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1 Einleitung

1.1

Einfuhrung

Karies und entztindliche Parodontalerkrankungen sind die haufigsten Zi-
vilisationserkrankungen in den industrialisierten, westlichen Landern. In
beiden Fallen handelt es sich um mikrobiell induzierte chronische Er-
krankungen. In Folge der Veranderungen von okologischen Verhaltnissen
in der Mundhohle kommt es zur Ausbildung aggressiver Biofilme, die di-
rekt durch ihre Stoffwechselprodukte (z.B. Sauren, Toxine) orale Hart-
und Weichgewebe schéadigen, diese mikrobiell zersetzen, oder indirekt
durch Entzindungsreaktionen zerstoren kdnnen. Grundlage fur die Aus-
bildung dieser Biofilme ist die Adhasion der oralen Mikroflora auf oralen
Oberflachen.

Alle oralen Oberflachen sind mit einem Pellikelsystem, das aus Struktur-
elementen des Speichels aufgebaut wird, ausgekleidet. Dieses Pellikel-
system stellt die erste Barriere fur die orale Mikroflora dar bzw. moduliert
Uber Adhéasionssysteme die Anlagerung von Pionierkeimen auf oralen
Oberflachen. Die Identifizierung von Interaktionsmechanismen zwischen
der oralen Mikroflora, dem Speichel und dem Pellikelsystem in der
Mundhdohle stellt eine wesentliche Grundlage zum Verstandnis der Bil-
dung von Biofilmen dar.

Der ultrastrukturelle Aufbau der Pellikel ist bis heute noch weitgehend
unbekannt, insbesondere auch die Adhasions- bzw. Inhibitionssysteme,
die zu einer Regulierung des Biofilmaufbaus fuhren. Die Strukturaufkla-
rung und lIsolierung solcher Zielstrukturen ist eine wichtige Grundlage
zum Aufbau neuer biotechnologischer Therapiekonzepte zur Pravention
und Behandlung von Karies und entztuindlichen Parodontalerkrankungen.
Hierzu sind Untersuchungen zur Nano-Struktur der Pellikel sowie der
Adhéasionssysteme der oralen Mikroflora notwendig.

Die Studie wurde mit Unterstitzung von CEMBIO [Centrum fur Molekula-

Universitat
re Biotechnologie der Universitat Bonn; Projektbereich: Biofilme in der Bonn antrum

2 BIO
Mundhshle] durchgefiihrt. C E M%
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1.2 Grundlagen

1.2.1 Schmelzoberflachen
Zahnschmelz besteht zum gro3ten Anteil aus mineralisierten Bestandtei-
len (95 Gew%), wie Kalzium, Phosphat, in kleineren Mengen auch Karbo-
nat, Magnesium, Natrium und Spurenelementen. Im Rahmen der
Schmelzreifung bilden sich auf der Basis von Kalziumphosphat Hydroxy-
lapatit-Kristalle (Cai10(PO4)s(OH).), die in eine organische Matrix eingebet-
tet sind. Dieser ausgereifte Zahnschmelz ist die am starksten minerali-
sierte und héarteste Substanz des menschlichen Koérpers. Auf der Vickers-
Harte -Skala erreicht sie einen Wert von 300 - 400 VH. Durch Einlagerung
von Fluoriden kann die Widerstandsfahigkeit gegentiber Saureangriffen
von Nahrungsbestandteilen oder Stoffwechselleistungen der aufgelager-
ten Mikroorganismen gesteigert werden (Heidemann 1999, Klimm 1997).

1.2.2 Pellikelbildung

Auf einer (grundlich gereinigten) Schmelzoberflache bildet sich innerhalb
weniger Sekunden ein diinnes Hautchen, das in der englischen Literatur
als ,acquired salivary pellicle” (aufgelagertes Schmelzoberhautchen) be-
schrieben wird (Hannig & BoRmann 1989, Einfeldt 1978, Klimm 1997).
Innerhalb von 2 h wird innerhalb der Pellikel ein Gleichgewicht zwischen
Adsorption und Desorption von Proteinen erreicht (Lendenmann et al.
2000).

In elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass die Pellikel, die den Schmelz oder kleine Hydroxylapatit-Plattchen
bedeckt, kein homogener Film ist, sondern granulare und globuléare
Strukturen aufweist. Fluoreszenzmikroskopisch lasst sich meist eine
Dreischichtung darstellen (Frentzen 1982). Die Pellikel kann den Schmelz
auch in Form von Filamenten penetrieren, dies wird dann als ,subsurfa-
ce“-Pellikel bezeichnet. Sie findet sich Uberwiegend an den Approxi-
malflachen (Lendenmann et al. 2000).
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Die fruhe Pellikel bildet sich vor allem durch selektive Adsorption von
Speichelbestandteilen (Glykoprotein, Amylase, Lactoferrin, Lysozym,
sekretorisches Ig A, Ig G und IgM, sowie Albumin), aber auch Gingivasul-
kusflissigkeit und ausgeschiedene bakterielle Produkte, wie Glykosyl-
transferasen und Glukane, sind in der erworbenen Pellikel nachweisbar
(Klimm 1997, Lendenmann et al. 2000, Marsh & Martin 2003).

Der priméare Pellikelbildungsprozess ist nach zwei Stunden weitgehend
abgeschlossen. Es stellt sich eine bakterienfreie, membranartige Struktur

Abb. 1:
Schmelzprobe nach 6 h Speichelkontakt mit sterilfiltriertem Speichel: man
erkennt die Pellikelbildung bei unvolistandiger Bedeckung der Schmelz-

oberflache, u. U. bedingt durch Praparationsartefakte; REM x2000

mit mannigfachem ultrastrukturellen Erscheinungsbild dar, welches
standige Reifungs-, Umbildungs- und Komplettierungsvorgange wider-
spiegelt. Das Spektrum der Dicke naturlicher Pellikel schwankt zwischen
wenigen Nanometern bis hin zu mehreren Mikrometern. Individuelle
Speichelzusammensetzung (Proteingehalt) und schwankende Sekreti-
onsmenge wirken sich modifizierend auf Pellikelmorphologie und
-funktion aus (Hannig 2003).
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Es gibt zwei Theorien zum Bildungsmechanismus der Pellikel (Einfeldt

1978):

1. Die Glykoproteinmolekule des Speichels sind in ihrer Polypeptid-
struktur so gefaltet, dass das Molekul globulér wird. Die ionisierten
Sauregruppen dieses Molekuls zeigen vielfach zur Oberflache, so
dass eine starke negative Ladung entsteht. Im Speichel werden die
Glykoproteinmolekule durch gegenseitiges Abstol3en der negativen
Ladungen in Losung gehalten. Durch Enzyme der Speichelbakterien
wird Neuraminsaure synthetisiert, welche die starkste negative La-
dung besitzt; somit verliert das Glykoproteinmolekul seine negative
Ladung und kann auf der Zahnoberflache ausfallen, wo es die Pelli-
kel bildet.

2. Auch bei der zweiten Theorie spielen die stark negativen Ladungen
aus dem Glykoproteinmolekul eine wichtige Rolle. Diese Molekdle
haben eine starke Affinitdt zum Hydroxylapatit. AuRerdem wurde
festgestellt, dass die Pellikel gleiche Proportionen von Sialin-
sauremolektlen enthalt wie die Glykoproteine des Speichels. Die
Ausfallung der Pellikel konnte dann aufgrund der elektrostatischen
Anziehung zwischen den negativ geladenen Sialinsauremolekutlen
und den positiv geladenen Calcium-lonen der Zahnoberflache erfol-
gen.

Beide Theorien unterstutzen die These, dass die Pellikel bis zu 1 em dick

wird, dann aber nicht mehr weiterwéchst. Dies ist vermutlich zurtckzu-

fuhren auf die Neutralisation des positiven Kraftfeldes um den Zahn
herum, wenn eine Proteinschicht von 1 «m dem Schmelz anliegt.

Durch direkte oder indirekte Wechselwirkung von Phosphatgruppen und

Caz2*-lonen der Schmelzoberflache mit funktionellen Gruppen von Mak-

romolektlen des Speichels Uber Kalziumbricken kommt es zur Anhef-

tung der Pellikel an die Schmelzoberflache (Klimm 1997). Die Pellikel ist
eine semipermeable ,dauerselektive“ Membran. Sie reduziert die Diffusi-
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onsrate von Ca2*- und POs-lonen, sowie der Milchsaure und schutzt so
den Zahnschmelz vor Saureeinwirkung (Hannig 2003).

Die Pellikel ist jedoch auch Voraussetzung fur die bakterielle Anhaftung
am Zahn, da ihre ,Klebrigkeit* bewirkt, dass — zunachst nur einzelne -
Bakterien haften bleiben, die anschliel3end proliferieren und somit eine
Grundlage fur die Plaquebildung schaffen (Einfeldt 1978). Bei steigender
Primarbesiedlung durch Bakterien geht die klare Struktur der Pellikel
verloren. Durch weitere bakterielle Besiedlung kommt es zu Einbrichen
in der Pellikel, die zu einer Abnahme der Dicke fuhren (Frentzen 1982).
Nach Frentzen (1982) ist die Pellikel in ihrer Reifungsphase ein ionotro-
pes Gel, aufgebaut in drei Schichten. Unter- und Oberseite des Zahn-
oberh&utchens sind dabei z. B. starker mit Immunglobulinen besetzt als
der Mittelteil. Diese kdnnen zu einer Adharenzminderung betragen. Dar-
Uber hinaus gaben sie als Indikator bei elektronenmikroskopischen Un-
tersuchungen Auskunft tber den Umwandlungsvorgang vom ionotropen
Gel in der Reifungsphase zu einer sehr dunnen, unstrukturierten Schicht
nach bakterieller Besiedelung.

Innerhalb der erworbenen Pellikel férdern prolinreiche Proteine und
Statherin die Adhéarenz einiger Streptokokkus-Mutans-Stamme. Die ad-
sorbierten bakteriellen Glykosyltransferasen sind auch in der Pellikel
noch in der Lage ihre Funktion auszutiben und die aus Saccharose gebil-
deten Glukane kénnen an Glukanbindungsproteine auf Bakterien, z.B.
Mutans-Streptokokken, binden. Hierbei haben die Glukane, die von den
an der Zahnoberflache adsorbierten GTFs synthetisiert werden, i. d. R.
eine andere chemische Struktur als das von frei lebenden Bakterien ge-
bildete Produkt (Marsh & Martin 2003).
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1.3 Primare Kolonisierung von Zahnoberflachen

1.3.1 Primarkolonisatoren
Das erste Zellmaterial, das an der Zahnoberflache anheftet, besteht aus
bakteriellen Kokken und wenigen Epithelzellen bzw. polymorphkernigen
Leukozyten. Die Bakterien lagern sich als einzelne Zellen oder als Aggre-
gate von Mikroorganismen sowohl auf als auch in der Pellikel ein (Theila-
de 1989). Die Pionierkeime schaffen durch metabolische Aktivitaten ada-
quate oder inadaquate Lebensbedingungen fur nachfolgende Mikroorga-
nismen (Klimm 1997). Sie haften innerhalb weniger Stunden selektiv an
die Pellikel. Hierbei handelt es sich vorwiegend um S. sanguis, spater fol-
gen weitere Streptokokken, Aktinomyceten und Veillonellen (Hellwig et al.
1999). Die junge Plaque ist grampositiv (Lie 1979). Obligat anaerobe Ar-
ten werden in diesem Stadium nur selten nachgewiesen.
Die Pionierkolonisatoren vermehren sich in den ersten 4 Stunden der
Plaquebildung sehr schnell und bilden Mikrokolonien, die in eine bakteri-
elle extrazellulare Matrix und Polysaccharide zusammen mit zusatzlichen
Schichten von adsorbierten Proteinen und Glykoproteinen aus dem Spei-
chel eingebettet werden. Das Wachstum der einzelnen Mikrokolonien
fuhrt schlie3lich zur Ausbildung eines mikrobiellen Biofilms auf der
Zahnoberflache (Marsh & Martin 2003).
Die Erstbesiedelung der pellikelbedeckten Zahnoberflachen beginnt in
den Vertiefungen der Schmelzoberflache (Lie 1979). Mutans-
Streptokokken und Mitglieder der S. mitis-Gruppe findet man am hau-
figsten auf Zahnoberflachen, da sie eine starke Affinitat zu harten Ober-
flachen besitzen. Vor dem Zahndurchbruch sind diese Organismen in der
Mundhohle meist nicht zu isolieren (Marsh & Martin 2003).

1.3.1.1 S.-mitis-Gruppe
Vorwiegend Mitglieder der S.-mitis-Gruppe machen die Pionierkeime der
pellikelbedeckten Schmelzoberflache aus. Die wichtigsten Vertreter dieser
Gruppe sind S. sanguis, S. mitis und S. oralis. S. sanguis und S. oralis
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haben den grof3ten Anteil der anheftenden Bakterien in der noch jungen
Plaque. S. sanguis bildet eine Protease, die sIgA spalten kann. Auch die
Bildung von extrazellularem Glukan aus Saccharose wurde Mitgliedern
der S.-mitis-Gruppe nachgewiesen. S. sanguis gilt jedoch als nicht azido-
gen, so dass trotz einer zahlenmaRigen Uberlegenheit von Mikroorganis-
men dieser Gruppe auf dem Zahn das kariogene Potential geringer aus-
gepréagt ist als bei Mutans-Streptokokken. Karidse Lasionen, an denen S.
sanguis beteiligt ist, befinden sich meist in den Fissuren.

1.3.1.2 S.-mutans-Gruppe

Mutans-Streptokokken (hier v. a. S. mutans und S. sobrinus) gelten nur
bedingt als Pionierkeime bei der Plaguebildung, sind jedoch in der friihen
Plaqueflora zu finden. Die Fahigkeit von Mutans-Streptokokken an der
Schmelzoberflache irreversibel zu adharieren und so das Biotop Zahn zu
kolonisieren stellt die entscheidende Voraussetzung fur die Etablierung
eines pathogenen Biofilms auf der Zahnoberflache. Ihr Hauptvertreter
und Namensgeber S. mutans gilt als wesentlicher Initiator der Karies. In
epidemiologischen Studien wurde er als Haupterreger bei der Atiologie
von Schmelzkaries bei Kindern und jungen Erwachsenen, von Wurzelka-
ries in der alteren Bevolkerung und der ,,nursing bottle caries” bei Klein-
kindern nachgewiesen (Hannig 2001, Marsh & Martin 2003).

1924 konnte S. mutans erstmalig von Clarke aus karitésen Lasionen iso-
liert werden, wenige Zeit spater auch bei einem Fall von infektidoser En-
dokarditis. Es handelt sich um grampositive Kokken mit einem Durch-
messer von 0,5 - 0,75 em. Sie treten paarweise oder in kurzen Ketten
auf. Manchmal nehmen sie die Form von Kurzstabchen an. Das karioge-
ne Potential von S. mutans ist gekoppelt an die Fahigkeit sich in grol3en
Massen an die Zdhne zu akkumulieren sowie aus Bausteinen des Zu-

ckers Sauren zu produzieren (Marsh & Martin 2003, Klimm 1997).

S. mutans kann in Anwesenheit von Zucker mit Hilfe spezifischer Glyko-

syltransferasen extrazelluldre Polysaccharide (Glukane) synthetisieren.
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Diese fordern die Akkumulation von Mikroorganismen an den verschie-
denen festen Oberflachen der Mundhdhle, fihren zu einer festen Anhaf-
tung der Mikroorganismen an den Zahnoberflachen und somit zur Etab-
lierung einer adhasiven und hochgradig kariogenen Plague (Gibbons RJ
1980, Hellwig et al. 1999). Sie dienen dartber hinaus als bakterielles
Energiedepot und modulieren die Permeabilitdt des Biofilms (Hannig
2003).

Neben den genannten Eigenschaften besitzen Mutans-Streptokokken ver-
schiedene Oberflachenproteine, die fur die irreversible Anhaftung des
Bakteriums an der pellikelbedeckten Zahnoberflache verantwortlich sind.
Zu diesen so genannten bakteriellen Adhasinen zahlen Proteine mit ei-
nem Molekulargewicht von 185 bis 210 kDa, die als SA I/11 (surface anti-
gen I/11) bezeichnet werden (Hannig 2003). Diese sind in der Zellwand
verankert und besitzen verschiedene Bindungsstellen fur Rezeptoren.
Weitere bakterielle Adhasine sind Glykosyltransferasen.

1.3.2 Anlagerungsprozesse
Grundlage fur die Besiedelung der Zahnoberflache durch bakterielle Mik-
rokolonien und deren Wachstum ist die Ausbildung einer Pellikel (s. 0.).
Die initiale Kolonisierung der pellikelbeschichteten Zahnoberflache er-
folgt zunachst durch einzelne Bakterienzellen, gefolgt von Wachstum in
Form von Mikrokolonien (Madigan et al. 2001). Ublicherweise geschieht
dies Uber einen direkten Kontakt zwischen der Bakterienzellwand und
der Pellikel (Carassi et al. 1989). Der Anlagerungsmechanismus erfolgt in
zwei Phasen:
1. Eine reversible Phase, in welcher die Bakterien locker anheften
und spater:
2. Eine irreversible Phase, wéhrend derer die Anheftung gefestigt wird.

(Gibbons & van Houte 1975, 1980, Theilade 1989)

Hierbei kommt es initial zur Anheftung einzelner Mikroorganismen an die

Pellikel Uber van-der-Waals-Kréafte und elektrostatische Kréafte (Heide-
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mann 1999, Quirynen & Bollen 1995). Uber Kalziumbricken kann die
Wechselwirkung zwischen negativ geladener Pellikeloberflache und eben-
falls negativ geladener Bakterienoberflache beglnstigt werden (Klimm
1997, Gibbons 1984). Sie wird durch den pH-Wert und ionische Krafte
des Speichels beeinflusst, sowie von makroskopischen, physiko-
chemischen Charakteristika der Zahnoberflache (z.B. Oberflachenladung,
Oberflachenspannung oder die Hydrophobizitat der pellikelbeschichteten
Zahnoberflache und der anhaftenden Mikroorganismen) bestimmt (Scheie
1994). Die oben erwdhnten Kréfte reichen jedoch nicht aus, einen direk-
ten Kontakt der Bakterienzelle mit der festen Zahnoberflache zu gewahr-
leisten. Die Mikroorganismen sind in dieser Phase vermutlich ca. 100 -
von der Oberflache entfernt (Gibbons 1984, 1971). Bei diesem Tren-
nungsabstand kénnen die Mikroorganismen reversibel in einem schwa-
chen Anziehungszustand festgehalten werden. Mit der Zeit wird diese
Wechselwirkung irreversibel, da sich Adhéasine auf der Zelloberflache an
spezifischen, Uber Kurzstrecken wirksamen, Wechselwirkungen beteili-
gen. Damit dies stattfinden kann, mussen Wasserfilme zwischen den in-
teragierenden Oberflachen entfernt werden. Eine wichtige Rolle der Zell-
hydrophobizitat und hydrophober Bestandteile von Zelloberflachen ist ihr
dehydratisierender Effekt auf diesen Wasserfilm, wodurch sich die Ober-
flachen einander so weit anndhern koénnen, dass uUber Kurzstrecken
wirksame Interaktionen stattfinden kdnnen (Marsh & Martin 2003).

Die Wechselwirkungen zwischen Mikro- und Markroorganismus, sowie
den Mikroorganismen untereinander sind vielfaltig. Dabei kommt es in
der Folge zur irreversiblen Anlagerung. An diesem hochspezifischen und
selektiven Prozess sind neben Bindungsmolekulen der Bakterien-
oberflache (Adhasine) und den Oberflachenstrukturen der Primaér-
kolonisatoren auch Rezeptoren der Pellikeloberflache beteiligt.

Die Mikroorganismen haften Uber ihren Fimbrienbesatz an der Pellikelo-
berflache (Abb. 2). Hieran befinden sich die bakteriellen Adhésine (Lekti-
ne, Lipoteichonsauren, Glykosyltransferasen), die durch spezifische In-
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teraktionen an Rezeptormolekulen in der Pellikel zur irreversibeln Adha-
renz der Bakterien an der Oberflache beitragen (Hannig 2003, Klimm
1997).

Initiale Adhdrenz
Zahn

Pellikel-
Proloime

S. mutans

Abb. 2: Mechanismus der initialen Adhédrenz von S. mutans an die
Zahnoberflache: Das Bakterium haftet Uiber seinen Fimbrienbesatz an
die Rezeptoren der Zahnoberflache (aus: Hannig 2004)

Zu den bedeutendsten Adhasinen gehoéren die oben schon erwahnten SA-
I/11-Adhé&sine, die in der Zelloberflache verankert sind und bei den meis-
ten oralen Streptokokken vorkommen. Diese linearen Polypeptide haben
komplexe Strukturen, sind multifunktionelle Adhasine und haben meh-
rere verschiedene Bindungsstellen fur Rezeptoren. Eigenstandige Berei-
che auf diesen Peptiden binden an menschliche Glykoproteine im Spei-
chel, an andere Mikroorganismen und Calcium. Weitere bakterielle Ad-
hasine sind Glukosyltransferasen (GTFs); diese GTFs kdnnen mit Rezep-
toren in der Pellikel, wie blutgruppenspezifischen Proteinen, oder mit ad-
sorbierten Dextranen und Glukanen interagieren. Letztere konnen auch
mit Glukanbindungsproteinen reagieren, die von anderen Streptokokken
exprimiert werden. Auch die auf vielen grampositiven Mundhoh-
lenbakterien vorhandenen Lipoteichonsauren (LTAS) sind in den Anlage-
rungsprozess involviert. LTA kann mit blutgruppenspezifischen Substan-
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zen in der Pellikel interagieren. Da in der erworbenen Pellikel Antikorper
nachweisbar sind, wirken moglicherweise auch eine Reihe von Antigenen
indirekt als Adhasine. Ebenso kann Lysozym in der Pellikel an Rezepto-
ren far Proteine auf den Bakterien binden. Von einigen Adhé&sinen ist be-
kannt, dass sich an einem Ende ein Lipid befindet (d.h. sie sind Lipopro-
teine), mit dessen Hilfe sie in der Zellmembran befestigt sind. Diese kon-
nen an eine immobilisierte Substanz (z.B. ein adsorbiertes Zucker- oder
Peptidmolekdul) in der erworbenen Pellikel oder auf der Zelloberflache ei-
nes anderen Bakteriums binden und so die Anheftung erleichtern (Marsh
& Martin 2003).

Die Adharenz der Mikroorganismen an die Pellikel ist jedoch nur dann

Palysaccharide der Zellwaned

Peptidoglykan

Cytoplasmamembran

Abb. 3: schematische Darstellung der Zelloberflache einer Streptokok -
kenzelle, auf der Adhasine und Reze ptoren zu sehen sind, die bei der
Adhéarenz und dem Zuckertransport eine Rolle spielen. Polypeptide, die
in der Zellwand verankert sind (a), Polypeptide, die in der Membran ver-
ankert sind (b), Transmembranpolypeptide (c), extrazellulare Polypeptide
(z.B. GTF) (d); (aus: Marsh & Martin 2003)

moglich, wenn die Eigenschaften von Adh&sin und Pellikelrezeptor tber-
einstimmen.

Als Liganden der Pellikel gelten saure prolinreiche Proteine, Statherin,
Amylase, Lysozym, Albumin, Immunglobuline, Glykosyltransferasen und
Glukane, sie fordern innerhalb der Pellikel auf dem Schmelz die Adharenz
von Mikroorganismen, u. a. von S. mutans. Die Glykosyltransferasen in
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der Pellikel sind dartiber hinaus weiterhin in der Lage ihre Funktion aus-
zuuben. Die so aus Saccharose gebildeten Glukane kénnen an Glukan-
bindungsproteine auf Bakterien, wie z.B. Mutans-Streptokokken, binden
(Marsh & Martin 2003, Klimm 1997).

1.3.3 Rolle des Speichels
Die Rolle des Speichels bei der mikrobiellen Adhéasion wird oft vernach-
lassigt. Dabei adsorbieren alle Oberflachen in der Mundhéhle, auch die
der Mikroorganismen, Speichelproteine und bilden damit einen Protein-
Film, der die Oberflacheneigenschaften verandert und Oberfla-
chenstrukturen maskiert. Deshalb sind die adh&sionsfordernden Effekte
der Oberflacheneigenschaften von Zadhnen oder Mikroorganismen vermut-
lich limitiert.
Speichel erfullt auch eine Transportfunktion. Nur wenige orale Bakteri-
enarten sind beweglich. Durch den Speichelfluss kdnnen sie passiv an
die Zahnoberflache transportiert werden (Marsh & Martin 2003).
Daruber hinaus kann Speichel Kalzium-lonen zur Verfugung stellen, die
die Mdoglichkeit haben, Kalzium-Bricken zwischen negativ geladener
Zahnoberflache und Bakterienoberflache auszubilden (unspezifische Bin-
dungen). Ferner enthalt der Speichel Komponenten, die die mikrobielle
Adhasion sowohl fordern als auch hemmen kdnnen (Scheie 1994).
Einige Speichelkomponenten kdnnen Mikroorganismen aggregieren. Die-
se Eigenschaft unterstutzt verschiedene Speichelbestandteile bei der bak-
teriellen Adhasion an pellikelbeschichteten Zahnoberflachen und UGber-
tragen die Spezifitat auf den Adhasionsprozess der Primarkolonisatoren
(Ericson & Magnusson 1976). Ein Beispiel: Glykoproteine des Speichels,
die Oligosaccharide enthalten, konnen in der Pellikel als Rezeptoren fur
orale Streptokokken fungieren und das prolinreiche Speichelprotein 1
und Statherin werden mit Rezeptoren fur Typ 1 Fimbrien von A. viscosus
in Zusammenhang gebracht (Gibbons & Querechi 1978, Gibbons et al.
1988, Scheie 1994).
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Es scheint paradox zu sein: derselbe Speichelbestandteil dient - inner-
halb der Pellikel - als Rezeptor fur die bakterielle Anhaftung; ist er je-
doch im Speichel gelést, hemmt er die mikrobielle Anhaftung durch Bin-
dung an die bakteriellen Adhasine (Scheie 1994).

1.3.4 Beeinflussung der primaren bakteriellen Anlagerung
S. mutans spielt eine entscheidende Rolle bei der Kariesentstehung.
Malf3gebliche Virulenzfaktoren der Mutans-Streptokokken sind bakterielle
Adhasine, Glykosyltransferasen und azidogene Eigenschaften.

Aus diesem Grund wird in der Kariespravention vor allem nach Verfahren
und Stoffen gesucht, die die Adhérenz und/oder die Stoffwechselaktivitat
von S. mutans so beeinflussen, dass letztendlich die Kariesentstehung
durch Mutans-Streptokokken verhindert, mindestens jedoch minimiert

wird.

In diesem Zusammenhang sollen einige vielversprechende Ansétze aufge-

zeigt werden:

1.3.4.1 Lokale passive Immunisierung

Das Prinzip der lokalen passiven Immunisierung beruht auf der Uberle-
gung, dass Antikorper, die Wechselwirkungen mit den molekularen Me-
chanismen der S. mutans-Adhéarenz eingehen, nach der Applikation auf
den gereinigten Zahnschmelz in der Pellikelschicht angereichert werden
und dadurch der bakteriellen Anhaftung und Kolonisation direkt entge-
genwirken kénnen. Hierzu sind jedoch vergleichsweise grof3e Mengen von
Antikdrpern notig, die spezifisch gegen die Oberflachenadhasine von
S. mutans gerichtet sein mussen. Mit einem Verfahren zur gentechni-
schen Transformation von Tabakpflanzen konnte erreicht werden, ent-
sprechende Mengen sekretorischer IgA- und IgG-Antikérper zu produzie-
ren, die gegen die Oberflachenadhasine (SA I/11) der Bakterien gerichtet
sind. In Studien von Ma et al. (1998) ist der murine, monoklonale Anti-
korper Guy’s 13, der spezifisch an das SA I/11-Protein von S.mutans bin-
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det, erfolgreich zur Vorbeugung der S.mutans-Kolonisierung und Entste-
hung der Karies eingesetzt worden. Die Wirksamkeit dieser Antikorper
wurde sowohl im Tiermodell wie auch an menschlichen Probanden nach-
gewiesen, die nach Applikation der Antikdrper im Gegensatz zu einer Pla-
cebo-Gruppe einen bis zu zweijahrigen Schutz vor der Rekolonisierung
von S. mutans aufwiesen. Die applizierten Antikorper lassen sich auf der
Zahnoberflache Uberraschenderweise nur fur 3 Tage nachweisen, die
intraorale Wiederbesiedlung von S. mutans kann jedoch Uber viele Mona-
te gehemmt sein. Vermutlich resultiert dies aus einer Verschiebung im
Gleichgewicht der oralen Mikroflora, wodurch die Inhibition von S. mu-
tans begunstigt wird. Da murine Antikdrper in der klinischen Anwendung
durch das Hervorrufen von allergischen Reaktionen limitiert sind, ist man
dazu Ubergegangen, die murinen Sequenzen durch ihre humanen Gegen-
stucke zu ersetzen; dartiber hinaus kann auch der Einsatz von Antikor-
per-Fragmenten eine Immunantwort provozieren. Die Lokalapplikation
von pflanzlichen slgA/G Antikérpern stellt einen vielversprechenden An-
satz far die sichere Immunisierung gegen S. mutans dar, denn uner-
wunschte klinische, hamatologische oder serologische Nebenwirkungen
sind im Rahmen der Antikorper-Applikation auf die Zahnoberflache bis-
lang nicht festgestellt worden (Hannig 2004, 2003, 2001, Kupper et al.
2005).

In Vergleichsstudien mit CHX und den aus den Tabakpflanzen syntheti-
sierten Antikdrpern konnte jedoch keine erhdhte Wirksamkeit der pflanz-
lichen Antikorper auf S.mutans nachgewiesen werden. Es wurde jedoch
auch festgehalten, dass zu einer Steigerung der Wirksamkeit u. U. ledig-
lich Frequenz, Konzentration oder die Anzahl der Verabreichungen erhéht
werden mussen (Weintraub et al. 2004).

1.3.4.2 Mukosale Immunisierung

Eine aktive Immunisierung des Menschen gegen Karies ist nicht moglich,
da hierbei durch Kreuzreaktionen nicht nur Antikérper gegen die Karies-
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bakterien, sondern auch gegen menschliches Herzmuskelgewebe gebildet
wiurden (Hannig 2004). Auf der Suche nach Alternativen wurde jedoch
festgestellt, dass mit dem Speichel sekretorische Antikorper (slgA) gegen
S. mutans sezerniert werden, wenn eine entsprechende Stimulation des
mukosalen Immunsystems — zu dem u. a. der Waldeyersche Rachenring
gehort — in  der Mundhohle erfolgt. Diese Antikdrper dienen zur spezifi-
schen Immunabwehr von intraoralen Krankheitserregern. Angeregt wird
das mukosale Immunsystem Uber die intranasale oder tonsillare Applika-

tion von Antigenen in Form eines Sprays.

Antigene zur mukosalen Immunisierung sind neben den bakteriellen
Oberflachenadhasinen auch Enzyme (Glykosyltransferasen) aus dem
Stoffwechsel von S. mutans. Diese beguinstigen durch die Synthese von
extrazellularen Polysacchariden die Etablierung von S. mutans im Biofilm
an der Zahnoberflache. Durch mukosale Immunisierung lasst sich eine
sekretorische Immunantwort induzieren, die auf eine Blockade der Viru-
lenzfaktoren (Adhéasine und Glykosyltransferasen) von S. mutans ausge-
richtet ist (Childers et al. 2002). Mittels Applikation von Antigenen kann
die intraorale Kolonisation mit S. mutans auf immunologischem Weg
verhindert werden, ohne eine Kreuzreaktion mit dem Herzmuskelgewebe
hervorzurufen (Hajishengallis & Michalek 1999). Die Produktion von sigA
ist hierbei jedoch variabel und oft sehr gering ausgepragt. Daher ist es er-
forderlich die Immunantwort mit Hilfsstoffen zur verstédrken. Liposome
oder zeitgleiche Co-Immunisierung mit verschiedenen Antigenen kénnen
die lokale Verfugbarkeit der Antigene erhéhen bzw. die Immunantwort

des mukosalen Immunsystems steigern.

Unerwartete Nebenwirkungen infolge einer Immunisierung gegen Mu-
tans-Streptokokken sind letztlich jedoch nur dann mit hoher Wahr-
scheinlichkeit auszuschliel3en, wenn die Antikdrper nicht vom kdorperei-
genen Immunsystem gebildet werden, sondern in Form von Mundspull6-

sungen verabreicht oder direkt auf die Zahnoberflache appliziert werden.
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Im Tierversuch konnte die Wirksamkeit der aktiven Immunisierung be-
reits nachgewiesen werden, beim Menschen zeigte sich jedoch noch nicht
in allen Fallen eine zufriedenstellende Wirkung. Um eine wirksame Ka-
riespravention mittels mukosaler Immunisierung zu erzielen, bedarf es
also noch weiterer Studien (Hannig 2004, 2003, 2001).

Sowohl die lokale passive wie auch die aktive Immunisierungsstrategie
zielen auf eine Modifikation der Biofilmbildung an der Zahnoberflache ab.

1.3.4.3 ,,Replacement therapy*

Eine Arbeitsgruppe um Jeffrey Hillman entwickelte im Rahmen von ka-
riesprotektiven Studien die ,replacement therapy“. Hierbei handelt es
sich nicht um ein Immunisierungsverfahren, sondern um den Austausch
von S. mutans durch einen gentechnisch veréanderten, nicht pathogenen
Bakterienstamm (Hillman et al. 2002). Dieser Austauschbakterienstamm
soll im Biofilm die dkologische Nische, die normalerweise von S. mutans
besetzt wird, selektiv und dauerhaft kolonisieren. Durch die gentechni-
sche Manipulation (Mangel an Lactatdehydrogenase, dafur erhohte Alko-
holdehydrogenase-Aktivitat zur Kompensation des metabolischen Un-
gleichgewichtes des Bakteriums) ist die S. mutans-Variante nicht mehrin
der Lage Milchsaure zu produzieren, stattdessen bildet sie vermehrt
Athanol als Stoffwechselendprodukt, so dass die Gesamtmenge der sau-
ren Stoffwechselmetaboliten reduziert ist. Um den naturlichen S. mu-
tans-Stamm dauerhaft aus dem Biofilm verdrdngen zu kénnen, wurde
der zur Substitution konzipierte Effektorstamm zudem mit der Fahigkeit
ausgestattet, das antibakteriell wirksame Peptid Mutacin zu bilden. Mu-
tacin hemmt das Wachstum aller anderen Mutans-Streptokokken und
begunstigt dadurch die selektive Kolonisation der Zahnoberflache durch
den Austauschstamm. Im Tierexperiment wurde die antikariogene Wir-
kung dieser ,S.-mutans-Austauschtherapie” bereits nachgewiesen, klini-
sche Studien am Menschen sollen folgen (Hannig 2003, 2004).
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Aus der Mdoglichkeit, Adhasionsmechanismen von S. mutans zu kontrol-
lieren, resultiert nicht zwangslaufig eine langfristige Kariesprophylaxe. Da
an der Kariesentstehung sehr viele unterschiedliche Bakterienstamme
beteiligt sind, deren Virulenzfaktoren durch eine Vielzahl spezifischer An-
tikdrper blockiert werden mussen, um einen umfassenden kariesprotek-

tiven Effekt zu erzielen (Hannig 2001).

1.3.4.4 Beeinflussung der bakteriellen Adharenzmechanismen durch
Milchproteine

und so das Wachstum von kariogenen Bakterien wie S. mutans u. a.
Auch die Milch und aus ihr hergestellte Produkte kénnen die priméare An-
lagerung der Kariesbakterien beeinflussen. Wissenschaftler und Produkt-
Entwickler haben durch Isolation verschiedener Bestandteile die Beein-
flussung der Kariesentwicklung nachgewiesen.

Dass Molkereiprodukte kariespraventiv wirken kénnen, wurde schon in
den spaten 1950er Jahren festgestellt. Shaw et al. (1959) beobachteten,
dass Milch, Eiscreme und Kase die Kariesinzidenz bei Ratten herabsenk-

ten.

Vor allem die grof3te Protein-Fraktion der Milch, das Casein, kann die
bakterielle Adhésion der Primarkolonisatoren beeinflussen. Casein liegt
in Form von Micellen vorwiegend als Calcium-Phosphat-stabilisierter
Komplex vor. Diese Caseinophosphopeptide (CPPs) kdnnen, ebenso wie
Glukomakroproteine (GMPs), in die Pellikel eingebaut werden und so die
Adharenz von S. sobrinus und S. mutans reduzieren. Daruber hinaus

konnen sie direkt an die Bakterienzellwande binden hemmen.

Auch im Verbund mit amorphem Calcium-Phosphat (ACP) beeinflusst
CPP Dbakterielle Anlagerungsmechanismen. Der gebildete CPP-ACP-
Komplex konkurriert mit Calcium um die Calcium-bindenden Rezeptoren
der Plaque. Das reduziert die Kalziumbricken zwischen Pellikel und ad-

harenten Zellen sowie zwischen den Zellen untereinander, wodurch hohe
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Konzentrationen extrazellularen Kalziums existieren kénnen, die einen
bakteriostatischen oder bakteriziden Effekt auf odontopathogene Bakteri-
en haben.

Schupbach et al. (1996) spekulieren, dass durch den Einbau von CPP
und GMP in die Pellikel und die damit verbundene selektive Hemmung
der Streptokokken-Adhé&sion am Zahn, die Plaque so moduliert wird,
dass eine Kariesreduktion resultiert. Dies geschieht durch eine Umwand-
lung der mikrobiellen Population in der Plaque. Hierbei kommt es zu ei-
ner Verschiebung von einer kariogenen - vorherrschend von S. mutans
und S. sanguis bevolkerten — Population zu einer weniger kariogenen Pla-
que, in der sich vorwiegend Actinomyceten finden.

Daruber hinaus zeigen auch andere Milch-Bestandteile gegen S. mutans
gerichtete Eigenschaften: Lactoferrin hemmt die Adharenz von S. mutans
an die Rezeptoren des pellikelbedeckten Schmelzes. Lactoperoxidase und
Lysozym schranken den Metabolismus von S. mutans ein. Sie arbeiten
bei der Hemmung des Glucose-Metabolismus von S. mutans zusammen
und reduzieren so die Sdureproduktion in der Plaque (Aimutis 2004, Ro-
se 2000, Guggenheim et al. 1999).

Morphologische (ultrastrukturelle) Darstellungsmaoglichkeiten der

Adharenzmechanismen

1.4.1 Lichtmikroskopie

Die einfachste Darstellungsmaoglichkeit kleiner Strukturen ist die Vergro-
RBerung dieser mit Hilfe der Lichtmikroskopie. Hierbei wird ein reelles Bild
der Probe erzeugt. Durch die Wellenlange des sichtbaren Lichtes ist die
Auflésung des Lichtmikroskops jedoch beschrankt auf etwa 0,3 um. Eine
Erhohung der Auflésung kann durch UV-Licht oder die Olimmersions-
mikroskopie erreicht werden (Gerlach 1985).

Eine besondere Form der Lichtmikroskopie ist die Laser-Fluoreszenz-
Mikroskopie. Ein konfokales Laserscanning-Mikroskop (CLSM) tastet ein-
zelne Punkte der Probe auch weit unter der Oberflache ab und filtert



26

durch geeignete Blenden stérendes Streulicht heraus. Hierbei wird (La-
ser-)Licht durch das Objektiv eines Mikroskops fokussiert, die getroffenen
Molekulle werden zur Fluoreszenz angeregt. Aus der Fluoreszenzstrah-
lung, die sich mit einem Detektor (z. B. CCD-Chip) auffangen lasst, kann
dann durch Rasterung ein 3D-Bild der Zelle erstellt werden. Durch die
gezielte Fokussierung des Lichts wird eine Erhdhung der Aufldsung er-
reicht, da Streulicht ausgeblendet wird. Mit diesem Verfahren wurden
schon Auflésungen von 0,1 um erreicht, in der Theorie sind sogar 10 nm
maoglich (Schade 1993).

1.4.2 Rasterelektronenmikroskopie
Bei der Rasterelektronenmikroskopie wird das Bild der Probe indirekt er-
zeugt, d. h. nicht der gleiche Strahl, der die Probe trifft, erzeugt ein virtu-
elles Bild auf dem Schirm oder Okular, sondern die von der abgerasterten
Probe emittierten Sekundar- und Ruckstreuelektronen werden zur Bild-
gebung verwendet.
Hierbei sind die beiden wesentlichen Prozesse:
1. Durch elastische Streuung der Primarelektronen in der Probe wer-
den diese in ihrer Richtung abgelenkt und kénnen die Probe auch wieder
verlassen. Die Energie dieser Ruckstreuelektronen ist der Energie der
Primarelektronen vergleichbar.
2. Durch unelastische Streuung der auftreffenden Primarelektronen
werden Sekundarelektronen im Material ausgelést. Deren Energie ist we-
sentlich niedriger als die Energie der Priméarelektronen. Auch Ruckstreu-
elektronen, die sich in der Probe ausbreiten, kdnnen Streuelektronen er-
zeugen.
Ruckstreu- und Sekundarelektronen werden im Rasterelektronen-
mikroskop mit verschiedenen Detektoren aufgenommen. Eine positive
Vorspannung des Detektors fur die Sekundérelektronen ,saugt® diese
Elektronen zum Detektor.
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Mit zunehmender Neigung der Probenoberflache zum auftreffenden
Strahl kann die Ausbeute an Sekundéar- und Ruckstreuelektronen erhoht
werden. So entsteht der zu beobachtende Topographiekontrast.

Da der Elektronenstrahl an den Luftmolekulen gestreut wirde, kann das
REM nur im Vakuum betrieben werden. Mit einem zweistufigen Pumpen-
system wird ein Vakuum von <104 mbar erzeugt. Jeder Probenwechsel
erfordert somit das Fluten und erneute Evakuieren der Vakuumkammer.
Mit dem REM koénnen VergrofRerungen der Probe bis zu 150000fach er-
zeugt werden. Die erreichbare Auflosung wird durch den Spot, auf den
der Elektronenstrahl fokussiert werden kann, bestimmt. Der Spotdurch-

ccV Spot Magn  Det WD
0KV 30 200x  SE 18

P gt

Abb. 4: rasterelektronenmikroskopische Darstellung einer mit Speichel
beschichteten, getrockneten Schmelzprobe; REM x200

messer liegt bei einigen Nanometern. Damit ermdglichen rasterelektro-
nenmikroskopische Messungen die Untersuchung von Strukturmerkma-
len, die mit einem Lichtmikroskop nicht mehr wahrgenommen werden
kénnen. Rasterelektronenmikroskope haben zudem einen etwa um den
Faktor 100 groRBeren Tiefenscharfebereich als Lichtmikroskope. Sie er-

zeugen Bilder, die einen hervorragenden dreidimensionalen Eindruck von
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der Oberflache vermitteln. Tatsachlich ist aber mit dem REM keine quan-
titative Hohenmessung maoglich.

Die zu untersuchenden Proben mussen jedoch bestimmten Anforderun-
gen genugen:

- Die Proben durfen nicht ausgasen, da sonst das erforderliche Vakuum
zerstort wirde

- Die Probenoberflache muss elektrisch leitend sein, damit Oberflachen-
ladungen abgefuhrt werden koénnen. Ansonsten fuhrt der auftreffende
Elektronenstrahl sehr schnell zu einer Aufladung der Probenoberflache.
Nichtleitende Proben kénnen durch Bedampfen mit geeigneten Materia-
lien (hier: Palladium) leitfahig gemacht werden (Ohnsorge & Holm 1973).

1.4.3 Transmissionselektronenmikroskopie
Die Transmissionselektronenmikroskopie erlaubt die Untersuchung von
Strukturen im Inneren der Probe. Durch die geringe Wellenldnge des
Elektronenstrahls kann mit Transmissionselektronenmikroskopen, wie
auch bei Rasterelektronenmikroskopen, eine Auflosung von bis zu
100.000facher VergrofRerung erreicht werden. Wéahrend die Proben beim
REM mit dem Elektronenstrahl abgerastert werden, werden sie im TEM
durchstrahlt. Hierzu mussen jedoch ultradiinne Schnitte der Proben an-
gefertigt werden.
Far ein optimales Ergebnis sollten die Ultradiinnschnitte ca. 60-70 nm
dick sein. So kdnnen die Elektronen den Schnitt passieren, werden aber
gleichzeitig von den Strukturen der Probe ausreichend gebeugt, um ein
Bild entstehen zu lassen. Mit an die Schnitte gebundenen Schwermetalli-
onen kann die Elektronenbeugung und damit der Kontrast verstéarkt
werden. Die elektronenmikroskopischen Bilder werden tber eine im TEM
eingebaute Kamera erfasst.

Far die Untersuchung der Morphologie einzelner Proben ist es wichtig,
vollstdndige Schnittserien herzustellen, um eine dreidimensionale Struk-
tur der Probe rekonstruieren zu kdnnen (www.zoosyst-berlin.de 2005).
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1.4.4 Rastertunnelmikroskopie
Das Rastertunnelmikroskop verbindet ein extrem hohes Auflésungsver-
mogen mit der Mdglichkeit, Oberflachenstrukturen zerstorungsfrei abzu-
tasten. Im Unterschied zu konventionellen Mikroskopiertechniken wird
hierbei nicht eine Strahlung analysiert, die von der Probe reflektiert oder
gestreut wird bzw. diese durchdringt, sondern vielmehr wird die Oberfla-
che des zu untersuchenden Objekts mit einer Sonde berthrungslos abge -
tastet. Durch dieses Vorgehen ist das raumliche Auflésungsvermogen des
Mikroskops nicht mehr durch die Wellenlange der verwendeten Strahlung
begrenzt, sondern es lassen sich extrem kleine Strukturen bis hin zu ein-
zelnen Atomen sichtbar machen. Fur die Entwicklung des Rastertunnel-
mikroskops erhielten Gerd Binnig und Heinrich Rohrer 1986 den Nobel-

preis.

Bei der Messung wird eine sehr feine Metallspitze — im Idealfall bestehend
aus nur einem Atom - dicht an die Probenoberflache herangefihrt. Ob-
wohl sich beide Kérper nicht berthren, kdnnen Elektronen aufgrund des
guantenmechanischen Tunneleffekts den Abstand zwischen Probe und

Piezo-Elemente
__— KTM-5pitze
¥ __— Tunnelstrom

® — _ Probenoberfliche

Abb. 5: Funktionsprinzip eines Rastertunnelmikroskops
(www.deutsches-museum.de 2005)
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Metallspitze ,Uberspringen”. Wird zwischen beiden Korpern eine Span-
nung angelegt, erhalt diese Elektronenbewegung eine Vorzugsrichtung -
ein Tunnelstrom beginnt zu flieRen. Die Groéf3e dieses Stromes hangt so-
wohl vom Abstand zwischen Metallspitze und Probe als auch von der
Elektronendichte an der untersuchten Stelle ab.

Damit ein Tunnelstrom flieBen kann, muss die Probenoberflache elekt-
risch leitfahig sein, gegebenenfalls muss die Leitfahigkeit mittels Goldbe-
dampfung sichergestellt werden. Gold hat eine sehr gleichméaRige Elekt-
ronenverteilung, d. h. die Elektronendichte an der Oberflache ist nahe-
rungsweise konstant. Bei konstanter Elektronendichte hangt die Grol3e
des Tunnelstroms nur noch vom Abstand zwischen Abtastspitze und
Probe ab. In der Darstellung zeigen helle und dunkle Bereiche Erhéhun-
gen bzw. Vertiefungen in der Goldoberflache.

Das gesamte Bild der Oberflache entsteht durch schrittweises , Abras-
tern” der Probe. Hierfir muss die Sondenspitze hinreichend langsam und
genau Uber die Probe gezogen werden. Fur diese genaue Steuerung sind
spezielle Bauteile erforderlich. Man verwendet hierzu Piezoelemente. Wird
an einem Piezokristall (z.B. Quarz oder Turmalin) eine Spannung ange-
legt, so verformt sich dieser ein wenig. Die Grofl3e der Verformung ist an-
nahernd proportional zur angelegten Spannung. Auf diese Weise ist es
ohne weiteres mdoglich, winzige Verschiebungen um Bruchteile eines Tau-
sendstelmillimeters zu bewirken bzw. diese exakt zu messen (Morris et al.
2001).

1.4.5 Rasterkraftmikroskopie
Die Rasterkraftmikroskopie (AFM - ,atomic force microscopy*) ermdglicht
hochauflésende Topographie-Messungen. Hierbei entstehen durch Abtas-
ten der Probenoberflachen mit hochsensiblen Sensoren sehr detaillierte
Bilder. Der wichtigste Teil des AFM ist daher die Tastspitze. Sie wird mit
sehr kleiner, konstanter Auflagekraft Uber die Probenoberflache gefuhrt,
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wobei es zu Wechselwirkungen zwischen den Atomen der sehr feinen
Tastspitze und den Atomen der zu untersuchenden Oberflache kommt.
Die Tastspitze ist in der Regel aus Silikon oder Silikon-Nitriden gefertigt
und hat ein extrem geformtes, hochsensibles Tastende. Sie ist das Herz-
stuck des AFM und am vorderen Ende eines Cantilevers, der als Feder-
arm mit sehr niedriger Federkonstante wirkt, befestigt.

Abb. 6: Cantilever mit intigrierter Silikon-Tastspitze des AFM-Sensors,
(Pointprobe®, nanosensors, Neuchatel, Schweiz)

Die geringe Federkraftkonstante des Cantilevers erlaubt es dem AFM die
Kraft zwischen Tastspitze und Probe mit grof3er Prazision zu bestimmen.
Eine weitere wichtige Eigenschaft des AFM ist der Scan-Mechanismus.
Dieser Mechanismus basiert auf dem piezoelektrischen Effekt. Der piezo-
elektrische Effekt ist die Entstehung einer Potentialdifferenz Uber entge-
gengesetzten Seiten verschiedener nicht-leitender Kristalle (piezoelektri-
sche Kristalle) als Resultat des Anlegens einer Spannung und einer ho-
hen Empfindlichkeit. Durch Piezostellelemente wird die zu untersuchen-
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de Probe in x- und y-Richtung gescannt und der z-Abstand zwischen
Tastspitze und Messobjekt eingestellt (Morris et al. 2001).

Eine weitere wichtige Eigenschaft des AFM ist der Aufzeichnungsmecha-
nismus. Beim Abrastern der Probe wird die Tastspitze mit sehr kleiner
Auflagekraft Uber die Oberflache gefuhrt. Die Anderung der Oberflachen-
hohe gefuhrt. Die Anderung der Oberflachenhthe fuhrt dabei zu einer
Auslenkung der Tastspitze. Die Messung der Auslenkung geschieht Uber
ein optisches Interferometer.

| asitinnsem pfindliche
Laserdiods gﬂtﬂldinde :

Messung der /
Tastspitzenauslenkung h} /E:?/
T
e l{Z\ Regelung

— e

Messobjekt

Fiezostellelemeant
[XY.2)

Abb. 7 : Funktionsprinzip der Rasterkraftmikroskopie (FRT, Bergisch-
Gladbach, Deutschland)

Hierzu wird ein Laserstrahl auf den Cantilever gerichtet und in eine se g-
mentierte Photodiode reflektiert (siehe Abb. 8). Die Differenzen der Pho-
tostrome der einzelnen Segmente geben die Verkippung des Lichtstrahls
und damit den Verbiegungswinkel des Cantilevers wieder. Bewegt man
nun die Spitze Uber die Oberflache (oder bewegt man die Probe unter der
Spitze weg), so bewegt sich mit ihr der Reflektor sowie der reflektierte
Strahl auf und ab. Kleinste Unebenheiten der Probe werden durch Auf-
und Abbewegungen der Spitze in Winkelanderungen des reflektierten
Strahls und damit geadnderte Lichtverhaltnisse in den Segmenten der
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Photodiode umgesetzt. Durch Projektion werden also geringste Niveauun-
terschiede aufgedeckt.

MessfeldC — Laser

P e, it el
- >
*
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F]
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Abb. 8: Prinzip der Messung der Auslenkung beim Abrastern einer
Probe durch das Rasterkraftmikroskop (www.zoologie -skript.de 2005)

Im Kontaktmodus wird die Auslenkung des Cantilevers, und folglich die
Auflagekraft der Spitze auf die Probe, Uber eine ruckgekoppelte Regel-
schleife konstant gehalten. Das Auslenkungssignal und die z-Position der
Rastereinheit werden als Funktion der x- und y-Position auf der Probe
als Bild dargestellt. Aus der z-Position ergibt sich die topographische
Karte des untersuchten Probenbereiches.

Die Auflésung, die sich mit der Rasterkraftmikroskopie erreichen lasst,
hangt sehr stark von den Eigenschaften der Probenoberflache ab. Die
GrofRRe des Wechselwirkungsbereiches zwischen Spitze und Probe sowie
die Reichweite der Wechselwirkung bestimmen das Auflosungsvermdgen
(Morris et al. 2001, Tschernin 2003).

Mit dem AFM ist jedoch in jedem Fall eine Auflésung zu erreichen, die
bislang kein anderer Sensor erreichen kann. Somit sind sehr genaue To-
pographiemessungen — auch in der Hohe — moglich. Zudem ist es még-
lich, biologische Proben zu untersuchen, die keiner aufwendigen Vorbe-
handlung zu unterziehen sind, da dieses Messverfahren sowohl auf lei-

tenden als auch auf nichtleitenden Oberflachen arbeitet.
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Ergdnzend zum AFM kann ein chromatischer Weil3lichtsensor (CWL) ein-
gesetzt werden. In Abb. 9 ist der Effekt der chromatischen Abberation,
der in der Fotographie und der optischen Messtechnik normalerweise
sehr storend ist und aufwendige Linsensysteme zur Korrektur erfordert,
dargestellt. Im Messkopf des chromatisch kodierenden Sensors ermdg-
licht dieser Effekt dagegen hochaufgeldste Topographiemessungen.

Der chromatische Sensor vermisst mit hoher Auflosung und Genauigkeit
beruhrungslos die Oberflache eines Messobjektes; das Grundprinzip ist
eine punktuelle Abstandsmessung mit Weil3licht (Abb. 9).

blue
focus

focus

Abb. 9: Prinzip der WeilZlichtmessung (FRT, Bergisch Gladbach, Deutsch-
land)

Weil3es Licht wird mit einem Messkopf mit stark wellenlangenabhangiger
Brennweite auf die Oberflache fokussiert. Das Spektrum des an der

Oberflache gestreuten Lichts zeigt im Spektrometer einen Peak, aus des-
sen Wellenlange die Hohe auf der Probe bestimmt wird. Der Sensor wird
far hoch aufgeléste und genaue Profil-, Topographie- und Rauheitsmes-
sungen eingesetzt.

Der MicroGlider® (FRT GmbH, Bergisch-Gladbach, Deutschland) kombi-
niert beide Messmethoden (Abb. 10). Dies ermdglicht sowohl die Untersu-
chung grofRer Bereiche mit geringerer Auflosung als auch die kleinerer

Bereiche mit hochster Auflosung. Das Gerat arbeitet mit einem chromati-
schen Weil3lichtsensor in Kombination mit einem AFM, beide fest mo-
niert. Ohne die Messanlage zu wechseln, kann die komplette Probe mit
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dem optischen Sensor gemessen werden. Daneben erlaubt das AFM Un-

tersuchungen in nm-Auflésung.

fries Research & Techrmlnn-
Beahalt Kontur Topograpii

Abb. 10: Kombination der Messképfe beim FRT MicroGlider®

Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Suche nach einem geeigneten hochauflésenden
Darstellungsverfahren far Anlagerungsmechanismen von Primarkolonisa-
toren an die Zahnoberflache unter Nativ-Bedingungen.

Am Beispiel von S. mutans soll eine Methode zum Aufbau eines Modell-
systems entwickelt werden, in dem die Adhasionsprozesse mdoglichst real
beobachtet werden kdnnen.

Vergleichend zur Rasterelektronenmikroskopie wird die Technologie der
Rasterkraftmikroskopie angewandt. Hierbei soll ermittelt werden, ob es
moglich ist, die Adhéasion der Bakterien an der pellikelbeschichteten
Schmelzoberflache ohne vorherige Trocknungsprozesse darzustellen.
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2 Material und Methode

Standardisierte Schmelzoberflachen (hochrein, plan, Grundstruktur nicht
verandert) sollen unter definierten Bedingungen mit einer Pellikelstruktur
beschichtet werden, auf welcher anschlie3end eine Primarkolonisation mit
S. mutans herbeigefuhrt wird.

2.1 Herstellung von standardisierten Schmelzproben

Aus einer Reihe von extrahierten, feucht gelagerten Zahnen mit gut erhalte-
nen Kronen wurden zur Erstellung der Schmelzproben Zahne herausge-
sucht, an denen mindestens eine der Flachen kariesfrei und nach Mdoglich-
keit flach war. Diese wurden unter flieBendem Wasser mit einem Schleifsys-
tem (HSS 88, Wassermann-Dental-Maschienen GmbH, Hamburg, Deutsch-
land) zu kleinen Quadern (ca. 3 x 3 x 1,5 mm) geformt, wobei bei jedem
Zahn die flache, kariesfreie Schmelzoberflache nicht bearbeitet wurde. Die
intakte Schmelzoberflache (3 x 3 mm) diente im spateren Versuch der Simu-
lation der Zahnoberflache.

Eine flexible Silikonform (FlexitimeO Correct Flow, Heraeus Kulzer, Dorma-
gen, Deutschland) diente als Vorgabe fur den Kunststoff, in den die
Schmelzproben zur besseren Handhabung eingebettet wurden. Diese For-
men wurden mit Hilfe eines sechseckigen Formkdrpers (9 mm in der Diago-
nalen, 5 mm hoch) hergestellt. Zur Einbettung der Schmelzproben wurde
der Kunststoff (Arabesk FlowO, VOCO GmbH, Cuxhaven, Deutschland) zu-
nachst bis zur Halfte der Form eingespritzt und mit einer Halogen-Lampe
(Kerr Hawe, Bioggio, Schweiz) 20 Sekunden gehéartet. Anschlie3end konnte
weiterer Kunststoff bis zum oberen Rand der Form eingefullt und der
Schmelzquader leicht eingedrickt werden, so dass die unbehandelte
Schmelzoberflache ca. 0,5 - 1 mm Uber den Kunststoff hinausragte. Mit der
Halogen-Lampe (Kerr Hawe, Bioggio, Schweiz) wurde der Kunststoff erneut
fur 30 s ausgehartet. Nach dem Entfernen aus der Form wurde wiederum

von oben und unten jeweils far 20 s mit der Lampe nachgehértet.
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Die Proben konnten nun in eine aus TechnovitO (Heraeus Kulzer GmbH,

Wehrheim, Deutschland) bestehende Negativ-Form gesetzt werden. Diese
wies die MalRe der Silikonform auf und diente als Haltevorrichtung der
Schmelzprobekorper in der Mikroschleifeinheit. Nach dem Einspannen der
Probken in die Mikr oschleifeinheit (EXACT Apparatebau GmbH, Norderstedt,
Deutschland) konnten diese im Nassschleifverfahren grob vorpoliert werden.
Dafur wurden die Proben fur 1% Minuten mit Schleifpapier der Kérnung
1200 (StruersO GmbH, Willich, Deutschland) bearbeitet.

Wurden die Proben nicht sofort benétigt, wurden sie nach diesem Préparati-
onsschritt fur die Bedarfsentnahme in 0,9%iger Kochsalzlsung bei ca. 4°C
aufbewahrt. Um die Keimzahl in der Kochsalzlésung gering zu halten, wurde

Natriumacid (0,01%)p zugegeben.

Abb. 11: Standardisierte Schmelzprobe fur die Versuchsreihen: Kariesfreier
Schmelz einge bettet in Kunststoff, nach dem ersten Schleifvorgang

Kurz vor dem eigentlichen Versuchsbeginn wurde die benétigte Anzahl der
grob vorgeschliffenen Proben fur den Feinschliff aus dem Aufbewahrungsge-
fall entnommen. Auch hierbei wurden die Proben wie auch schon beim
Grob-Schliff mit der Negativform in die Mikroschleifeinheit (EXACT Appara-
tebau GmbH, Willich, Deutschland) eingespannt, dieses Mal jedoch mit
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Schleifpapier der Kérnung 4000 fur 4 Minuten unter stdndigem Wasserzu-
lauf poliert.

Die so polierten Proben wurden in sterilem Agqua dest. gesammelt und an-
schlieend in einem mit destilliertem Wasser gefullten Ultraschall-Bad
(Compact high-performance ultrasonic cleaning system, L&RC Mfg. Co.
Kearny, USA) fur 5 min gereinigt. Danach wurden die Proben unter der bio-
logischen Werkbank mit jeweils 1000 pl Aqua dest. vorsichtig abgespult und
in eine sterile Petri-Schale zum Trocknen gelegt. Die Abdeckung der Petri-
Schale erfolgte mit einem sterilen Filter-Papier. Die Trocknungsphase unter
der sterilen Werkbank betrug ca. 20 h.

2.2 Beschichtung der Schmelzproben mit einer Pellikel
Untersuchungen zu dieser Arbeit hatten gezeigt, dass die gunstigsten Er-
gebnisse bezuglich der Pellikelbildung mit steril-filtriertem Speichel zu erzie-
len waren (Hartmann et al 2005). Es wurde Naturspeichel verwendet.

2.2.1 Steril-Filtrieren von Speichel

Von einem gesunden Individuum wurde ca. 2 h nach der letzten Mahlzeit
stimulierter Gesamtspeichel gesammelt. Zur Speichelstimulation wurde auf
einem Paraffin-Block gekaut, der so erzeugte Speichel in einem Becher auf-
gefangen und gesammelt. Anschliel3end wurde der Speichel durch einen Pa-
pierfilter (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren, Deutschland) vorfiltriert.
In einem zweiten Schritt wurde der Speichel durch Filtereinheiten mit 0,8
um Porengroéf3e (FP 30/0,8CA, Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland)
gepresst und gesammelt.

Der vorbehandelte Speichel wurde anschlieBend unter der biologischen
Werkbank mittels steriler Einmalspritze durch sterile Filtereinheiten mit ei-
ner PorengréRe von 0,45 um (Syringe Filter, SFCA, Nalge Company, Roches-
ter New York, USA) gefiltert und in einem verschlie3baren, zuvor sterilisier-
ten Kunststoffgefal3 aufgefangen. Aus vorangegangenen Studien war be-
kannt, dass ab einer Filterporengréf3e von 0,45 pm keine Mikroorganismen
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im Speichel mehr nachweisbar waren, der Speichel also als steril gelten
kann.

Fur den Versuch werden insgesamt 40 ml dieses steril-filtrierten Speichels
bendtigt. Die Aufbewahrung bis zum Versuchsbeginn (max. 24 h) erfolgte im
Kuhlschrank bei 4°C.

2.2.2 Pellikelbeschichtung der Schmelzproben
Ein gréReres Glasgefald (Durchmesser ca. 7 cm, Fassungsvermdogen, 250 ml,
J. Weck GmbH & Co. KG, Wehr, Deutschland) wurde mit 20 ml des steril-
filtrierten Speichels befullt und unter der biologischen Werkbank mit 15
vorbereiteten und getrockneten Schmelzproben bestuckt. Anschliel3end
wurde das Glas mit den Schmelzproben in ein 37°C warmes Schuttelbad
(Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland) gesetzt, damit sich

Abb. 12: Versuchsaufbau zur Pellikelbeschichtung: Schmelzproben in ste-
ril-filtriertem Speichel im Schuttelbad

unter moglichst realen Bedingungen eine Pellikelformation bilden konnte.
Nach 6 h wurden die Schmelzproben aus dem Speichelbad entnommen, vor-
sichtig mit 500 pl Aqua dest. unter der biologischen Werkbank abgespult

und kurz auf einem sterilen Filterpapier zum Trocknen gelegt.
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Die einzelnen Arbeitsschritte des Versuchsaufbaus fur die Pellikelbeschich-
tung der Schmelzproben wurden in vorangegangenen Untersuchungen ent-

wickelt und Uberpruft.

2.3 Kolonisation der Schmelzproben mit S. mutans
2.3.1 Grundlagen

2.3.1.1 Bakterielles Wachstum
Induziert man bakterielles Wachstum in einem geschlossenen System (Rohr-

chen, sog. ,Batch-Kultur®) erhélt man eine fur diese Zellpopulation typische
Wachstumskurve (Madigan et al. 2001). Die Bedingungen in diesem System
andern sich dauernd: Die Nahrstoffkonzentration sinkt, die Zellbiomasse
nimmt dagegen zu (Fritsche 2002).

Nach Uberimpfung der Mikroorganismen in frisches Medium beginnt deren
Wachstum nicht sofort. Es kommt zunachst zu einer Anpassung an das Mi-
lieu - die sog. Anlauf- bzw. lag-Phase [englisch: to lag = anpassen] (Madigan et al.
2001, Fritsche 2002).

Anz.. t Stationar
Zellen
Abfall

Erfassupgsphase

+

Zeit

Abb. 13: Typische Wachstumskurve einer Bakterienkolonie (nach: Bio-
chrome, Cambridge, England)

In dieser Phase synthetisieren die Zellen Ribosomen und Enzyme, die fur die
Verwertung der vorliegenden Néahrstoffe im beimpften Nahrmedium notwen-
dig sind. Die Dauer ist abhangig vom Alter der Population der eingeimpften
Zellen und der Zusammensetzung des Kulturmediums (Fritsche 2002). Da
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jedoch in der vorliegenden Studie aus einer aktiven Streptokokken-Kultur in
dasselbe Nahrmedium Uberimpft wurde, entfallt die Anlaufphase und es
kam direkt zu einer kurzen Beschleunigungsphase. Hieran schliel3t sich die
Phase des exponentiellen Wachstums an. Die Zellzahl verdoppelt sich in re-
gelmafRigen Abstanden. Die Wachstumsrate bleibt so lange konstant bis ein
essentieller Nahrstoff ins Minimum gerat (Munk 2002, Fritsche 2002). Die
Geschwindigkeit des exponentiellen Wachstums variiert stark. Sie wird
durch Temperatur und Zusammensetzung des Nahrmediums sowie von ge-
netischen Merkmalen der Mikroorganismen beeinflusst (Madigan et al.
2001). Bei schnell wachsenden Bakterien und gunstigen Temperaturen tritt
die Limitation der exponentiellen Phase innerhalb eines Tages ein. Durch
Nahrstoffverbrauch und Anhaufung von hemmenden Stoffwechselprodukten
geht das bakterielle Wachstum in die stationdre Phase Uber (Fritsche 2002).
Das Wachstum der Population wird begrenzt: Einige Mikroorganismen ster-
ben ab, manche Mikroorganismen kdnnen wahrend der stationaren Phase
langsam weiter wachsen. Dadurch befinden sich Zelltod und langsamer Zu-
wachs im Gleichgewicht, die Zellzahl bleibt gleich (Madigan et al. 2001, Frit-
sche 2002). Bei Inkubation tber die stationére Phase hinaus verschiebt sich
dieses Gleichgewicht zu Gunsten der absterbenden Zellen. In der Wachs-
tumskurve lasst sich die Absterbephase ausmachen. Das Absterben der
Mikroorganismen ist hdufig mit Autolyse verbunden und verlauft ebenfalls
exponentiell. Jedoch ist die Geschwindigkeit hierbei viel geringer als beim
exponentiellen Wachstum (Madigan et al. 2001).

2.3.1.2 Prinzip der Tribungsmessung/Zelldichtemessung
Um Wachstumsraten einer Bakterienkultur zu erfassen, kann man sich der
Trubungsmessung bedienen. Eine Tribung von Bakteriensuspensionen ent-
steht, weil Zellen das Licht, das durch die Suspension fallt, streuen. Diese
Streuung des Lichts fallt umso starker aus, je mehr Zellen sich in der Sus-
pension befinden. Durch das Wachstum der Bakterien in ihrem Nahrmedi-

um und die dadurch entstehende Zellzunahme kommt es also zu einer Ein-
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tribung des Nahrmediums. Bei der Messung mit einem Spektralphotometer,
wie es unser Zelldichtemessgerat darstellt, wird die Menge an Licht gemes-
sen, die nach dem Durchleiten durch die Probe austritt ohne gestreut zu
werden. Bei einzelligen Mikroorganismen sind die gemessenen Werte propor-
tional zur Zellmasse und somit auch zur Zellzahl. Durch das Anlegen einer
Eichkurve kdnnen fur jeden Mikroorganismus individuell von den gemesse-
nen Dichtewerten auf Zellmasse oder Zellzahl Ruckschlisse gezogen werden
(Madigan et al. 2001).

Da bei der Tribungs- bzw. Dichtemessung nicht in das bakterielle Wachs-
tum eingegriffen wird, lasst sich die Wachstumskurve mit einer relativ ho-

hen Genauigkeit erstellen.

2.3.2 Erstellung einer Wachstumskurve von S. mutans

2.3.2.1 Herstellung des Nahrmediums
In einem Glasgefald wurde 1 | Aqua dest. auf 60°C erwarmt. In dieser vorge-
warmten Flussigkeit wurden 17,5 g eines Pulvers zur Herstellung der Antibi-
otika-Nachweis-Boullion Nr. 3 (CH.B.-3014367, CM287, Fa. Oxoid LTD, Ba-
singstoke, Hampshire, England) vollstandig gelést. Das so hergestellte AB-

a Antibiotika-Nachweis-Bouillon Nr. 3
(AB-Medium I11)
typische Zusammensetzung in g/I:
(pH 7,9 £0,2)
- Fleischpepton 5,0
- Hefeextrakt 1,5
- Fleischextrakt "Lab-Lemco™ 1,5
- Glucose 1,0
- Natriumchlorid 3,5
- Dikaliumhydrogenphosphat 3,68

Abb. 14: Zusammensetzung des Nahrmediums (AB-Medium 1)
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Medium wird anschlief3end in dem Glasgefal3 fir 15 Minuten bei 121°C au-
toklaviert (Varioklav Dampfsterilisator, H+P Labortechnik GmbH, Ober-
schleiheim, Deutschland). Alternativ kann jedoch auch eine definierte
Menge direkt auf Glasrohrchen verteilt und in der Folge wie oben autokla-

viert werden.

2.3.2.2 Herstellung einer Streptokokkensuspension zur Erstellung der

bakteriellen Wachstumskurve
Die von der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-
turen GmbH, Braunschweig, Deutschland) gelieferten Streptokokken des
Stammes Clarke 1924 DSM 20523 wurden auf eine Agarplatte Uberimpft
und im Brutschrank bei 37°C bebrutet. Nach der Koloniebildung wurden
einzelne Streptokokkenkolonien mit der Impfose auf eine weitere Agarplatte
Ubertragen und wiederum bebrutet. In der Folge konnten die Streptokokken
in ein Glasréhrchen mit Nahrmedium (AB-Medium Ill, Oxoid LTD, Ba-
singstoke, Hampshire, England) Uberimpft werden, welches anschliel3end in
einem Schuttelbad (Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland)
bei einer konstanten Temperatur von 37°C bebrutet wurde. Von dieser LO-
sung wurden nun kontinuierlich ca. alle 2 Tage (montags, mittwochs, frei-
tags) 50 ul Streptokokkensuspension entnommen und in ein steriles Glas-
rohrchen mit 5 ml frischem Nahrmedium Gberimpft.
Aufgrund von Voruntersuchungen wurde eine optimale Bebritungsdauer
der Streptokokkensuspension in frischer Nahrlésung vor den eigentlichen
Versuchen von 16,5 h bei 37°C angenommen.

2.3.2.3 Erstellung der Wachstumskurve
Unter sterilen Bedingungen (biologische Werkbank) wurden 6 Reagenzglaser
mit jeweils 5 ml der autoklavierten Nahrlésung (AB-Medium 11, Oxoid LTD,
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Basingstoke, Hampshire, England) befullt und beschriftet [Rohrchen O: Refe-
renz, Rohrchen 1-V: zu beimpfende Réhrchen]. Um optimale Ausgangsbedin-
gungen zu schaffen, kamen zunéchst alle befullten Réhrchen far 5 Minuten
bei 37°C in ein Schuttelbad (Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland). Anschliel3end wurden die R6hrchen 1-V unter der biologischen

1 e e e

Abb. 15: Versuchsaufbau zur Erstellung einer bakteriellen Wachstumskurve:
die Reagenzglaser enthalten mit Streptokokken beimpftes Nahrmedium; far

bessere Wachstumsbedingungen stehen sie im Schittelbad bei 37°C

Werkbank mit jeweils 50 ul Streptokokkensuspension versetzt, die Glasréan-
der Uber einem Bunsenbrenner abgeflammt, verschlossen und der Inhalt
durch vorsichtiges Schitteln vermischt.

Zur Beurteilung der Ausgangs-Zelldichte wurden alle Reagenz-Gléser bei
600 nm in einem Zelldichtemessgerat (WPA CO 8000, Biochrom, Cambridge,
England) untersucht (Abb. 16). Nach jeder Messung wurden die Proben wie-
der in das Schuttelbad gestellt und kontinuierlich bei 37°C weiter bebrutet.
In der Folge wurde diese Messung, einschlief3lich der Referenz, stundlich
Uber einen Zeitraum von 30 Stunden wiederholt, die Werte aufgenommen
(Tab. 1) und ein Diagramm (Abb. 44) erstellt. Vor jeder Messung wurden die
Proben-Réhrchen mit einem weichen Zellstofftuch vorsichtig trocken ge-
wischt, um Messfehler durch Wassertropfen zu vermeiden.
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Abb. 16: Durchfuhrungsprinzip der Zelldichtemessung der beimpften Nahr-

I6sung

Zur Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde der Versuch mit veranderten
Ausgangskonzentrationen wiederholt (Versuch 2):

HierfGr wurden vor Versuchsbeginn 18 mdglichst gleich dicke und unver-
kratzte Glasréhrchen mit jeweils 5 ml AB-Medium Il (Oxoid LTD, Basingsto-
ke, Hampshire, England) befullt und alles gemeinsam im Dampfsterilisator
(Varioklav Dampfsterilisator, H+P Labortechnik GmbH, Oberschleil3heim,
Deutschland) autoklaviert.

Im Anschluss daran wurden unter der biologischen Werkbank jeweils 5 der
vorbereiteten Glasrohrchen mit Streptokokken-Suspensionen von 25 pl,
50 pl und 100 pl beimpft und beschriftet. Somit konnte das Wachstumsver-
halten auch bei verdnderten Ausgangskonzentrationen im AB-Medium beo-
bachtet werden.

Da die verwendete Bakterienkultur schon seit einiger Zeit in Verwendung
war bzw. schon langer immer wieder Uberimpft wurde, wurden zum Ver-
gleich 3 der vorbereiteten Glasrohrchen mit 50 pl einer frischen Bakterien-
kultur beimpft. Diese Streptokokken sind am Vortag nach dem Ernten von
einer Agarplatte direkt in N&hrlosung (AB-Medium Ill, Oxoid LTD, Ba-
singstoke, Hampshire, Grol3britannien) tUberfuhrt und ebenfalls 16,5 Stun-
den bebrutet worden.

Die Zelldichtemessung verlief wie oben beschrieben (Tab. 2).
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2.3.3 Ergebnisse und Ruckschliusse fur den weiteren Studienverlauf

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Werte zu erzielen, wurden diese fur die
Auswertungen der beiden Versuchsreihen gemittelt (Tab. 3) und die gemit-
telten Werte in einem Diagramm dargestellt (Abb. 17).

Die in einem Diagramm dargestellten Dichtewerte (Abb. 17) zeigen in allen
Versuchsreihen das typische Bild einer bakteriellen Wachstumskurve mit
minimaler Beschleunigungsphase, exponentieller Wachstumsphase, kurzer
Plateauphase und schlief3lich einer Absterbephase. Eine Anlaufphase lasst
sich nicht ausmachen. Dieses war jedoch zu erwarten, da die verwendeten
Streptokokken aus einer aktiven Kultur in das gleiche Nahrmedium uber-
fahrt worden sind. Somit musste keine Anpassung an veranderte Kulturbe-
dingungen stattfinden.
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Abb. 17: ermittelte Wachstumskurve von S. mutans; erstellt aus den gemit-
telten Daten aller Zelldichtemessungen aus Versuch 1 und 2

Die Beschleunigungsphase ist in allen Versuchsreihen sehr kurz und be-
tragt im Mittel bis zu 2 Stunden. Im Anschluss daran steigen die gemesse-
nen Extinktionswerte sprunghaft an bis sie ca. 9 - 15 Stunden nach der Be-
impfung ihren hoéchsten Wert erreicht haben. Wéhrend dieser Phase findet
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das - fur uns relevante - exponentielle Wachstum statt. Die Kurve hat in
dieser Phase ihren steilsten Verlauf. Die Plateauphase ist in allen Versuchs-
reihen nur sehr kurz auszumachen, da die Werte im Anschluss an den
schnellen Anstieg fast direkt auch wieder abfallen. Der Werteabfall in der
Absterbephase verlauft jedoch wesentlich langsamer als der Anstieg wéh-
rend des exponentiellen Wachstums. Das kann damit zusammenhangen,
dass die Trubung auch durch Anhaufung bakterieller Stoffwechselprodukte
oder durch die abgestorbenen Zellen selbst beeintrachtigt wird. Die Wachs-
tumskurve wird zum Ende der Messungen also wieder flacher.

Exponentiell wachsende Zellen sind in der Regel am gesuindesten und soll-
ten daher fur Untersuchungen auch aus dieser Phase entnommen werden
(Madigan et al. 2001). Aus diesem Grund wurden fur die weiteren Versuche
die Bakterien nach 7,5 Stunden entnommen. Zu diesem Zeitpunkt befanden
sich die Streptokokken — wie in Abb. 18 ersichtlich — im letzten Drittel der
exponentiellen Phase. Bei der Inokulation wurden somit méglichst viele akti-
ve und gesunde Zellen Uberimpft, so dass optimale Bedingungen flr den

weiteren Versuchsaufbau geschaffen werden kénnen.

2.3.4 Bakterielle Kontamination der pellikelbeschichteten Schmelzproben
Zunachst wurden zwei mit 5 ml AB-Medium Il (Oxoid LTD., Basingstoke,
Hampshire, England) gefullte und autoklavierte Glasréhrchen unter der ste-
rilen Werkbank mit jeweils 50 ul Streptokokken-Suspension beimpft und bei
37°C im Schuttelbad (Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland)
far 7,5 h bebrutet.

Im Anschluss daran wurde die bebrltete Bakteriensuspension unter der
biologischen Werkbank in ein sterilisiertes Zentrifugenréhrchen umgefullt
und zentrifugiert. Daraufhin wurde — ebenfalls unter sterilen Bedingungen -
der Uberschuss vorsichtig abpipettiert, das Réhrchen mit 5 ml Tris-Puffer
zum Waschen aufgefullt und mittels 1000 pl-Pipette vorsichtig hoch- und
runterpipettiert bis die Flussigkeit einheitlich trib war. Dieser Vorgang wur-
de nach erneutem Zentrifugieren wiederholt. AbschlieRend wurde noch ein-
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mal zentrifugiert und der Uberschuss abpipettiert. Daraufhin wurde dem
Bakterienpellet 5 ml frischer steril-filtrierter Speichel zugegeben. Damit sich
Bakterien und Speichel gut durchmischen, wurde auch hier noch einmal
vorsichtig durchpipettiert.

Die oben genannten Arbeitsschritte zur Erstellung der Streptokokkensus-
pension sollten mit den unter 2.2.2 beschriebenen Arbeitsschritten so koor-
diniert werden, dass die Produkte im Folgenden zeitgleich weiterverarbeitet
werden konnten. Zu den 7,5 h Bebrutungsdauer der Streptokokken sollten
zusatzlich ca. 30 Minuten fur das Herauswaschen der Streptokokken aus
dem Nahrmedium eingeplant werden. Die Schmelzproben sollten zum Zeit-
punkt der bakteriellen Kontamination ca. 6 h in steril-filtriertem Speichel im
Schuttelbad verbracht haben, damit sich eine Pellikel ausbilden kann.
Nachdem die gewaschenen Streptokokken mit ca. 5 ml des frischen, steril-
filtrierten Speichels vermischt worden sind, wurden die restlichen 15 ml des
frischen, steril-filtrierten Speichels in ein sterilisiertes Glasgefald (Sturzglas,
Yal, 3. Weck GmbH & Co. KG, Wehr, Deutschland) gegeben. Das Speichel-
Streptokokken-Gemisch wurde hinzugefigt und durch leichtes Schutteln
mit dem Speichel vermischt. AnschlieRend konnten die leicht angetrockne-
ten Schmelzproben hinein gegeben und alles mit dem Deckel einer Petri-
Schale abgedeckt wieder in das 37°C warme Schuttelbad gegeben werden.
Nach einer festgelegten Inkubationszeit konnten die Proben aus dem Spei-
chelbad entnommen und untersucht werden.

Um fur die aufwendige Untersuchung mit dem AFM optimale Bedingungen
zu schaffen, wurden diese Schritte vorab mehrfach mit unterschiedlichen
Inkubationszeiten durchgefihrt und nach einer Trocknungsdauer von mind.
20 h zunachst mit dem REM untersucht.

Hierzu erfolgte die Entnahme der Proben aus dem Speichelbad nach 1 und 5
h, anschlieBend wurden sie in einer Petri-Schale unter der biologischen
Werkbank zum Trocknen abgelegt und fur den Trocknungsvorgang mit ei-
nem sterilen Filterpapier abge deckt.
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2.4 Darstellung mit dem Rasterelektronenmikroskop

Abb. 18: Schmelzprobe unter dem Rasterelektronenmikroskop; REM x20

Zur Vorbereitung der Schmelzproben fur die Raster-Elektronen-Mikroskopie
sollten diese im Anschluss an die Versuche zunéachst ca. 20 h, besser 24 h,
unter der biologischen Werkbank trocknen, ehe sie — ebenfalls unter sterilen
Bedingungen — mit einer doppelseitigen Klebefolie auf Probenteller (PLANO
GmbH, Wetzlar, Deutschland) geklebt wurden. Da die Schmelzproben im
Durchmesser relativ gering sind und um bei der spateren Untersuchung mit
dem REM Zeit zu sparen, konnten 2 - 3 Schmelzproben der gleichen Ver-
suchsgruppe auf einen Teller geklebt werden. Die Probenteller wurden
schliel3lich zur Verbesserung der Leitfahigkeit mit einem Streifen Leit c®
(PLANO GmbH, Wetzlar, Deutschland) beschickt, der jeweils von der Probe
bis zum Tellerrand reichte. Anschlief3end wurden die beklebten Probenteller
mit Palladium (BOC Ltd, Crawley, Sussex, England) gesputtert, um sie dann
unter dem Rasterelektronenmikroskop (XL Series, Philips, Eindhoven, Nie-
derlande) begutachten zu kdnnen. Die elektronenmikroskopischen Bilder
wurden mit einem Winkel von 40° aufgenommen. Dabei wurden reprasenta-
tive Abschnitte der Proben in der Regel in den Vergréf3erungen x200, x2000,
x3500 und x6000 gespeichert. In einigen Fallen wurden auch VergrofRerun-
gen von x500, x1000 bzw. x12000 angefertigt, um Details umfassender be-

urteilen zu konnen.
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2.4.1 Auswertung der ersten Versuchsreihen und Ruckschlusse auf den
weiteren Studienverlauf
Far die bakterielle Kontamination der Schmelzproben wurden jeweils 5
Schmelzproben vorbereitet und entsprechend den Vorgaben 1 bzw. 5 h der
der Streptokokkensuspension ausgesetzt.
Der Vergleich der Proben nach einstiindiger Speichel- und Bakterienkonta-
mination bei 3500facher VergréfRerung (Abb. 19, 20 und 45) zeigt deutlich
die Schleifspuren der Vorbereitung. Daruber hinaus ist eine Beschichtung
erkennbar, die sich eher inhomogen prasentiert. Es scheint, als sei ein vor-
her homogener Uberzug eingerissen und hitte sich daraufhin zusammenge-
zogen.
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Abb. 19:

Pellikelbeschichtete Schmelzprobe nach 5 h Pellikelbildung im Speichelbad
und anschliel3ender bakterieller Kontamination in der Streptokokkensuspen-
sion fur 1 h, es zeigt sich ein eher inhomogener Uberzug der Schmelzoberfla-
che, Streptokokken lassen sich nicht definitiv ausmachen;

Probe 2, REM x3500
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In Abb. 20 erkennt man dartber hinaus eine kleine Anzahl kugelférmiger
Gebilde.
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Abb. 20:

Pellikelbeschichtete Schmelzprobe nach 5 h Pellikelbildung im Speichelbad
und anschlief3ender bakterieller Kontamination in der Streptokokkensuspen-
sion fur 1 h, die Schmelzoberflache ist von einer feingranulierten Schicht be-
deckt, dartuber hinaus liegen ihr kugelformige Gebilde auf, die die Form und
Grof3e von Streptokokkus mutans aufweisen; Probe 3, REM x3500

Bei den 5 h-Proben sind auf jeder Probe deutliche Auflagerungen zu erken-
nen (Abb. 21 und 46). Diese zeigen sich als kugelférmige Gebilde von ca. 0,5
- 1 pm GroéfRe in kleineren Anhaufungen. Sie haben jedoch von Probe zu
Probe ein unterschiedliches Aussehen. Man sieht sie konfluiert (Abb. 21 und
46 a, b, c und e), im Anschluss an zellarme Schichtreste (Abb. 46 a) oder
aber auch in einem Fall als kleine flache Plattchen (Abb. 46 d). Auf der
Schmelzoberflache lassen sich teilweise dunkle Flecken erkennen, die jedoch

nicht grofRer als die Auflagerungen selbst sind.



52

b g Accv - -é‘pc-;tihl—é
k £10.0KkV 3.0 3500%
Frad E .*ﬁ‘

£

Abb. 21:

Pellikelbeschichtete Schmelzprobe nach 5 h Pellikelbildung im Speichelbad
und anschlielRender bakterieller Kontamination mit Streptokokkensuspensi-
on fur 5 h, die Schmelzoberflache ist mit einer feingranulierten Schicht be-
deckt auf der kugelige Zellen auflagern, Form und Grol3e der Zellen lassen

auf die Anlagerung von S. mutans schlief3en; Probe 5, REM, 3500x

GrolRe und Form der aufgelagerten Zellhaufen lassen darauf schlief3en, dass
es sich hierbei um die verwendeten Streptokokken handelt. Da diese auf al-
len Proben zu erkennen sind, wurde far den Hauptversuch eine Kontamina-
tionszeit von 5 h in bakteriell kontaminiertem Speichel beschlossen.

2.5 Darstellung mit dem Rasterkraftmikroskop

2.5.1 Vorbereitung
Nach dem Festlegen der optimalen Versuchsbedingungen wurden die so be-

handelten Schmelzproben mit einem Raster-Kraft-Mikroskop (MikroGlider®,
FRT GmbH, Bergisch-Gladbach, Deutschland) untersucht.

Die Fahrtzeit zur Firma FRT wurde in die Vorbereitung mit einbezogen, da
die Messungen leider nicht in der Universitat durchzufihren waren. Insge-
samt 5 Schmelzproben wurden wie in den Vorversuchen festgelegt vorberei-
tet. FUr den Transport wurde das Glas mit der Speichelsuspension und den
Schmelzproben in eine Styroporbox verpackt, die mit einem Warme-Akku
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ausgefullt war. So konnte annédhernd die Temperatur gehalten werden und
durch die Bewegungen beim Transport konnten die Proben weiterhin gut mit
Speichel umspult werden.

Kurz vor der Untersuchung unter dem Rasterkraftmikroskop (MikroGlider®,
FRT GmbH, Bergisch-Gladbach, Deutschland) wurde eine Schmelzprobe ent-
nommen, die Unterseite kurz auf einem Gaze-Lappchen abgetropft und mit
Sekundenkleber vorsichtig auf einem Glastrager befestigt, welcher auf dem
Rastertisch des Messgerates fixiert wurde (Abb. 22).

B A

bir/7

Abb. 22: Versuchsaufbau der Messungen mit dem FRT MicroGlider®.
Beide Messkopfe sind deutlich zu erkennen, auf dem Probenteller ist eine

Schmelzprobe befestigt
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2.5.2 Messungen mit dem FRT MicroGlider®
Zunachst wurde n Aufnahmen mit dem Weil3lichtsensor bei einer Kantenlan-
ge von 6 x 6 mm und einer Auflésung von 50 x 50 Bildpunkten erstellt,

um eine grobe Position fur die weiteren Messungen festzulegen.

358 pm

0 pm

Abb. 23:

Grobe Orientierungsaufnahme einer bakteriell kontaminierten Schmelz-
probe des MicroGliders® mit dem Weil3lichtsensor, die Hohenabstufungen
der Probe werden mit unterschiedlichen Rottonen sichtbar gemacht, der
Kreis markiert den Aufnahmeort fur die weiteren Aufnahmen, die im Fol-
genden gezeigt werden, CWL, 6x6 mm, 50x50 Bildpunkte

AccV SpotMagn Det WD Exp FH——— 1mm
10.0kV 3.0 20x SE 175 1 FRT Probe 1

Abb. 24:

Vergleichende Orientierungsaufnahme der bakteriell kontaminierten
Schmelzprobe, ein Vergleich mit den Darstellungen des MicroGliders®ist
gut moglich, auch hier markiert der Kreis den Ort fur die spateren Auf-
nahmen mit dem AFM und ihrer Vergleichsdarstellungen mit dem REM,
die im Folgenden gezeigt werden; REM x20
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AnschlieRend konnte eine Ubersichtsaufnahme mit einer Kantenlange von
250 x 250 um erstellt werden. Diese diente vor allem dem spateren Reprodu-
zieren der Position, um diese auch unter starkeren Vergréf3erungen im Ras-

ter-Elektronen-Mikroskop wieder finden zu kénnen.
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Abb. 25:

Ubersichtsaufnahme der bakteriell kontaminierten Schmelzprobe mit dem
Weildlichtsensor des MicroGliders®, helle Flecken markieren Erhebungen der
Schmelzprobe, dies lasst auf das Vorhandensein von aufgelagerten Strukturen

schlieRen; CWL, 250x250um, 256x256 Bildpunkte

Abb. 26:

Vergleichende Ubersichtsaufnahme der bakteriell kontaminierten Schmelz-
probe mit dem Rasterelektronenmikroskop, Auflagerungen sind auf der

Schmelzoberflache deutlich zu erkennen; REM x500
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In der Folge wurden die Proben mit der Tastspitze der AFM-Sonde (Pointpro-
be®, Nanosensors, Neuchatel, Schweiz) bei einer Auflagekraft von ca. 1 mN
abgerastert und die Oberflachenstruktur in kleineren Messfeldern (69 x 69
pm und 10 x 10 pm) jeweils bei einer Grenzwellenlange von 5 pm und einer
Auflésung von 256 x 256 Bildpunkten dargestellt.

an 345 E2.0
nm

Abb. 27:

Darstellung der abgerasterten Schmelzprobe nach Aufbereitung der Rohda-
ten des AFM, je nach Hohe der Auflagerungen erscheint das Bild heller und
dunkler, schwarze Punkte entstehen durch Messfehler der Tastspitze; AFM,
69x69um, 256x256 Bildpunkte

.71 pm

Abb. 28:

Hochaufgeloste Darstellung des abgerasterten Probenausschnitts der
Schmelzprobe durch das AFM nach Aufbereitung der Rohdaten, der helle
Fleck in der Bildmitte markiert eine Auflagerung von bis zu ca. 0,7 pum Ho6-
he, darum herum etwas dunklere Flecken auf schwarzem Untergrund;

AFM, 10 x 10 pm, 256 x 256 Bildpunkte
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Diese Auflésungen entsprachen einer Vergrof3erung im Rasterelektronenmik-
roskop von x2000 und x12000. Die Tastspitze der Sonde (Pointprobe®, Nano-
sensors, Neuchatel, Schweiz) hatte einen maximalen Radius von 15 nm und

Ubertrug die Oberflachenstrukturen durch ein optisches Interferometer.

2.6 Aufbereitung der AFM-Darstellung durch Mark 111
Die mit dem AFM gemessenen Rohdaten wurden mit einer speziellen Soft-
ware (FRT Mark Ill, FRT GmbH, Bergisch-Gladbach, Deutschland) aufberei-
tet. So kdnnen die Grafiken in der Aufsicht (Abb. 27, 28) oder morphologisch
im 3D-Format (Abb. 29) dargestellt werden.

Abb. 29:

3D-Darstellung der hochaufgelésten AFM-Rohdaten der abgerasterten
Schmelzprobe; die helleren Flecken aus der Rohdatendarstellung (Abb. 28)
zeigen sich hier als dreidimensionale Erhebungen; Aufbereitung der Rohda-
ten durch die Analysefunktionen des Software programms Mark 111

Mit Hilfe der Analysesoftware des Programms ist es dartber hinaus mdoglich,
die Oberflachenbeschaffenheit der Proben zu untersuchen. Dabei errechnet
die Software Uber die Rohdaten der AFM-Messung Rauhigkeitswerte und

kann Profilanalysen durchfthren.
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2.6.1 Profilanalyse
Zur Bestimmung von Hoéhe, Breite oder Lange der Auflagerungen, ist es sinn-
voll die Profilanalysefunktion zu nutzen. Hierzu wird eine Linie durch die zu
betrachtende Stelle der Probe in den Rohdaten gezogen. Die Analysesoftware
erstellt aus den extrahierten Daten ein Diagramm, welches zu den gewunsch-
ten Informationen fuhrt.
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Abb. 30:
Rohdatenbild des AFM mit Lage der Profillinien (a) sowie die Darstellung der

Profile in einem Diagramm (b)

2.6.2 Oberflachenanalyse

In der Oberflachenanalyse wird der Verlauf der Schmelzprobenoberflachen
profilometrisch erfasst und ausgewertet. Dies geschieht mit Hilfe von spezifi-
schen Kennwerten, die die verschiedenen Oberflachenstrukturen miteinander
vergleichbar machen.

In diesem Zusammenhang interessiert im Wesentlichen die Analyse der Rau-
heitsdaten. Hierzu mussen die Rohdaten zunachst in Rauheit und Welligkeit
getrennt werden. Durch Filter, die die langwelligen (hochfrequenten) von den
kurzwelligen (niederfrequenten) Oberflachenanteilen trennen, entsteht aus
den Rohdaten das rauheitsgefilterte Profil, welches nur die kurzwelligen
Oberflachenanteile enthalt. So kdnnen die Oberflachenkennwerte fur die
Rauheit ermittelt werden. Interessant sind hier vor allem die Uber die Flache
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gemittelten Werten fur die gemittelte Rautiefe (sRz), die maximale Rautiefe
(sRmax), die Glattungstiefe (sRp) und die maximale Riefentiefe (SRv).

Die gemittelte Rautiefe gibt Auskunft Uber die durchschnittliche vertikale
Oberflachenzerkltftung. Hierbei wird der Abstand der Profilspitzen zu den
Profiltalern dargestellt. Werden diese Einzelmessstrecken uUber die Flache
gemittelt, ergibt sich sRz.

Die maximale Rautiefe errechnet sich aus dem Abstand von der hochsten
Profilspitze zum tiefsten Profiltal.

Als Glattungstiefe wird der Abstand der héchsten Profilerhebung zur mittle-
ren Flache bezeichnet.

Die maximale Riefentiefe schlielich errechnet sich aus dem Abstand der
mittleren Flache zum tiefsten Profiltal.

In einer Tabelle zusammengefasst sind die so ermittelten Werte vergleichbar.

2.6.3 Vergleichende Untersuchung mit dem REM
Im Anschluss an die Auswertung der kontaminierten Schmelzproben durch
das AFM und die zugehorige Software wurden die Proben fur eine verglei-
chende Untersuchung mit dem REM aufbereitet. Daftir wurden sie wie unter
2.4 beschrieben getrocknet, auf Probenteller geklebt, gesputtert und unter
dem REM untersucht. So konnten die Proben im Hinblick auf die verwende -

ten Aufnahmeverfahren verglichen werden.

Morphologische Darstellung des zuvor unter dem AFM abgerasterten Schmelz-
probenausschnittes mit dem REM, die 6000fache Vergroéf3erung entsprechen
ungefahr der Auflosung des AFM bei 10 x 10 um und 256 x 256 Bildpunkten
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3 Ergebnisse

Im Rahmen der Untersuchungen wurden die Schmelzproben mit verschie-
denen Techniken dargestellt. Hierzu wurden verschiedene Darstellungsfor-
men der AFM-Technik genutzt, die es neben der reinen Darstellung ermdgli -
chen, die Proben daruber hinaus (profilo-)metrisch auszuwerten. Die Ergeb-
nisse wurden rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen gegen-
Ubergestellt.

Beispiele fur die genutzten Darstellungsformen sind im Abbildungsverzeich-
nis (Abb. 47) aufgefuihrt.

3.1 Rasterkraftmikroskopie (morphologisch, 3D)
Da alle Proben und Ausschnitte ein ahnliches Aussehen zeigen, soll hier ex-
emplarisch nur jeweils ein Ausschnitt pro Probe ausgewertet werden.
Morphologisch erkennt man in allen 3 Ausschnitten einen deutlich hellen
Fleck im Zentrum des Ausschnitts (Abb. 48, siehe Bildanhang), der in sei-
nem grof3ten Durchmesser ca. 0,7 bzw. 0,8 um (Abb. 48 a und c) sowie 0,4
um (Abb. 48 b) breit ist. Um diesen Fleck herum befinden sich weitere klei-
nere, etwas weniger helle Flecke.
Auffallig bei den Proben 1 und 3 ist das Vorherrschen einiger sehr dunkler
Zonen um die sehr helle Flache im Zentrum. Im Gegensatz dazu ist die Um-
gebung in Probe 2 nur ein wenig dunkler als der hellste Fleck.
Die Auftragung der Rohdaten in ein 3D-Diagramm (Abb. 32 und 49) zeigt,

Abb.32: e
morphologische Darstellung des Probenabschnittes PO1-04 in 3D, man er-
kennt eine deutlich ausgepragt wellige Oberflache mit Spitzen bei bis zu 0,8

pm; AFM, 10 x 10pum, 256 x 256 Bildpunkte
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dass die hellen Flecken Erhebungen innerhalb der Ausschnitte darstellen.
Diese sind in den Proben 1 und 3 deutlich starker ausgepréagt als in Probe 2.
Um diese Erhebungen herum ist keine einheitlich flache Umgebung zu er-
kennen, sie ist gepragt von weiteren, wenn auch niedrigeren, Erhebungen

und Wellen.

3.1.1 Profilanalyse
Die morphologischen Erscheinungsbilder kénnen durch die Profilanalyse

bestatigt werden. Bei der Profilanalyse wurde je ein Profil in einer Uberwie-
gend dunkel erscheinenden Zone gezogen und je 2 moglichst senkrecht auf-
einander stehende Profile durch den hellsten Fleck bzw. die grof3te Erhe-

bung.

Pl
Diglanr [amn]

Abb. 33:
Rohdatenbild des Probenausschnittes PO1-04 mit dem Verlauf der Profilli-
nien fur die Profilanalyse (a) und grafische Darstellung der gezogenen Profile

in einem Diagramm (b)

Die Auswertung der Profile (Abb. 50-52) zeigt, dass die Auflagerung aus Pro-
be 2 deutlich niedriger ist als in den Ubrigen Proben. Somit sind in Probe 2
auch die Unterschiede zwischen der hdchsten Erhebung und der tiefsten
Furche viel geringer als in den Proben 1 und 3, was zu geringeren Kontrast-

unterschieden im AFM fuhrt.
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Vermisst man die Erhebungen, die sich als Kurve in der Profilanalyse zeigen,
so ist die auffallige Auflagerung in Probe 1 ca. 2,7 um breit, 6,3 pm lang und
bis zu 0,65 pm hoch (Abb. 50 b). Vor und hinter dieser Erhebung weist das
Profil sehr niedrige Werte auf (0,10 um bis 0,18 um). Das Profil, das in Probe
1 durch die dunklere, also tiefer liegende, Ebene gezogen worden ist, zeigt
keine so grol3en Hohenunterschiede. Es stellt sich in seichten Wellen dar,
die sich im Profilverlauf zwischen ca. 0,18 — 0,37 um bewegen. Der Profilver-
lauf der Erhebung verlauft jedoch auch nicht in einer gleichmafligen Kurve.
Man erkennt deutlich kleinere Profilabweichungen, die zu einem gezackten
Profil im Profil fUhren.

Der Profilverlauf in Probe 3 (Abb. 52 b) verlauft im Prinzip sehr &hnlich. Da
dort der zentrale helle Fleck jedoch aus mehren, nebeneinander angeordne-
ten Erhebungen besteht, verlaufen die aufeinander gestellten Profile nicht
senkrecht zueinander. Es ist jedoch ein grof3er Hohenunterschied zum Pro-
filverlauf der dunklen Zonen zu erkennen. Dieser bewegt sich in einer Span-
ne von 0,06 pum - ca. 0,43 um, wahrend der hdchste Punkt der Erhebung bei
ca. 0,83 um liegt. Man kann deutlich die verschiedenen Erhebungen inner-
halb des ,hellen Flecks* erkennen, deren héchste Punkte sich alle in einem
Bereich von ca. 0,6 pum bis ca. 0,8 pm befinden.

3.1.2 Oberflachenanalyse

Zur Auswertung der Rauheitsdaten empfiehlt sich eine Beschrankung auf
die Daten der hochaufgeltsten Bilder des AFM, da hier die grof3te Aussage-
kraft zu erwarten ist.

Die gemittelte Rautiefe (sRz) betragt bei den gemessenen Ausschnitten der
Schmelzproben zwischen 0,137 und 0,894 um (Tab. 4). Im Mittel bewegt sich
sRz bei 0,405 pum. Streicht man bei der Berechnung jedoch den hochsten
(0,894 um, P01-06a) und den geringsten (0,137 um, P01-06b) Wert, so lasst
sich der realistischere Mittelwert 0,384 um errechnen. Dies zeigt auch Abb.
36. Lediglich Probe 1 zeigt grof3e Schwankungen, die in der korrigierten Mit-
telwertberechnung nicht bertcksichtigt werden.
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Abb. 34:
Gemittelte Rautiefe (sRz); graphische Darstellung der ermittelten Daten

aller Proben fur sRz

Auch bei der Ermittlung von der maximalen Rautiefe lassen sich der jeweils
héchste (1,163 um, PO1-06a) und niedrigste (0,137 um, P01-06b) Wert in
den Ausschnitten aus Probe 1 feststellen (Tab. 5, Abb. 35). Mittelt man die
Werte fur sRmax Uber alle Ausschnitte und streicht auch hier die ,Extrem-
werte®, so pendelt sich der Mittelwert wie bei der gemittelten Rautiefe bei ca.

0,5 pum ein.
1,4 O o01-04
01-06
1,2 = 3
O 01-06b
g 10 O
3
£ 08 W 02-04
T O3 02-05
jé 0.6 ’—l W 02-06
< 0,41 ]
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0,2
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0,0 O 03-06
Abb. 35:

Maximale Rautiefe (SRmax); graphische Darstellung der ermittelten Daten
aller Proben fur sRmax
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Der Abstand der hdchsten Profilerhebung zur mittleren Flache wird als Glat-
tungstiefe (sRp) bezeichnet. Der Trend der vorherigen Rauhigkeitsmessun-
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0,0+
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étljz'ibt-tfr%stiefe (sRp); grafische Darstellung der ermittelten Daten aller Pro-
ben fur sRp

gen scheint sich auch hier fortzusetzen, wobei die Werte aller Auswertungs-
formen zusammenhangen. Die Ausschnitte der Proben 2 und 3 zeigen einen
relativ einheitlichen Abstand (Abb. 36), Probe 1 hat wiederum den héchsten
(0,412 pm, P01-06a) und auch den niedrigsten (PO1-06b) Wert aufzuweisen
(Tab. 6). Im Mittel (die Ausreif3er wurden bei der Berechnung gestrichen) lag
die Glattungstiefe der Probenausschnitte bei 0,322 pm.

Ein &hnliches Bild zeigt die Auswertung der maximalen Riefentiefe (Abb. 37,

0,40
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Abb. 37:
Maximale Riefentiefe (SRv); grafische Darstellung der ermittelten Daten aller
Proben flr sRv)
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Tab. 7). Auch hier weist Probe 1 Maximal- (0,367 um, P0O1-06a) und Mini-
malwert (0,078 um, PO1-06b) auf, wobei in diesem Fall die Unterschiede zum
Mittelwert (0,204) der restlichen Proben nicht sehr grof3 sind und maximal

0,163 um betragen.

3.2 Rasterelektronenmikroskopie
Die Proben zeigen auch unter dem REM ein relativ einheitliches Bild (Abb.
38 und 53). Die hellen Flecken der AFM-Rohdaten zeigen sich im REM als

xp
18.1 1 FRT Probe 1 6000

»

Ox I:

Schmelzprobe nach 5 h Pellikelbildung im Speichelbad und anschliel3end
bakterieller Kontamination fur 5 h in der Streptokokken-Suspension, es

sind deutliche, konfluierende Auflagerungen zu erkennen; REM x6000

Anhaufungen kleiner kugeliger Zellen. Bei einer 6000fachen Vergrof3erung
lasst sich erkennen, dass diese Kugeln bei einer Grof3e von ca. 0,5 - 1 ym
haufig ineinander Ubergehen und so gréf3ere, homogene Zellhaufen bilden.
Die Schmelzoberflache ist in vielen Fallen nicht mehr zu sehen, da sich dar-
auf ein weitgehend einheitlicher Zellrasen gebildet hat. Darauf haben sich
die groReren Zellhaufen aufgelagert.

Die Zellhaufen in den Proben 1 und 3 sind deutlich starker ausgepragt als in
Probe 2. Dies erkléart die geringere Hohe in der 3D-Darstellung der zweiten
Probe. Bei dieser ist deutlich zu erkennen, dass die durchscheinende
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Schmelzoberflache lediglich mit einer Zellschicht bedeckt ist. In den Proben
1 und 3 Uberwiegt als Untergrund ein Zellrasen, wobei die Schmelzoberfla-
che an einigen Stellen jedoch weiterhin durchscheint.

3.3 Vergleich der bakteriell kontaminierten Schmelzproben mit den
Vorstufen (beschliffen, pellikelbeschichtet)

Zum Vergleich mit bakteriell kontaminierten Proben wurden Vorversuche
zur Pellikelbildung auf den vorbehandelten Schmelzproben durchgefiihrt.
Um die Bildung der Pellikel nachvollziehen zu kdnnen, wurde dabei die Half-
te der Probe mit dunnflieRendem Silikon (President, Light Body, Coltene
Whaledent GmbH & Co. KG, Langenau, Deutschland) abgedeckt. Die
Schmelzproben blieben 6 h im Speichelbad. AnschlieRend wurde auch hier
die Auswertung mit dem REM und dem AFM durchgefuhrt.

3.3.1 Morphologie

3.3.1.1 Morphologie der mit Silikon abgedichteten Seite
Betrachtet man die Bilder aus dem REM (Abb. 54 e), sieht man deutlich die
Schleifspuren, die wahrend der Vorbehandlung auf den Schmelzproben ent-
standen sind. Auch in den Rohdaten (Abb. 54 a) und dem 3D-Profil (Abb. 39)
der AFM-Auswertung sind regelmafige Erhebungen und Vertiefungen zu er-
kennen, die die Schleifspuren im Oberflachenprofil darstellen. Dartiber hin-

9
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Abb. 39:
morphologische (3D-) Darstellung eines zuvor mit Silikon abgedeckten
Schmelzprobenausschnittes Z01-PR nach 6 h in der Speichelsuspension,

die Schlei3spuren der unbehandelten Schmelzproben lassen sich gut er-
kennen; AFM, 10 x 10 pm, 256 x 256 Bildpunkte
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aus lassen sich jedoch keinerlei Auflagerungen ausmachen.

3.3.1.2 Morphologie der mit Speichel kontaminierten Seite

Nach Kontamination der Schmelzoberflache mit Speichel fir 6 h erkennt
man unter dem REM (Abb. 55 e) eine unregelmé&Rige Oberflache. Diese ent-
steht durch viele einzelne fragmentdhnliche Auflagerungen, die von einer
dunnen durchgangigen Schicht bedeckt zu sein scheinen. Die Schleifspuren
der Vorbehandlung lassen sich unter den unregelmé&Rigen Auflagerungen
nur noch schwer ausmachen.

Auch im 3D-Profil (Abb. 40) ist im Gegensatz zu den mit Silikon abgedeckten
Ausschnitten eine wesentlich unregelmafigere Oberflache zu erkennen.

Abb. 40:

morphologische (3D-) Darstellung eines Schmelzprobenausschnittes Z01-SP
nach 6 h in der Speichelsuspension, es lassen sich feingranulierte, homogene
Auflagerungen ausmachen; AFM, 10 x 10 um, 256 x 256 Bildpunkte

3.3.2 Profilanalyse
Das Profil der mit Silikon abgedichteten Seite ist zwischen 20 und 35 nm

hoch, die Kurve der mit Speichel kontaminierten Seite der Probe liegt zwi-
schen 30 und 55 nm. Dies lasst auf eine Auflagerung auf der sauberen
Schmelzoberflache schliel3en, da das Profil der Probe Z01-SP (Abb. 42) Uber
der Hohe von Z01-PR (Abb. 41) liegt. Diese Auflagerung ist ca. 25 nm dick.
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Im Vergleich zu den bakteriell kontaminierten Proben, die eine Hbhe des
Profilverlaufs von bis zu 800 nm (Abb. 50-52) aufweisen, sind die Profile der
Vorstufen eher geradlinig mit wenig Ausschlag nach oben oder unten.

- Hahe |r|rr|]

oo I D;'.? I I:l_:d ] I III.:E I I:I_.E I 140
Abb. 41: wetons lam]

Profilanalyse: Rohdaten des Probenausschnittes Z01-PR mit dem Verlauf
der Profillinien senkrecht aufeinander stehend (a), grafische Darstellung

des Profilverlaufs in einem Diagramm (b); die Profile liegen im Bereich von
20-35 nm und verlaufen mit sehr geringen Schwankungen

1 8 1 8 1 8 1 8
o0 oI 0. D.E 0.8
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Abb. 42:

Profilanalyse: Rohdaten des Probenausschnittes Z01-SP mit dem Verlauf
der Profillinien senkrecht aufeinander stehend (a), grafische Darstellung
des Profilverlaufs in einem Diagramm (b); die Profile liegen bei 30 - 60 nm
und weisen geringe Schwankungen auf
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3.3.3 Analyse der Rauhigkeit
Die rauheitsgefilterten Daten des AFM lassen im Wesentlichen kleinere Wer-
te erkennen als die Daten der Proben, die zusatzlich bakteriell kontaminiert
wurden.
Far den Vergleich dieser Schmelzproben bzw. —ausschnitte mit den zusatz-
lich bakteriell kontaminierten Schmelzproben sind die Werte fur die durch-
schnittliche Oberflachenzerkltftung (gemittelte Rautiefe, sRz) am aussage-
kraftigsten. Hierbei kdnnen Ruckschlusse auf die Dicke der Auflagerungen
gezogen werden.
sRmax, sRp und sRv haben fur die Vergleichbarkeit der Proben und daraus
resultierende Ruckschlisse wenig Bedeutung.
Die Ausschnitte aus Probe 1 zeigen fur die zuvor mit dinnflieendem Silikon

E201-04 SP
[ Z01-05 SP
|
00201-10 PR
W z01-11 PR

Abstand in p

Abb. 43:

Gemittelte Rautiefe; grafische Darstellung der ermittelten Daten aller
Proben der Vorstufen (mit Silikon abgedeckte Schmelzproben, mit Spei-
chel kontaminierte Schmelzproben) fur die gemittelte Rautiefe (sRz) der
Vergleichsproben

abgedeckte Seite einen sRz-Wert von 0,047-0,042 um (Tab. 7). Die dem Spei-
chel ausgesetzten Ausschnitte der Probe 1 haben von der héchsten Profiler-
hebung bis ins tiefste Profiltal einen Gber die Flache des Ausschnitts gemit-
telten Abstand von 0,062 pm bzw. 0,078 um. Vergleicht man zunachst diese
Werte miteinander (Abb. 43), kann man darauf schlief3en, dass das sich bil-
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dende Schmelzoberhautchen ca. 15-25 nm dick ist. Beim Vergleich mit den
sRz-Werten der bakteriell kontaminierten Schmelzproben (Abb. 44) lasst sich
feststellen, dass das Oberflachenprofil der bakteriell kontaminierten
Schmelzproben deutlich stéarker zerkluftet ist. Der durchschnittliche Ab-
stand zwischen héchster Erhebung und tiefstem Tal betragt hier 0,405 pm.
Legt man den sRz-Wert der lediglich mit Speichel in Beruhrung gekomme-
nen Schmelzoberflachen zugrunde, kann man davon ausgehen, dass die
bakteriell bedingten Auflagerungen also ca. 0,3 pm betragen. Im Vergleich
mit dem hochsten und tiefsten gemessenen Wert liegt die Schichtdicke der
Auflagerungen zwischen 0,05 pm und 0,82 pm.

0,45
0,4 +
0,35 T
03 T
0,25 T
02T
0,15 T
0,1 +

0,05 T
T omm . N

Schmelzoberflache, Schmelzoberflache, Schmelzoberflache,
glatt pellikelbeschichtet bakteriell kontaminiert

Abb. 44

Gemittelte Rautiefe (sRz); Vergleich der gemittelten Daten von sRz aller
Versuchsreihen
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4 Diskussion

4.1 Primare Ergebnisse
Mit den vorliegenden Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass es mdaglich ist
auf einer definierten Oberflache (hier: Zahnschmelz) eine Pellikel zu induzie-
ren und diese anschlieBend bakteriell zu kontaminieren. Somit konnte ein
Modell-System entwickelt werden, welches es ermdglicht, Anlagerungsme-
chanismen der Primarkolonisatoren von Zahnoberflachen genauer zu unter-

suchen.

4.2 Bewertung der Darstellungsformen
Mittels Rasterelektronenmikroskopie konnten bereits in verschiedenen Stu-
dien Vorgénge bei der Pellikelbildung und Plagueakkumulation beschrieben
werden (z. B. Hannig 1998, Berthold 1979, Lie 1979, Sukontapatipark et al.
2001). Hierbei wurden z. B. bei Sukontapatipark et al. (2001) deutliche Bil-
der der Plaqueakkumulation mit runden Kokken und Stabchen beobachtet.
In diesem Zusammenhang wird zudem die grol3e Tiefenscharfe und die M6g-
lichkeit der dreidimensionalen Darstellungsform des REM angesprochen. Al-
lerdings kdénnen die Mikroorganismen nicht direkt identifiziert werden son-
dern werden lediglich auf morphologischer Basis klassifiziert (Carassi et al.
1989).
Auch die Technik der Rasterkraftmikroskopie ermdglicht hochauflésende
Darstellungen von Probenoberflachen, die bisherigen morphologischen Vor-
stellungen entsprechen. Die morphologische Darstellung wird durch das
Aufbereiten der Daten mit spezieller Software moglich. Die abgerasterten
Proben kénnen so z. B. dreidimensional dargestellt werden. Durch Darstel-
lungen bis in den Nanometer-Bereich lassen sich mit dem AFM auch feine
Strukturen bzw. Oberflachenverdnderungen sichtbar machen (Nufez et al.
2005). Das Verfahren der Rasterkraftmikroskopie ist damit mit Darstellun-
gen des Raster-Elektronen-Mikroskops vergleichbar.
Hauptvorteil des AFM gegentiber dem REM ist die Darstellung der zu unter-

suchenden Proben unter naturlichen Bedingungen, speziell auch im wéassri-
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gen Milieu (Mavrocordatus et al. 2004, Nafez et al. 2005). Die Proben mus-
sen zudem nicht chemisch fixiert, gefarbt, geschnitten oder unter Vakuum -
wie z. B. im REM - dargestellt werden (Nufiez et al. 2005). Durch die Ver-
wendung der noch feuchten Proben beugt man aul3erdem Fehlerquellen
durch Trocknungsartefakte vor.

Durch das Abrastern der Proben mit dem AFM erhalt man Bilder der &uf3e-
ren Oberflache mit Abweichungen bis in den Nanometerbereich. Damit kann
die Rasterkraftmikroskopie wichtige Informationen tber auf3erliche Struktu-
ren wie Fimbrien, Fibrillen und Geifl3eln geben. Dartiber hinaus ist das AFM
aufRerst sensibel auf Unterschiede in Struktur und Eigenschaften der Zell-
membran, da die Tastspitze mit der Oberflache der Probe reagieren kann.
Wechselwirkungen der Tastspitze mit der Probenoberflache erlauben zusatz-
lich Ausklnfte Uber Struktur, Adhasion und Elastizitat der Probe (NuUfiez et
al. 2005). Vadillo-Rodriguez et al. (2004) untersuchten Uber diese Wechsel-
wirkungen die Adhasion von S. mitis an Oberflachen.

Durch die mitgelieferte Software erschliefl3t sich ein weiterer Vorteil der Ras-
terkraftmikroskopie. Spezielle Analysefunktionen machen es maoglich, die
abgerasterten Rohdaten so aufzubereiten, dass Oberflachenstrukturen di-
rekt (profilo-)metrisch erfasst werden kénnen. Diese Analysen sind bei der
Rasterelektronenmikroskopie nur indirekt méglich und sehr aufwendig.

4.3 Bewertung der Ergebnisse
In einer rasterelektronischen Studie zu Reaktionen der Pellikel (Hannig
1998) wurden ahnlich wie in der vorliegenden Studie Schmelzprobenkdrper
mit paraffin-stimuliertemm und steril-filtriertem Speichel untersucht. Dabei
konnte festgestellt werden, dass die in-vitro Pellikel weitgehend mit der
Oberflachenmorphologie der in-vivo auf Zahnschmelz gebildeten Pellikel-
schichten, die u. a. von in den von Lie (1979) zusammengefassten Studien
rasterelektronenmikroskopisch dargestellt wurden, Ubereinstimmt. Die Pel-
likel wird als feingranuléare Oberflachenbedeckung mit globuléren Auflage-
rungen beschrieben (Hannig 1998) oder als dichte Schicht runder Klumpen,
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auch Pilz-Muster genannt, mit mittlerer elektronischer Dichte, die einer kon-
tinuierlichen basalen Schicht aufliegt (Berthold 1979). Die morphologische
Analyse der untersuchten Schmelzproben (z. B. Abb. 46e) zeigt deutlich eine
feingranulare Bedeckung der Schmelzoberflache, die Schleifspuren der Vor-
bereitung sind nicht mehr zu erkennen. Dies lasst darauf schlief3en, dass es
gelungen ist, auf den standardisierten Schmelzproben die Auflagerung einer
Pellikel zu induzieren.

Sukontapatipark et al. (2001) haben bei einer rasterelektronischen Studie
zur bakteriellen Kontamination an Zahnen mit festsitzenden Apparaturen
schon in einer fruhen Phase der supragingivalen Plaque -Akkumulation Kok-
ken auf allen Proben dargestellt. In unseren rasterelektronischen Abbildun-
gen (Abb. 53 a-c) lassen sich Uberlagernde kokkoide Auflagerungen erken-
nen, was auf die Anlagerung von S. mutans an die Schmelzoberflachen
schlief3en lasst. In diesen Abbildungen wie auch in den REM-Darstellungen
aus den Vorversuchen sind teilweise die Schleifspuren der Schmelzproben-
vorbereitung wieder zu erkennen. Vor allem in den Abbildungen der Vorver-
suche (Abb. 45, 46) ist die Pellikelschicht oft durchbrochen und die Schleif-
spuren sind erkennbar. Dies kann auf eine chemische Degeneration der Pel-
likel durch die Mikroorganismen zuruckgefihrt werden, in einigen Fallen
kann es auch zu einer konfluierenden Struktur zwischen Zellwand und Pel-
likel gekommen sein, wie es bei Lie (1979) beschrieben wird.

Fur die Rasterelektronenmikroskopie mussen die Proben zuné&chst getrock-
net, gesputtert und anschlieRend unter Vakuum betrachtet werden. Bei die-
sem Vorgang kann es zu Trocknungsartefakten kommen, die die Darstellung
der bakteriellen Anlagerung verfalschen kdénnen. Als alternatives Darstel-
lungsverfahren bot sich daher die Rasterkraftmikroskopie an. Nuriez et al.
(2005) bezeichnen die Rasterkraftmikroskopie als eine kraftvolle Technik um
biologische Proben im Mikro- und Nanometerbereich unter nichtzerstéren-
den Bedingungen darzustellen. Mittels AFM-Technik ist es moglich kleinere
Bakterienmerkmale wie Fimbrien, Fibrillen und Geif3eln, Unebenheiten und

Krater, Ausscheidungen und Zelltrimmer mit hoher Aufldsung zu erfor-
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schen. Die Bakterien konnen dabei nicht nur einzeln sondern in Gruppen,
Populationen und gemischten Gemeinschaften, bei verschiedenen Konzent-
rationen und Wachstumsbedingungen untersucht werden. Eine Gruppe um
Mavrocordatis (2004) stellte einen vielseitigen Einsatzbereich des AFM fest
und entdeckte das AFM als ideales, komplementares Werkzeug fur die mor-
phologische Untersuchung, da es die Beobachtung von Partikeln in ihrer na-
tarlichen Umgebung mit atomarer Auflésung erlaubt. Somit ist es moglich,
bakterielles Wachstum auch in wassrigen Phasen zu untersuchen. Fur Ar-
nold & Bailey (2000) erwies sich das AFM als nutzliches Instrument zur
Identifikation der Faktoren, die im bakteriellen Anlagerungsprozess eine Rol-
le spielen. Es kann dazu genutzt werden, die Oberflachenmorphologie zu
bestimmen und Unterschiede der pathogenen Mikroorganismen aufzuzeigen,
die in einem Oberflachenbiofilm vorkommen.

Bei der Auswertung der bakteriell kontaminierten Proben mit dem AFM las-
sen sich deutliche Erhebungen auf der Probenoberflache darstellen. Im Ver-
gleich mit den pellikelbeschichteten Proben sind diese Auflagerungen 0,05
0,82 um hoch. In der Literatur hat S. mutans i. d. R. einen Durchmesser
von 0,5-0,75 um (Marsh & Martin 2003), somit kdnnte es sich bei den Auf-
lagerungen tatséchlich um S. mutans handeln. Diese scheinen teilweise
schon aggregiert bzw. bedecken nicht die vollstdndige Probenoberflache,
womit sich die grol3e Spanne der Hohe bei den Auflagerungen erklaren lasst.
Die Auflagerungen stellen sich als ,Hugel” in den 3D-Bildern des AFM dar.
Dies macht einen grof3en Nachteil der AFM-Technik sichtbar: Es lassen sich
lediglich topographische Ansichten der Probenoberflache darstellen, da die
Tastspitze nur die aul3ere Schicht abrastern kann und nicht in tiefere, unter
sich gehende Stellen eindringt.

Zur Analyse von bakterieller Anlagerung ist demnach auch weiterhin eine
Kombination aus AFM und REM sinnvoll. Mittels AFM kdnnen Wachstums-
vorgange in wassriger Losung beobachtet werden. Werden interessante Ver-
anderungen unter dem AFM ausgemacht, konnen die Proben zu diesem

Zeitpunkt der wassrigen Phase entnommen, getrocknet, gesputtert und un-
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ter dem REM morphologisch genauer betrachtet und untersucht werden.
Somit kann auch der Faktor Zeit minimiert werden, der bei einer reinen

REM-Untersuchung sehr hoch ware.

4.4 Ausblick

Durch gezielte Weiterentwicklung des oben genannten Modell-Systems
kénnte es mdglich werden, die Anlagerungsmechanismen der Mikroorga-
nismen an die Zahnoberflache bzw. die Pellikel auch Uber einen langeren
Zeitraum zu beobachten. Die Zukunfts-Form unseres Modell-System kénnte
in einer Einheit von AFM und Versuchskammer bestehen. Hierzu konnte der
Probenteller des AFM in eine Brutkammer integriert werden. Diese wirde bei
einer konstanten Temperatur von 37°C den mit den Primarkolonisatoren
kontaminierten Speichel enthalten. Die zu untersuchende Probe musste
nach der Beschichtung mit einer Pellikel fest auf dem Probenteller befestigt
werden, so dass das Messfeld der AFM-Sonde auch bei mehreren Messungen
immer wieder reproduzierbar ist. Durch Bewegung der Brutkammer kann es
zu einem Umspulen der Proben mit bakteriell kontaminiertem Speichel
kommen. Somit werden die Voraussetzungen fur einen Anlagerungsprozess
der Primérkolonisatoren an die Zahnoberflache geschaffen, der durch regel-
malf3iges Abrastern der Probe sichtbar gemacht werden kénnte.
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5 Zusammenfassung
Karies ist eine der haufigsten Infektionskrankheiten der Welt. Um Karieser-

krankungen verhindern zu kénnen, ist es notwendig die Anlagerungsme-
chanismen der kariesinduzierenden Mikroorganismen zu kennen. Am Bei-
spiel von S. mutans sollte ein Modell-System entwickelt werden, mit dem die
bakteriellen Anlagerungsmechanismen an der Zahnoberflache durch geeig-
nete hochauflosende Darstellungsverfahren im Nativzustand beobachtet
werden kénnen.

Far das Versuchsmodell wurde zunéchst auf planen, hochreinen Schmelz-
proben eine Pellikel induziert. AnschlieRend wurden die pellikelbeschichte-
ten Schmelzproben fur 6 h bei 37°C im Schittelbad mit S.-mutans konta-
miniert, bevor sie mittels Rasterkraftmikroskopie analysiert werden konnten.
Nach dem Abrastern wurden die Proben getrocknet, gesputtert und zusatz-
lich rasterelektronenmikroskopisch untersucht.

Die Auflagerungen der Schmelzproben zeigten im REM ein kokkoides Er-
scheinungsbild. Die (profilo-)metrische Analyse der AFM-Software zeigte eine
Hohe der Auflagerungen von bis zu 0,8 um, mit einer Breite von bis zu 2,7
bzw. 6,2 um. Dies lasst darauf schliefl3en, dass es gelungen ist, eine bakteri-
elle Kontamination der Schmelzproben mit S. mutans zu erzielen. Das AFM
ermoglicht eine hochauflosende Darstellung der kontaminierten Schmelz-
proben auch in wassrigem Milieu. Die Analysesoftware kann daruber hinaus
die abgerasterten Proben (profilo-)metrisch auswerten. Die AFM-Ergebnisse
wurden mit dem REM gegengeprift. Unter Berucksichtigung der Paparati-
onsartefakte konnten die AFM-Ergebnisse unter morphologischen Gesichts-
punkten bestatigt werden. Die hohere Tiefenscharfe des REM ermdglicht die
detailgenaue Darstellung der Oberflachenstruktur.

Mit dem verwendeten AFM-System ist es moglich Anlagerungsmechanismen
auf Schmelzoberflachen in bakteriell kontaminiertem Speichel unter Nativ-
bedingungen in hoher Auflésung zu beobachten. Dieses Modellsystem kann
genutzt werden, um auf nanoskopischer Ebene Manipulationen bakterieller
Adhasionsprozesse morphologisch darzustellen.



77

6 Literaturverzeichnis
1. Aimutis WR
Bioactive properties of milk proteins with particular focus on anticario-
genesis
J Nutr 2004; 134; 989S-995S

2. Arnold JW, Bailey GW
Surface finishes on stainless steel reduce bacterial attachment and
early biofilm formation: scanning electron and atomic force microscopy
study
Poultry Science 2000; 79; 1839-1845

3. Campbell LK, Knox KW, Wicken AJ
Influence of growth conditions on adherence of Streptococcus mutans
Ingbritt to saliva-coated hydroxyapatite
Infect Immun 1983; 39; 445-448

4. Carrassi A, Santarelli G, Abati S
Early plaque colonization on human cementum
J Clin Dent 1989; 16; 265-267

5. Childers NK, Tong G, Dasanyake AP, Kirk K, Michalek SM
Humans immunized with Streptokokkus mutans antigens by mucosal

routes
J Dent Res 2002; 81; 48-52

6. de Jong MH, van der Hoeven JS, van Os JH, Olivje JH
Growth of Oral Streptococcus Species and Actinomyces viscosus in
Human Saliva
Appl Environment Microbiol 1984; 47, 901-904

7. de Jong MH, van der Hoeven JS, van Os
Growth of micro-organisms from supragingival dental plaque on saliva
agar
J Dent Res 1986; 65; 85-88

8. Einfeldt, H
Pellikel und Plague - lhre Entstehung und Bedeutung
ZWR 1978 Mar 10; 87; 221-223

9. Ericson T, Magnusson |
Affinity for hydroxyapatite of salivary substances inducing aggregation
of oral streptococci
Caries Res 1976; 10; 8-18



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

78

Frentzen M

Uber die immunologische Struktur des Zahnoberhautchens unter be-
sonderer Berucksichtigung von Umwandlungsprozessen bei bakterieller
Besiedlung

Dtsch Zahnarztl Z 1982; 37; 377-380

Fritsche W

Mikrobiologie

3. Uberarbeitete Auflage 2002, Spektrum Akademischer Verlag,
Heide Iberg-Berlin

Gerlach, D
Das Lichtmikroskop
2. Uberarbeitete Auflage 1985, Thieme Verlag, Suttgart-New York

Gibbons RJ

Adhesion of bacteria to the surfaces of the mouth

In: Berkeley RCW, Lynch JM, Melling J, Rutter PR, Vincent B (Eds)
Microbial adhesion to surfaces

Chichester, Ellis Howood; 351-378 (1980)

Gibbons RJ

Microbial Ecology — Adherent interactions which may affect ecology in
the mouth

J Dent Res 1984; 63; 378-385

Gibbons RJ, Cohen L, Hay DI

Strains of streptococcus mutans and streptococcus sobrinus attach to
different pellicle receptors

Infect Immun 1986; 52; 555-561

Guggenheim B, Schmid R, Aeschlimann JM, Berrocal R, Neeser JR
Powdered milk micellar casein prevents oral colonization by streptococ-
cus sobrinus and dental caries in rats: a basis for the caries-protective
effect of dairy products

Caries Res 1999; 33; 446-454

Hajishengallis G, Michalek SM
Current status of a mucosal vaccine against dental caries
Oral Microbiol Immunol 1999; 14; 1-20

Hannig M
Neue Aspekte in der Kariesprophylaxe
ZM 2004; 94; 1804-1806



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

79

Hannig M
Immunisierung gegen Karies und ,replacement therapy“
ZMK 2003; 19; 7-11

Hannig M
Neues zum Thema Immunisierung gegen Karies
ZM 2001; 91; 1136-1141

Hannig M

Die protektive Wirkung der Pellikel bei der Schmelzerosion durch ver-
schiedene Sauren

ZWR 1998; 107; 421-426

Hannig M, BéAmann K

Pellicula dentis (I) Ultrastrukturelle Vielfalt als Ausdruck komplexer
Bildung und Reifung

Die Quintessenz 1989; 7; 1319-1327

Hannig M, BoRBmann K

Pellicula dentis (1) Ultrastrukturelle Vielfalt als Ausdruck komplexer
Bildung und Reifung

Die Quintessenz 1989; 8; 1485-1489

Hartmann M, Keusgen M, Nikitin P, Frentzen M

Spectral-phase interference — a new toll to detect dynamics of dental
pellicle formation

NanoBio Europe, International Congress & Exhibition on Nanobiotech-
nology

Munster, 22.-24.09.2005

Heidemann D (Hrsg)
Kariesatiologie und Diagnose

In: Praxis der Zahnmedizin Bd 2
4. Auflage 1999

Urban und Schwarzenberg

Hellwig E, Klimek J, Attin T

Atiologie, Histologie und Epidemiologie der Karies und anderer Zahn-
hartsubstanzdefekte

In: EinfGhrung in die Zahnerhaltung

2. Auflage 1999

Urban & Fischer Verlag, Minchen-Jena

Hillman JD, Yaphe BJ, Johnson KP
Colonization of the human oral cavity by a strain of streptococcus mu-

tans in humans
J Dent Res 1972; 51; 515-518



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

80

Klimm W
Kariologie — Ein Leitfaden fur Studierende und Zahnarzte
Carl Hansen Verlag Munchen Wien, 1997

Kupper MB, Huhn M, Spiegel H, Ma JKC, Barth S, Fischer R,

Finnern R

Generation of human antibody fragments against Streptococcus mutans
using a phage display chain shuffling approach

BMC Biotechnology 2005; 5:4

Lendenmann U, Grogan J, Oppenheim FG
Saliva and dental pellicle — a review
Adv Dent Res 2000; 14; 22-28

LieT
Morphologic studies on dental plagque formation
Acta Odontol. Scand. 1979 ; 37 ;73-85

Ma JKC, Hikmat BY, Wycoff K, Vine ND, Cargelegue D, Yu L, Hein

MB, Lehner T

Characterisation of a recombinant plant monoclonal secretory antibody
and preventive immunotherapy in humans

Nature Medicine 1998; 4; 601-606

Madigan MT, Martinko JM, Parker J (Goebel H, Hrsg)
Brock — Mikrobiologie, Spektrum Lehrbuch
Spektrum Adademischer Verlag Heidelberg — Berlin, 2001

Marsh P, Martin MV
Orale Mikrobiologie
Georg-Thieme-Verlag Stuttgart, 2003

Mavrocordatos D, Pronk W, Boller M

Analysis of environmental particles by atomic force microscopy, scan-
ning and transmission electron microscopy

Wat Sci Techn 2004; 50; 9-18

Morris VJ, Kirby AR, Gunning AP
Atomic force microscopy for biologists
Imperial College Press London, 2001

Munk K
Grundstudium Biologie — Mikrobiologie
Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg Berlin, Gustav Fischer, 2001



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

81

Newman HN
The organic films on enamel surfaces
Brit dent J 1973 Aug 7; 135 (3); 106-111

Nuanez ME, Martin MO, Chan PH, Duong LK, Sindhurakar AR, Spain
EM

Atomic force microscopy of bacterial communities
Methods Enzymol 2005; 397; 256-268

Ohnsorge J, Holm R

Scanning Electron Microscopy — An Introduction for Physicians an Bi-
ologists

Georg Thieme Verlag, Stuttgart, 1973

Pratt-Terpstra JH, Weerkamp AH, Busscher HJ

The effects of pellicle formation on streptococcal adhesion to human
enamel and artificial substrata with various surface free-energies

J Dent Res 1989; 68; 463-467

Quirynen M, Bollen CML
The influence of surface roughness and surface-free energy on supra-

and subgingival plaque formation in man
J Periodontol 1995; 22; 1-14

Roélla G, Robrish SA, Bowen WH

Interaction of hydroxyapatite and protein-coated hydroxyapatite with
streptococcus mutans and streptococcus sanguis

Acta path microbiol scand Sect. B; 1977; 85; 341-346

Rose RK
Binding characteristics of streptococcus mutans for calcium and casein
phosphopeptide

Caries Res 2000; 34; 427-231

Schade KH
Lichtmikroskopie: Technologie und Anwendung
Verlag Moderne Industrie, Landsberg/Lech, 1993

Scheie AA
Mechanisms of dental plaque formation
Adv Dent Res 1994; 8; 246-253

Schiupbach P, Neeser JR, Golliard M, Rouvet M, Guggenheim B

Incorporation of caseinoglycomacropeptide and caseinophospho-peptide

into the salivary pellicle inhibits adherence of Streptococcus mutans
J Dent Res 1996; 75; 1779-1788



48.

49.

50.

51.

52.

53.

82

Shaw JH, Ensfield BJ, Wollman DH
Studies on the relation of dairy products to dental caries in caries-

susceptible rats
J Nutr 1959; 67; 253-273

Sukontapatipark W, El-Agroudi MA, Selliseth NJ, Thunold K, Selvig
KA

Bacterial colonization associated with fixed orthodontic appliances. A
scanning electron microscopy study

Europ J Orthod 2001; 23; 475-484

Theilade J

Structure of dental plaque

Textbook of clinical periodontology

Munksgaard, Kopenhagen 1989; 99-105

Tschernin M
Oberflacheneigenschaften von Zahnrestaurationsmaterialien
Med. Diss, Munchen 2003

Vadillo-Rodriguez V, Busscher HJ, Norde W, de Vries J, van der Mei
HC

Relation between macroscopic and microscopic adhesion of Streptococ-
cus mitis strains to surfaces

Microbiology 2004; 150; 1915-1022

Weintraub JA, Hilton JF, White JM, Hoover CI, Wycoff KL, Yu L,
Larrick JW, Featherstone JDB

Clinical trial of a plant-derived antibody on recolonization of mutans
streptococci

Caries Res 2005; 39; 241-250

Internetliteratur:

I. www.deutsches-museum.de/ausstell/meister/rtm.htm, 20.12.2005
I1. www.zoologie-skript.de/methoden/, 20.12.2005

I11. www.zoosyst-berlin.de/methode n/TEM.html, 20.12.2005


www.deutsches
www.zoologie
www.zoosyst

7 Anhang

83

7.1 Abkirzungsverzeichnis
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Actinomyces viscosus
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Rasterkraftmikroskop (,atomic force microscop*)
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Millibar

Milliliter

Millimeter

Mittelwert

Nanometer

Phospat-lonen
Rasterelektronenmikroskop
Rastertunnelmikroskop
Sekunde

Streptokokkus mutans, Streptokokkus mitis,...
siehe oben

Surface-Antigen I/11

sekretorisches Immunglobulin A
sogenannte(r)

maximale Rautiefe

Glattungstiefe

maximale Riefentiefe

gemittelte Rautiefe

Tabelle
Transmissionselektronenmikroskop
unter anderem

unter Umstanden

ultraviolettes Licht

vor allem

Vickersharte

zum Beispiel
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7.2 Abbildungsverzeichnis

Zelldichtemessung einer Streptokokkenkolonie

Messung Nr|Uhrzeit| zeit (h)|Probe l|Probe I|Probe lljProbe IMProbe \,“ MW
1 9:45] 0 0,000 000 o000l 000 002 0.00
2 10:45] 1 002 o006 006l 003 003 004
3 11:45] 2 013 012 o027l o011l 014 013
4 12:45] 3 023 0221 o028 023 026 024
5 13:45 4 036 030 035l 035 036] 034
6 14:45] 5 051 045 049 051 053] 0,50
7 15:45] 6 059 052 060l 058 058 057
8 16:45] 7 075! o068 0671 072 074 072
9 17:45] 8 079 074 o075 o077l 079 077
10 18:45) 9 087l o082l o086l o087 087 086
11 19:45) 10 093 085 0871 093] 094] 090
12 11 0,99] 0,94 091 101 1,020 0,97
13 12 102 093] 094 095 103 097
14 13 1,05 0971 099 105 1.07 1.03
15 14 108 102l 103 105 109 105
16 15 108 103 104 104 109 106
17 16 106 099 099 103 106 1.03
18 17 1,05 098 102 101l 103 1.01
19 18 1000 093 0971 094 o096 0.95
20 19 097] 089 094 093] 094 093
21 20 091] o088 0911 090 097 092
22 21 094 0.90 0.88 0.93 0.97] 092
23 22 090 087 0.88 091 0.94] 0.90
24 23 | o088 o085 o086 089 092 0388
25 24 0,87] 084 088 090 0,91 0,88
26 25 083 080l o083 090 087 085
27 26 077l o078l o082l 087 084 083
28 27 076 076l 081 o084 084 081
29 28 074 072l o078l o079l 081 078
30 29 072l o071 o076l o078l 079 076
31 30 074 o071l o7sl o081l o081 o078

Tab 1: Erste Versuchsreihe (Versuchl) zur Erstellung einer Wachstums-
kurve far S. mutans; Daten der Zelldichtemessungen
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Extinktionswert
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Abb. 44: Vorlaufig ermittelte Wachstumskurve von S.
den Daten der ersten Zelldichtemessungen (siehe Tab. 1, Versuch 1)

mutans; erstellt aus

t 25pl 25pl 25pl 50ul | 50ul 50pl 50ul || 100ul | 100ul | 100ul | 100l | 100u
Nr. | (0)|| Fr.1| Fr. 01| Fr. il || 25pl | Il 25ul 111 I\ \% 50l | Il 1] I\ \% | 1l 1] I\ IV
0 0,021 0,02 | 0,02 0,03 0,04 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00| -0,01}| -0,02| 0,01 0,02 0,02 0,01 0,00 | 0,00
1 0 0,001 0,00 | -0,01 || 0,00 0,00 -0,02 0,00 | -0,02|f -0,01| -0,02] -0,01| 0,01 | -0,02{] -0,01 | 0,02 0,00 0,01 | 0,00
2 1 0,041 0,04 | 0,03 0,02 0,03 0,01 0,03 0,00 0,02 0,04 | 0,05 0,08 0,03 0,08 0,07 0,08 0,07 | 0,08
3 2 0,141 0,16 | 0,14 0,09 0,09 0,07 0,10 0,07 0,13 0,13 | 0,15 0,13 0,15 0,21 0,22 0,22 0,22 | 0,24
4 3 0,281 0,27 | 0,29 0,19 0,22 0,20 0,18 0,20 0,30 0,36 | 0,36 0,37 0,36 0,42 0,37 0,36 0,38 | 0,36
5 4 0,441 0,42 | 0,45 0,32 0,38 0,38 0,38 0,39 0,48 0,48 | 0,54 0,58 0,57 0,60 0,58 0,56 0,59 | 0,56
6 5 0,611 0,61 ] 0,58 0,51 0,52 0,50 0,54 0,55 0,64 0,68 | 0,73 0,76 0,75 0,71 0,69 0,69 0,69 | 0,66
7 6 0,69] 0,68 | 0,68 0,65 0,67 0,63 0,69 0,62 0,74 0,77 | 0,85 0,88 0,87 0,86 0,81 0,77 0,79 | 0,77
8 7 0,801 0,81 | 0,78 0,74 0,80 0,74 0,79 0,74 0,87 0,89 | 0,97 1,01 0,93 0,95 0,94 0,86 0,87 | 0,85
9 8 0,861 0,89 | 0,85 0,79 0,87 0,81 0,89 0,84 0,93 1,00| 1,03 1,10 0,99 1,02 0,97 0,92 0,97 | 0,96
10 9 0,931 0,95 ] 0,89 0,84 0,95 0,89 0,94 0,92 0,97 1,00| 1,01 1,07 0,97 1,02 0,97 0,96 0,98 | 1,02
11 || 10} 0,99| 1,02 | 0,95 0,94 1,02 0,96 1,01 0,96 1,02 1,00 | 1,02 1,07 0,97 1,00 0,98 1,00 1,07 | 1,02
12 || 11| 1,02 1,03 | 0,99 0,93 1,02 0,99 1,02 0,97 0,98 0,94 | 0,97 1,02 0,94 0,99 0,98 0,97 1,01 ] 1,01
13 || 12|} 0,99| 1,02 | 0,99 0,92 1,05 0,99 1,02 0,98 1,01 0,93 | 0,93 1,03 0,90 0,93 0,94 0,96 1,01 | 0,97
14 || 13| 0,95 0,97 | 0,93 0,89 0,97 0,94 0,96 0,98 0,89 0,85| 0,90 0,96 0,86 0,89 0,90 0,89 0,96 | 0,93
15 || 14| 0,93| 0,98 | 0,95 0,87 0,95 0,93 0,95 0,90 0,89 0,87 | 0,92 0,95 0,85 0,92 0,89 0,90 0,92 | 0,94
16 || 15| 0,91 0,94 | 0,89 0,87 0,93 0,91 0,91 0,89 0,88 0,83 | 0,88 0,93 0,81 0,87 0,87 0,89 0,87 | 0,90
17 || 16|} 0,86 0,87 | 0,87 0,81 0,91 0,88 0,90 0,86 0,84 0,82 | 0,85 0,93 0,82 0,87 0,84 0,83 0,82 | 0,90
18 || 17| 0,81 0,82 | 0,80 0,75 0,84 0,83 0,84 0,82 0,81 0,80 | 0,83 0,89 0,82 0,84 0,80 0,81 0,81 | 0,87
19 || 18]| 0,83 0,85 | 0,80 0,76 0,84 0,78 0,84 0,84 0,81 0,81| 0,84 0,90 0,80 0,86 0,80 0,81 0,82 | 0,90
20 || 19]| o0,76] 0,81 | 0,75 0,71 0,78 0,73 0,79 0,79 0,77 0,75| 0,79 0,87 0,78 0,82 0,78 0,77 0,80 | 0,83
21 || 20]| 0,73] 0,79 | 0,72 0,69 0,77 0,72 0,79 0,78 0,76 0,75 | 0,80 0,85 0,73 0,80 0,76 0,76 0,79 | 0,82
22 || 21| 0,74] 0,78 | 0,72 0,67 0,77 0,67 0,79 0,78 0,76 0,74 | 0,79 0,83 0,72 0,80 0,76 0,75 0,79 | 0,80
23 || 22| 0,77] 0,80 | 0,74 0,70 0,80 0,72 0,80 0,79 0,78 0,77 | 0,80 0,83 0,73 0,81 0,75 0,78 0,79 | 0,83
24 || 23] 0,71] 0,75 | 0,69 0,64 0,77 0,68 0,76 0,76 0,73 0,71| 0,76 0,81 0,71 0,79 0,70 0,73 0,76 | 0,78
25 || 24]| 0,741 0,75 | 0,70 0,65 0,77 0,70 0,77 0,77 0,72 0,75 | 0,76 0,83 0,71 0,78 0,73 0,75 0,78 | 0,81
26 || 25| 0,72] 0,73 | 0,68 || 0,65 | 0,72 0,67 | 0,72 | 0,76l 0,72 | 0,68| 0,74 | 0,80 | 0,68{ 0,77 | 0,70 | 0,72 | 0,76 | 0,77
27 || 26]| 0,73] 0,74 | 0,69 0,65 0,74 0,65 0,75 0,74 0,69 0,68 | 0,74 0,80 0,70 0,77 0,71 0,74 0,78 | 0,79
28 || 27| 0,74] 0,75 | 0,69 0,66 0,74 0,65 0,74 0,76 0,70 0,68 | 0,74 0,80 0,70 0,77 0,71 0,74 0,77 | 0,78
29 || 28] 0,76] 0,78 | 0,70 0,67 0,77 0,67 0,76 0,76 0,70 0,69 | 0,75 0,80 0,70 0,78 0,71 0,76 0,78 | 0,78
30 || 29]| 0,73] 0,78 | 0,68 0,64 0,74 0,64 0,72 0,73 0,66 0,65| 0,72 77 0,69 0,75 0,69 0,74 0,75 | 0,76
31 || 30(| 0,75] 0,77 | 0,67 0,65 0,75 0,64 0,76 0,75 0,65 0,67 | 0,71 0,79 0,69 0,76 0,70 0,74 0,78 | 0,78

Tab. 2: Zweite Versuchsreihe (Versuch 2) zur Reproduzierbarkeit der Wachs-

tumskurve von S. mutans; Daten der Zelldichtemessungen aller Proben
(Fr=frische Bakterien in der Suspension, 25 pl, 50 pl, 100 pl = 25, 50, 100 pl Bakterien in der Suspension)
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Vergleichstabelle Mittelwerte (Versuch 1 und 2)

Messung Nr.] Zeit(h) | MW (1-50) ] MW (2-25) | MW (2-50) | MW (2-100) | MW (2-frisch)
1 0 0,00 -001 -0,01 0.00 0.00
2 1 0.04] 0.02 0.04 0.08 0.04
3 2 0.13] 0.08 0,14 0.22 0.15
4 3 0.24] 0,20 0.35 0.38 0.28
5 4 034 037 0,53 0.58 0.44
6 5 0,50 0,52 071 0,69 0.60
7 6 0.57] 0.65 0.82 0.80 0.68
8 7 0.71] 0.76 0.93 0.89 0.80
9 8 0.77] 084 101 097 0.87
10 9 0.86] 0091 1,00 0.99 0,92
11 10 0,90 0,98 1,02 1,01 0,99
12 11 097] 099 0,97 0.99 1,01
13 12 097] 0,99 0.96 0.96 1,00
14 13 103] 095 0.89 091 0,95
15 14 105 092 0.90 091 0.95
16 15 1.06] 0.90 0.87 0.88 091
17 16 103] 087 0.85 0.85 0.87
18 17 101] 082 0.83 0.83 081
19 18 095 0.81 0.83 0.84 0.83
20 19 093] 0.76 0.79 0.80 0.77
21 20 0,92] 0,75 0,78 0,79 0,75
22 21 092] 0.74 0.77 0.78 0.75
23 22 0.90] 0.76 0.78 0.79 0.77
24 23 0.88] 0.72 0.74 0.75 0.72
25 24 0.88] 0.73 0.75 0.77 0.73
26 25 0.85] 0.70 0,72 0.74 0,71
27 26 0831 071 0,72 0,76 0,72
28 27 081 071 0,72 0.75 0.73
29 28 0.78] 0.73 0.73 0.76 0.75
30 29 0.76] 0.69 0.70 0.74 0.73
31 30 0,78] 071 0,70 0.75 0,73

Tab. 3:

Versuchsreihen zur Erstellung einer Wachstumskurve fur S. mutans, ge-
mittelte Daten der Zelldichtemessungen (Versuch 1 und 2)
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Abb. 45 a: Probe 1

Abb. 45 c: Probe 3 Abb. 45 d: Probe 4

Abb. 45 a-e:

Auswertung der Vorversuche: Pelli-
kelbe schichtete Schmelzproben nach
5 h Pellikelbildung im Speichelbad
und anschlieBender bakterieller Kon-
tamination in der Streptokokkensus-
pension fur 1 h, es zeigt sich ein eher
inhomogener Uberzug der Schmelz-
oberflache, Streptokokken lassen
sich nicht definitiv ausmachen; REM
x3500

Abb. 45 e: Probe 5



Abb. 46 c: Probe 3

Abb. 46 e: Probe 5
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Abb. 46 d: Probe 4

Abb. 46 a-e:

Auswertung der Vorversuche: Pelli-
kelbeschichtete Schmelzproben nach
5 h Pellikelbildung im Speichelbad
und anschlieBender bakterieller Kon-
tamination mit Streptokokkensus-
pension fur 5 h, die Schmelzoberfla-
che ist mit einer feingranulierten
Schicht bedeckt auf der kugelige Zel-
len auflagern, Form und Grol3e der
Zellen lassen auf die Anlagerung von
S. mutans schlieRen; REM, 3500x
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AFM-Rohdaten

3D-Darstellung

Profilanalyse

REM-Darstellung

Abb. 47: Ubersicht Gber die genutzten hochauflésenden Darstellungs- und
Analyseformen im Rahmen der Studie
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Abb. 48 a-c:

Darstellung der Rohdaten der einzelnen Probenabschnitte, hohere Pro-
benabschnitte werden heller dargestellt, tiefere dunkel; deutlich sind in
allen Proben sehr helle Flecken zu erkennen; AFM, 10 x 10 um, 256 x
256 Bildpunkte
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Abb. 49a: PO1-04
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Abb. 49b: P02-04

Abb. 49 a-c:

morphologische Darstellung der einzelnen Probenabschnitte in 3D, man
erkennt eine deutlich ausgepragt wellige Oberflache mit Spitzen bei bis zu
0,8 um; AFM, 10 x 10um, 256 x 256 Bildpunkte
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Abb. 50 a + b: PO1-04
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Abb. 52 a + b: P03-04

Abb. 50-52:

Rohdatenbild der einzelnen Probenausschnitte mit dem Verlauf der Profilli-
nien fur die Profilanalyse (a) und grafische Darstellung der gezogenen Profile
in einem Diagramm (b)
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Abb. 53 a: P01-04

Abb. 53 b: P02-04

Abb. 53 c: P03-04

Abb. 53 a-c:
Schmelzproben nach 5 h Pellikelbildung im Speichelbad und anschliel3end
bakterieller Kontamination fur 5 h in der Streptokokken-Suspension, es
sind deutliche, konfluierende Auflagerungen zu erkennen; REM x6000



gemittelte Rautiefe

sRz, AFM 10um

Probe Abstand in pm
01-04 0,509
01-06a 0.894
01-06b 0,137
02-04 0,191
02-05 0,357
02-06 0,285
03-04 0,357
03-05 0,414
03-06 0,506

Tab. 4:

gemittelte Rautiefen der AFM-
Ausschnitte

Glattunqstiefel

sRp, AFM 10um

Probe Abstand in um
01-04 0,412
01-06a 0,878
01-06b 0,148
02-04 0,170
02-05 0,332
02-06 0,257
03-04 0,295
03-05 0,381
03-06 0,410

Tab. 6:

Glattungstiefen der AFM-
Ausschnitte
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maximale Rautiefe

sRmax, AFM 10um

Probe Abstand in um
01-04 0,567
01-06a 1,163
01-06b 0,173
02-04 0,227
02-05 0,550]
02-06 0,373
03-04 0,481
03-05 0,623
03-06 0,707
Tab. 5:

maximale Rautiefen der AFM-
Ausschnitte

maximale Riefentiefe

sRv, AFM 10pm

Probe Abstand in um
01-04 0,211
01-06a 0,367
01-06b 0,078
02-04 0,099
02-05 0,217
02-06 0,157
03-04 0,187
03-05 0,260
03-06 0,297
Tab. 7:

maximale Riefentiefe der AFM-
Ausschnitte
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Abb. 54 a-e:

Ubersicht aller Darstellungs- und
Analyseformen bei Probe Z01-PR;
Schmelzprobe mit President ab-
gedeckt fur 6 h im Speichelbad;
AFM, 10 x 10 pum, 256 x 256

Bildpunkte + REM, x6000

Abb. 55 a-e:

Ubersicht aller Darstellungs- und
Analyseformen bei Probe Z01-SP;
Schmelzprobe, nicht abgedeckt fur
6 h im Speichelbad; AFM, 10 x 10
um, 256 x 256 Bildpunkte + REM,

x6000
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