspaltbreite
am Fullungsrand auf der Zement- / Dentinseite ausgemessen
(weilder Pfeil).

65

Abbildung 19

VergrofRerte Darstellung einer Randspaltbildung auf der Ze-
ment- / Dentinseite nach mikrobiologischer Belastung im Ka-
riesmodell fir 10d (Gruppe 4; CerameX® mono, Pri-
me&Bond® NT). Im Fullungsrandbereich wurde die Rand-
spaltbreite gemessen (weilker Pfeil). Die weiteren Markierun-
gen zeigen die Demineralisation des Zahnhartgewebes (rot)
und den Zahnhartsubstanzverlust infolge der Demineralisati-

on (blau).

65

Abbildung 20

Exemplarische rasterelektronenmikroskopische Darstellung
(200-fache VergroéRerung) eines Restaurationsrandes von
Photac™ Fil Quick Aplicap™ (Gruppe 1) auf der Zement-
/ Dentinseite nach thermozyklischer Belastung (TC) und mit
Ausbildung einer negativen Stufe nach mikrobiologischer
Belastung im Kariesmodell fir 10 d (KM). Die Pfeile markie-

ren den Verlauf des Restaurationsrandes.

67

Abbildung 21

Exemplarische rasterelektronenmikroskopische Abbildung
eines Restaurationsrandes von Ketac™ Molar Aplicap™
(Gruppe 2) auf der Zement- / Dentinseite bei 200-facher Ver-
grélRerung nach thermozyklischer Belastung (TC) sowie nach
mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell fur 10 d (KM)
mit Ausbildung einer negativen Stufe und eines Randspaltes.

Die weilRen Pfeile markieren den Restaurationsrandverlauf.

67
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Abbildung 22

Exemplarische rasterelektronenmikroskopische Aufnahme
(200-fache Vergrolerung) eines Restaurationsrandes von
Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, SAT (Gruppe 3) auf der
Zement- / Dentinseite nach thermozyklischer Belastung (TC)
und nach mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell fir
10 d (KM). Die weiflen Pfeile markieren den Verlauf des Res-
taurationsrandes, welcher nach dem Aufenthalt im Kariesmo-

dell deutlicher sichtbar ist und unebener erscheint.

69

Abbildung 23

Exemplarische rasterelektronenmikroskopische Darstellung
(200-fache Vergroélerung) eines Restaurationsrandes von
Gruppe 4 (Ceram*X® mono, Prime&Bond® NT) auf der Ze-
ment- / Dentinseite nach thermozyklischer Belastung (TC)
und nach mikrobiologischer Belastung im Kariesmodell fir
10 d (KM) mit sichtbarer Spaltbildung zwischen der Restaura-
tion und der angrenzenden Zahnhartsubstanz (KM). Der Ver-
lauf des Restaurationsrandes wird durch weil3e Pfeile mar-
kiert.

69

Abbildung 24

Uberlagerte Ausschnitte von zwei aufgezeichneten pH-
Wertkurven innerhalb der Reaktionskammer bei monobakte-
rieller Inokulation des Kariesmodells mit S. mutans (gelb)

beziehungsweise L. casei (rot).

7

Abbildung 25

Ausschnitt einer aufgezeichneten pH-Wertkurve innerhalb der
Reaktionskammer bei Inokulation des Kariesmodells mit S.

mutans und L. casei.

7
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9.3 Tabellenverzeichnis

sation und der Spaltbreite des Schmelzes [um] an zwei
Messpunkten (Fullungsrand und 500 um Entfernung davon)
fur Photac™ Fil Quick Aplicap™, Ketac™ Molar Aplicap™,
Ceram«X® mono, Prime&Bond® NT mit/ohne SAT nach
mikrobiologischer Belastung fur 10 d im Kariesmodell. Statis-
tisch signifikante Unterschiede zwischen den Restaurations-
materialien sind durch unterschiedliche GrolRbuchstaben ge-
kennzeichnet (ANOVA, mod. LSD, p < 0,05). Bei Abweichun-
gen von der Normalverteilung sind statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den Restaurationsmaterialien durch
unterschiedliche Kleinbuchstaben dargestellt (Mann-Whitney-
Test, p < 0,05).

Tabelle Beschriftung Seite

Tabelle 1 Bakterien der Mundhdhle nach Marsh und Martin (2003) [90]. | 3

Tabelle 2 In artifiziellen Mundhdhlen verwendete Bakterienstdmme. 27

Tabelle 3 Verwendete Restaurationsmaterialien. 31

Tabelle 4 Zusammensetzung von 28,4 g Schaedler Broth (Hersteller- | 40
angaben).

Tabelle 5 Zusammensetzung des artifiziellen Speichels nach Zampatti | 41
et al. (1994) [157].

Tabelle 6 Anzichtung von L. casei und S. mutans zur Beimpfung des | 44
Kariesmodells.

Tabelle 7 Koloniebildende Einheiten von S. mutans und L. casei wah- | 56
rend der Hauptversuche.

Tabelle 8 Mittelwerte und Standardabweichungen [SD] der Deminerali- | 58
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Tabelle 9

Mittelwerte und Standardabweichungen [SD] der Deminerali-
sation und der Spaltbreite des Zements / Dentins [um] an
zwei Messpunkten (Fullungsrand und 500 ym Entfernung
davon) fir Photac™ Fil Quick Aplicap™, Ketac™ Molar Apli-
cap™, CerameX® mono, Prime&Bond® NT mit/ ohne SAT
nach mikrobiologischer Belastung flr 10 d im Kariesmodell.
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Restaura-
tionsmaterialien sind durch unterschiedliche GroRRbuchstaben
gekennzeichnet (ANOVA, mod. LSD, p < 0,05).

59

Tabelle 10

Paarweiser Vergleich der Mittelwerte und Standardabwei-
chungen [SD] der Gesamtdemineralisationstiefen [um] der
Gruppen 1 (Photac™ Fil Quick Aplicap™) und 2 (Ketac™
Molar Aplicap™) nach mikrobiologischer Belastung im Kari-
esmodell fur 10 d. Statistisch signifikante Unterschiede der
Gesamtdemineralisationen zwischen den Messpunkten sind
durch unterschiedliche GroRRbuchstaben gekennzeichnet (T-
Test, p < 0,05).

63

Tabelle 11

Paarweiser Vergleich der Mittelwerte und Standardabwei-
chungen [SD] der Gesamtdemineralisationstiefen [um] der
Gruppen 3 (Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT, SAT) und 4
(Ceram+X® mono, Prime&Bond® NT) nach mikrobiologischer
Belastung im Kariesmodell flir 10 d. Statistisch signifikante
Unterschiede der Gesamtdemineralisationen zwischen den
Messpunkten sind durch unterschiedliche GroRRbuchstaben

gekennzeichnet (T-Test, p < 0,05).
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Tabelle 12

Prozentuale Angabe der Mittelwerte und der Standardabwei-
chungen [SD] von sieben Randspaltqualitadten bei Photac™
Fil Quick Aplicap™ und Ketac™ Molar Aplicap™ auf der
Schmelzseite und auf der Zement- / Dentinseite nach ther-
mozyklischer Belastung (nach TC) und nach mikrobiologi-
scher Belastung fir 10 d im Kariesmodell (nach KM). Statis-
tisch signifikante Unterschiede der einzelnen Randspaltquali-
taten des jeweilig verwendeten Restaurationsmaterials zwi-
schen den beiden Zeitpunkten sind durch unterschiedliche

Grolbuchstaben gekennzeichnet (Friedman-Test, p < 0,05).
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Tabelle 13

Prozentuale Angabe der Mittelwerte und der Standardabwei-
chungen [SD] von sieben Randspaltqualitadten bei CeramX®
mono, Prime&Bond® NT mit / ohne SAT auf der Schmelzsei-
te und auf der Zement- / Dentinseite nach thermozyklischer
Belastung (nach TC) und nach mikrobiologischer Belastung
fur 10 d im Kariesmodell (nach KM). Statistisch signifikante
Unterschiede der einzelnen Randspaltqualitaten des jeweilig
verwendeten Restaurationsmaterials zwischen den beiden
Zeitpunkten sind durch unterschiedliche GroRRbuchstaben

gekennzeichnet (Friedman-Test, p < 0,05).
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Anhang

9.4 Publikationsverzeichnis

Aus der vorliegenden Dissertation ist eine Veroéffentlichung in Form eines Posterkurz-
vortrages mit dem Titel ,Ein zwei-Spezies-biofilmbasiertes In-vitro-Kariesmodell zur
Untersuchung von Sekundarkaries“ hervorgegangen, welcher bei dem DGZMK-BZAK-
Dentsply Forderpreis 2014 im Rahmen des Deutschen Zahnarztetages 2014 prasen-

tiert wurde.
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