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Einfithrung

Einfithrung ins Thema

Schatzungsweise 65 % aller vorkommenden Infekéidmankungen in der industrialisierten
Welt gehen auf Biofilme zurlck. Sie verursachenead@m Millionenschéaden in Industrie und
Technik durch Besiedelung von Tanks und Leitungssysn aller Art, z. B. durch mikrobiell
induzierte Korrosion (Jenkinson and Lappin-Scdd)D). Einfache Systeme zur Simulation und
Observation von Biofilmen kénnen zu ihrem grundiegdgn Verstandnis beitragen. Ziel dieser
Untersuchung war es ein solches System zu evatuiere

Die Organisation von Biofilmen hat Vorteile fur dasnzelne Bakterium. Sie erlauben die
Speicherung von Nahrstoffen, um naturliche Limaatiauszugleichen. Ferner erlauben sie
Stoffwechselsynergien und dienen dem Schutz gegeuostrécknen, Scherkraften,
antimikrobiellen Agenzien und Phagozytose (Sch2065). Die Entfernung und Abt6tung von
Biofilmen ist chemisch-mechanisch am effizientestdrer z.B. in Rohrsystemen in den meisten
Fallen nur mit unverhaltnismaRigem Aufwand durchifidn. Die ausschlie3lich chemische
Reinigung fuhrt haufig nur zur Abtétung der obesfilich gelegenen Keime (Gilbert et al.,
1997). Der Biofilm bleibt am Ort, ist weiterhin pagen und dient frei flotierenden
Mikroorganismen als Anlagerungsstelle.

Laut WHO (World Health Organisation) leiden 60 —%0der Schulkinder weltweit an kariésen
Lasionen. Parodontalerkrankungen werden bei 5 -9%@2@er Erwachsenen mittleren Alters
gefunden (WHO, 2007). Bei der Entstehung diesetdreErkrankungen spielt die Anwesenheit
von sauretoleranten Mikroorganismen, die in or&@filmen vorkommen, eine herausragende
Rolle (van Houte, 1994).

Die Mundhdohlenoberflachen sind mit einem Film ayseighelprodukten, dem sog. Pellikel,
bekleidet. Entdeckt und benannt wurde es 1963 \em€s.

Die Studie wurde mit Unterstitzung von CEMBIO [Centrum fur Molekulare
Universitat ﬁ

Biotechnologie der Universitdt Bonn; Projektbereich: Biofilme in der Mundhohle] Bonn % Centrum
&BIO
CEMR

durchgefuhrt. fiir Molekulare CU. Biotechnologie
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Das Pellikel besitzt Schutzfunktionen, erméglicetigch auf der anderen Seite pathogenen
Keimen Adhasion an der Zahnoberflache.

Orale Mikroorganismen binden an das Pellikel unddn ihrerseits Biofilme (dentale Plaque).
Die Produkte ihrer Stoffwechselleistung kénnen Hartd Weichgewebe direkt schadigen oder
Wirtsreaktionen hervorrufen, die bei entsprecherRigdisposition zu irreversibler Schadigung
u. a. des Zahnhalteapparats fuhrt. Antonie van Wweahoek (1632 - 1723) beschrieb als Erster
die dentale Plaque, von der er damals annahm,siassuptséachlich aus Speiseresten bestehe.
Er veroffentlichte seinerzeit erstmalig Zeichnungetn Bakterien aus menschlichen
Zahnbelagen.

Die Mundhohle bietet den Mikroorganismen gunstigghéltnisse. Gleichbleibende Temperatur,
konstante Feuchtigkeit, die regelméRige Zufuhr Wahrstoffen und die Vielzahl an Nieschen
fuhren zu einer komplexen Flora. Neben Bakteriaddt man auch Hefen und Protozoen, die ein
Gleichgewicht bilden, das elementar ist fur die r&dahterhaltung der Mundgesundheit. Wird
dieses Gleichgewicht gestért (z.B. durch mangethisiitndhygiene oder Antibiotika), kann es zu
pathologischen Folgeerscheinungen kommen (z.Bkiiofe mit Candida albicans, Gingivitis,
Parodontitis oder Karies). Die meisten Infektiorem Mundhohle gehen auf eine Verschiebung
in der Flora und nicht durch von auf3en hinzugeteeteeime zuriick. Die alleinige Anwesenheit
von kariogenen oder pathogenen Keimen jedoch @it rgleichbedeutend mit einer Infektion
(Marsh, 2006).

Uber die Zusammensetzung von oraler Plaque gibbegsits viele Erkenntnisse. Aufgrund
unzureichender technischer Méglichkeiten wurde ¢gbddie Morphologie der oralen Biofilme
bisher unzureichend untersucht. Neue Technikendigid&onfokalen Fluoreszenzmikroskopie in
Kombination mit geeigneten Farbemethoden, bieten Moglichkeit, Biofilme rdumlich und
zeitlich in ihrer Entwicklung zu untersuchen ohnie su zerstéren (Roderfeld et al., 2003;
Watson, 1991). Ahnlich einer Tomographie konnenn@tsilder durch feste oder feuchte Proben
angefertigt werden. Mit Hilfe von Tot/Lebend-Farigen (Vitalfluoreszenz oder auch Live/Dead
stains) lieRe sich, im geeigneten Versuchsaufbach die Auswirkung von Medikamenten auf
die dentale Plaque ermitteln und topographisch caliisseln. Ein solcher, an orale
Mikroorganismen angepasster, Versuchsaufbau sotiteRahmen der vorliegenden Studie

erprobt werden.
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Aufbau und Struktur oraler Biofilme

Zahnoberfliche

Der Zahnschmelz ist ein Zellprodukt, kein Gewebed ledeckt den grof3ten Teil der freien
Zahnoberflache. Von Ameloblasten gebildet, ist & emer Dichte von 2,8 bis 3,0 g/cm3 und
einer Harte von 250 bis 390 KHN (Knoop-hardnessimens) die harteste Substanz des
menschlichen Korpers.

Schmelzproben weisen einen anorganischen Anteil9®his 98 Gew % auf. Der Wasseranteil
schwankt zwischen 1,5 und 4%. In geringen Menged srganische Substanzen zu finden, die
wahrend des Mineralisationsprozesses zurtickbleiben.

Die Reifung von ektodermalen Zellen zu Amelobladteginnt in der embrionalen Entwicklung
und wird durch wechselseitige Induktion mit dendghbarten Praodontoblasten gesteuert.

Die Schmelzbildung verlauft in drei Schritten:

1. Produktion der Schmelzmatrix und initiale Mineratisn
2. Resorption von Wasser und organischen Matrixbettdad
3. Sekundare Mineralisation

Der relative Anteil an anorganischer Substanz wirgedem Schritt erhoht. Im Gegensatz dazu
ist der Anteil organischer Bestandteile &ufRersingeund enthalt, anders als Knochen, kein
Kollagen. Im Rahmen der posteruptiven Schmelzngifiagern sich Minerale aus dem Speichel
in den Schmelz des durchgebrochenen Zahnes eilstélln konnen so ausgeglichen werden.
Der Schmelz ist nicht homogen aufgebaut, sonderistwe nach Region unterschiedliche
strukturelle Merkmale auf.

Im Bereich der kleinsten enthaltenen Struktureddtrman nanofibrillare Hydroxylapatitkristalle
[HAK] mit Durchmessern von ca. 30 - 40 nm. Die niodlaren HAKs liegen in Gruppen
zusammen und bilden Fibrillen mit Durchmessern #an80 - 130 nm, diese liegen wiederum in
groReren Verbinden, den Kristallfasern zusammen8@a nm). Aus diesen Kristallfasern sind
die sog. Schmelzprismen (Durchmesser ca. 5 - 8 joh lLAinge von ca. 9 um) und die

interprismatische Substanz zusammengesetzt.
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Wahrend die nanofibrillare HAKs weitgehend parallelden Fibrillen liegen, divergieren die
Achsen der Fibrillen je nach Lage im Prisma bis3@6. Zentral liegen die Fibrillen parallel zum
Prisma und sind peripher nach aul3en geneigt (GuGsn 2007; Meckel et al., 1965). Im rechten
Winkel zur Achse angeschnitten, offenbart sich dwexagonaler, rombohedraler bis
schlussellochférmiger Querschnitt. Dicht gepacldgdin die parallelen Fasern von weniger
dichten, weil divergierenden, Fasern umfal3t.

Auch im GroRReren findet man Unterschiede in dern@ghstruktur. In der ersten Schicht, die
dem Dentin aufliegt, finden wir homogenes Materkls durch gleichgerichtete Kristalle und das
Fehlen von Tomes'schen Fortsatzen charakteristert i

Der Schmelzkern weist Tomes'sche Fortsatze auflafiidPrismenstdbe und interprismatische
Substanz erkennen. Die Schmelzprismen verlaufgnt gradlinig, sondern geschwungen. Dies
fuhrt zum optischen Ph&nomen der Hunter-SchregsetBaeifung und zu einer hdheren
Widerstandskraft des Materials.

Die zur Mundhohle gewandte Schmelzschicht ist peisimei und durch abwechselnde
Vertiefungen und Vorwdlbungen gepragt, welche bdimch durchgebrochenen Zahn mit
blolem Auge erkennbar sind. Diese sog. Perikymaggden beim physiologischen Gebrauch des

stomatognaten Systems durch Abrasion, Attrition Brakion verloren.

Speichel

Speichel ist das Sekret der drei grol3en, paariglagten, und den kleinen Speicheldriisen. Er
benetzt die Strukturen der Mundhohle kontinuietlithh der Mundhohle vermischen sich der
Speichel der einzelnen Driusen, Bakterien, Epittielzesowie zellulare und nichtzellulare
Bestandteile der Sulkusflissigkeit und bilden degesannten Mischspeichel. Die drei grol3en
paarigen Speicheldrisen sind die Ohrspeicheldr@®@andula parotis), die Unterkieferdriise
(Glandula submandibularis) und die Unterzungendr{@andula sublingualis). Aul3er ihnen
existieren noch die kleineren Drisen in der Schhaint von Lippe, Wange, Gaumen und Zunge.
Die Speichel der einzelnen Driisen unterscheidem isicdder Menge der Sekretion und in der

Zusammensetzung.
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Die Speichelbildung ist zweiphasig:

Die Sekretion des Priméarspeichels findet in dennAdaler Drisen statt: Natrium- und
Chloridionen werden aktiv in das Lumen der Acinzexmiert. Aufgrund des osmotischen
Druckes tritt in der Folge auch Wasser Uber.

In den Speicheldrisengangen kommt es zur Moditkatles Primarspeichels. Bei geringer
Flussrate ist der Speichel hypoton (80 - 90 modmhalhd nahert sich bei hoher Flul3rate der
Osmolaritat von Plasma an. Speichel ist ein von Deise und dem Zeitpunkt individuell
abhangig zusammengesetztes Sekret (Speckmann,. 1B#9)taglich von einem gesunden
Erwachsenen produzierte Speichelmenge betragt,ba—@A,5 1 (Schmidt et al., 2000). Die
Sekretionsmenge und Speichelzusammensetzung hémgem von Geschlecht, Alter und
Ernahrung des Individuums ab. Sie werden durchréued innere Reize reguliert und erfordern
zugleich die Regulation der Speicheldrisendurchbiyt die bei Bedarf um das funffache
gesteigert werden kann.

Die Speichelzusammensetzung:

Speichelbestandteile sind Wasser (95 - 99 %), amisghe und organische Substanzen. Die
Varianz in den beiden letztgenannten Gruppen fat s@ark.

Anorganische Bestandteile sind z.B. Natrium, Kalidalzium, Phosphat, Chlorid, Magnesium,
Hydrogenkarbonat und Fluorid.

Zu den organischen Anteilen z&hlen in der Haupes&tizyme, Proteine, Glykoproteine, Lipide
und Proteinfragmente.

Es sind heute etwa 25 bis 35 verschiedene Proieisgmuliertem Speichel identifiziert. Prolin-
reiche Proteine [PRPs] (Gibbons et al., 1988) und/lase (Ptyalin) sind am haufigsten vertreten
(Azen, 1978). Amylase spaltet Starke, Glykogen amderen Glukosepolymeren in Dextrine. Sie
arbeitet nur in Anwesenheit von Kalzium und beieempH-Optimum von 5,6 — 6,9. Saure
Speisen koénnen daher die Verstoffwechselung vomké&téor dem Eintritt in den Magen
behindern.

PRPs und das kleine Protein Statherin hemmen dafalWan von Kalziumphosphat (Moreno et
al., 1979). PRPs binden mit hoher Affinitat an Hyddapatit (Bennick et al., 1979; Hay, 1967)
und fixieren Calciumionen (Bennick et al., 1983anBick et al., 1983b). Sie verhindern dadurch
Kristallbildung in der mit Kalziumionen Ubersategt L6sung. Orale Mikroorganismen kdénnen
an PRPs und andere Speichelproteine binden (Gilestro et al., 1991; Levine et al., 1987).
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Lysozym wirkt durch die Lyse von Bakterienzellwanddakterizid. Es wirkt nur auf
grampositive Bakterien, da es Murein spaltet und geamnegativen Mikroorganismen dieser
Zellwandbestandteil fehlt (Jenkins, 1978). Auclktbéerrin und das Laktoperoxidasesystem
wirken antibakteriell.

Speichel dient der Reinigung der Mundhéhle und wthdie Mundschleimhaute und Lippen vor
Austrocknung. Er wirkt als Gleitmittel bei der Nahgsaufnahme und Stimmbildung. Speichel
transportiert Geschmacksstoffe zu ihren RezeptoneinAntigene zu den lymphatischen Organen
des Waldeyer'schen Rings.

Er besitzt zwei wichtige Puffersysteme, den Phosphand den Bikarbonatpuffer. Der
Bikarbonatpuffer spielt eine wichtige Rolle wahreether kariogenen Attacke. Bikarbonat
diffundiert durch die Plague und neutralisiert aigahe Sauren (Lehmann K, 1998). Der
Phosphatpuffer hingegen hat keine entscheidendé&tibanin der Saurebildungsphase. Durch
Speichel werden nicht nur korpereigene, sonderh &iperfremde Stoffe (z. B. Medikamente)
ausgeschieden.

Die verminderte Speichelsekretion wird als Hypodialzeichnet. Ist die Speichelsekretion stark
vermindert bis komplett ausgefallen spricht man warostomie, der Mundtrockenheit. Beide
Erkrankungen konnen weitreichende Folgen fir diéingasundheit und Lebensqualitat des
betroffenen Patienten haben (Imfeld, 1984). Ursadtieden verminderten Speichelfluss kdnnen
z. B. mangelnde Flussigkeitszufuhr, die Nichtanlager Fehlbildung von Speicheldrisen, das
Sjogren-Syndrom, Diabetes mellitus, das Parkinsgmd®m, Sarkoidose, Angst, Depression
und Strel3, Nebenwirkungen von Medikamenten oderBéstrahlung von Tumoren im Kopf-
Hals-Bereich sein (Newbrun, 1989). Die Therapianisibhangigkeit der Krankheitsursache zu
wahlen. So konnen didtische Verdnderungen positinfluss ausiben oder xerogene
Medikamente umgestellt werden. Beim Sjogren-Syndkanm die Sekretion mit Pilocarpin und
Cevimelin stimuliert werden. Die Xerostomie nachdRé#o ist zur Zeit noch unbefriedigend
therapierbar. Die Patienten produzieren haufig soenigv Speichel, dass sie

Speichelersatzpraparate zufihren missen.

Pellikel

Auf allen freien und gereinigten Oberflachen der ndiadhle bildet sich in vivo innerhalb

weniger Minuten ein wenige Nanometer bis zu 1 pokeb Hautchen, das Pellikel (Hannig and
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Bossmann, 1989a; Hannig and Bossmann, 1989b; Tiinahal., 1976). Dawes et al. gaben ihm
1963 den Namen “the acquired pellicle” und bestiemees als azellularen und bakterienfreien
Film. Im deutschsprachigen Raum werden die Bezeipen ,Schmelzoberhautchen®,
~erworbenes Schmelzoberh&autchen” oder ,,Zahnobech&at synonym verwendet.

Seit seiner Entdeckung im Jahre 1839 wurde UberHéikkunft des Pellikels spekuliert. Die
Adsorption von Speichelproteinen am Zahnschmelzhestite als Entstehungsmechanismus
allgemein anerkannt. Sie I6st damit die seit Mdés 19. Jahrhunderts geltende Vorstellung der
embryonalen Herkunft ab.

Da sich die Proteinkonzentrationen im Speichel umdPellikel unterscheiden gehen wir heute
von einer selektiven Adsorption von Proteinen an Zihhnoberflache aus. Die Immobilisierung
fuhrt bei manchen Proteinen zur Veranderung detidferund Sekundarstruktur. Trotzdem ist
enzymatische Aktivitat im Pellikel nachgewiesennd&Erklarung dafur bieten die sehr grof3en
mizellenartigen globularen Proteine (100 - 200 nardbmesser), die in den Ohrspeicheldrisen
gebildet werden und Amylase und Lysozyme enthalerigrund ihrer GroR3e ist nur ein geringer
Teil von Strukturveranderungen betroffen und enzigoh aktive Kompartimente bleiben von
den Veranderungen unberihrt. Wir finden ebenso mezyakteriellen Ursprungs, wie die
Glykosyltransferase im Pellikel. Diese soll die agérung von Streptokokkus mutans durch
direkte Bindung und Bildung extrazellularer Glukaneterstiitzen. Aber auch kdrpereigene
Enzyme, wie die Amylase, kdnnen positive Eigendelmafir die Bakterien besitzen in dem sie,
wie in diesem Beispiel, deren Stoffwechsel untézstii (Hannig et al., 2005).

Die unterschiedlichsten Proteine und deren Frageneifden das Pellikel. U. a. wurden Poly-Ig-
Rezeptor, IgA, IgM, IgG, Laktoferrin, Lysozym, higholecular-weight mucin, Karbon-
Anhydrasen, Albumin, Complement C3/C38cAmylase, Cystatin S, Lipocalin-1, Cystatin SN1
(isoform 1), Cystatin SN2 (isoform 2), Cystatin 3Apellicle precursor (Sapl), Calgranulin B,
saure und glykosylierte PRPs, low-molecular-weightucin, Statherin, Histatin 1,
Glukosyltransferase und Proteinfragmente in inoviind/oder in vivo gewonnenen Pellikeln
nachgewiesen (Lendenmann et al., 2000; Li et @042; Li et al., 2004b)

Neben Proteinen finden sich in Pellikelproben éminosauren, Kohlenhydrate, Bestandteile
und Produkte der Sulkusflissigkeit, abgeschilfeetlen und Bakterien in Pellikelproben.
Hannig definiert das Pellikel jedoch als baktenenf{Hannig et al., 2005).

Die starken Schwankungen in der Speichelzusamnemgg{Dawes and MacPherson, 1993; Sas

and Dawes, 1997) schlagen sich in divergierendesaimensetzungen des Pellikels nieder.
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AulRerdem unterscheidet sich die Pellikelzusammeuasgtbeim selben Individuum lokal und in
Abhangigkeit der Oberflache (Material und Struktamj der die Adsorption stattfand.

Sonju und Rolla zeigten 1973, dass die Pellikeistdannerhalb von 60 Minuten linear ansteigt
und sich im Folgenden kaum noch verandert. Sie kemdaher zu dem Schluf3, dass sich ein
Gleichgewicht zwischen Adsorption und Desorptiomsallt. Im Pellikel finden jedoch
kontinuierlich chemische, teils enzymatische, Unoagange statt (Hannig et al., 2005). Ergo
verandert sich die Pellikelstruktur stetig: ein ges Pellikel weist eine von globularen und
glomerularen Strukturen gepréagte Oberflache auf. Aydroxylapatitscheiben fand Lie nach
zweisttndiger Lagerung in der Mundhdhle granuldrek®uren mit Durchmessern zwischen 25
und 125 nm, die teils stilartig mit der Probenoldetie verbunden waren (Lie, 1977). Beim
reifen Pellikel hingegen ist die Oberflache ehembgen (Sonju and Rolla, 1973). Auch
Verkalkungen speziell im Bereich der lingualen Bew wurden beobachtet.

Das Pellikel liegt dem Zahnschmelz jedoch nicht auf, sondern dringt auch, in Form von
Filamenten, in ihn ein. Dieses sogenannte “subsearfpellicle” ist hauptsachlich an den
Approximalflachen lokalisiert (Hannig and Bossmah889a; Leach and Saxton, 1966; Tinanoff
et al., 1976).

Zur Entstehung des Pellikels gibt es zwei Theorien:

1. Die Glykoproteine des Speichels liegen in globul&erm vor und sind aufgrund ihrer
peripher liegenden Saurereste polar. Sie bleib&erda Losung. Durch das bakterielle Enzym
Neuraminidase verlieren die Glykoproteine ihre $&este und fallen auf den Oberflachen der
Mundhdhle aus (Leach and Saxton, 1966).

2. Das Pellikel entsteht durch elektrostatische Anamghzwischen der sauren Oberflache
der Glykoproteine und dem positiv geladenen Kalziudes Hydroxylapatits der
Zahnhartsubstanz. Die finale Starke des Pellikets sa. 1um beruht auf der Neutralisation des
elektromagnetischen Feldes (Sonju and Rolla, 1973).

Da sich beide Mechanismen nicht gegenseitig ausfdn, ist auch ihre Kombination
vorstellbar.

Fur den Menschen hat das Pellikel auch schitzenden&haften. Die Abrasion von
Zahnhartsubstanz unter Verwendung fluoridhaltigainipasta ist bei pellikelgeschiitzten Zahnen
geringer als bei pellikelfreien (Hannig and Bossmai988). Der Glaube an einen mechanischen
Schutz des Zahnes wéhrend der Kau- und Parafunkiimoh eine Schmierwirkung ist weit

verbreitet, wissenschatftlich jedoch nicht belegt.
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Das Pellikel vermindert den Mineralverlust im saubidilieu. Diese Schutzwirkung beschréankt
sich gleichwohl auf kurze und schwache Saurediipas{C Hannig et al., 2004; Hannig et al.,
2006; M Hannig et al., 2004; Hara et al., 2006¢. ®iheint dennoch in vito auszureichen, da trotz
der ansteigenden Verbreitung von saurehaltigen&@iedin kein Anstieg in der Fallzahl von
Erosionen zu verzeichnen ist (Lendenmann et abQR0

Ein Zusammenhang zwischen PellikelzusammensetzadgKariesaktivitat ist nachgewiesen,
eine Interpretation mit praktischem Wert stehtrdilegs noch aus (Vitorino et al., 2006).

Auch wenn gezeigt wurde, dass Mikroorganismen Reilikel bendtigen um die Zahnoberflache
zu besiedeln, modifiziert es die ZusammensetzumgFttga. So bindet Streptokokkus mutans
langsamer und in geringerer Zahl an Glassoberflchenn diese mit kinstlich erzeugtem
Pellikel aus zentrifugiertem humanem Speichel Utiggn sind. Umgekehrt verhielt es sich im
selben Versuch mit S. Criteus, S. Rattus und Sri@ad) die bei Anwesenheit eines Pellikels
initial schneller adsorbierten (Busscher et al92)9

Auch auf kieferorthopadischen Brackets ist untaestiith ausgepréagte Anbindung von
Bakterien beobachtet worden. Auf mit Pellikel beskten Brackets wurden vermehrt S.
Gordonii und vermindert S. Mutans identifiziert (Abt al., 2002).

Plaque

Als Plaque wird ein dentaler Biofilm bezeichnet §@ton, 1997). Erstmals beschrieben wurde
er 1898 von Black (Black, 1898). Plaque besteht aus Speichelbestandteilen, lebenden und
toten Bakterien, abgeschilferten Zellen, Nahrung&belteilen und den Produkten der

enthaltenen Zellen. Plaque kann sich auf allerlidggnden Zahn- und Restaurationsflachen
bilden, ihre Entstehung beginnt dabei meist an &vgdilektionsstellen (Zahnzwischenrdume,

Zahnhalse, freiliegende Wurzeloberflachen, Fissu@niibchen und im Bereich des marginalen
Sulkus).

Plaque ist ein atiologischer Faktor der Karies, pgmodontalen Erkrankungen (Embleton et al.,
1998; Hardie and Bowden, 1975) und systemischeraBkkingen (Loesche and Lopatin, 1998).

In der menschlichen Plague wurden mehr als 50@kiEdene Keime nachgewiesen (Rosan and
Lamont, 2000), wobei durchschnittlich nur acht earedene Spezies identifiziert werden. Die

mikrobiologische Zusammensetzung ist indes nichhéngleich, sie variiert in verschiedenen

Arealen der Mundhdhle (Marsh, 1999; Marsh and Brads 1995).
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Initiale Plaque

Die Plaqueentstehung beginnt beim gereinigten Zaltnder Entstehung des Pellikels. Der
Kontakt zwischen Pellikel und Keim entsteht durchral’sche Molekularbewegung,
Sedimentation, Strémung und aktive Bewegung mokileime. Innerhalb von wenigen Minuten
adsorbieren einzelne Mikroorganismen am Pellikeiches sie in der Folgezeit abbauen. Unter
den Primarkolonisatoren befinden sich vorwiegeradrgositive Kokken (S. Sangius, S. Mitis, S.
mutans) und Aktinomyzeten (Ronstrom et al., 197@n Houte et al., 1970). Andere Autoren
gehen davon aus, dass es sich bei den ersten iBaktelie adharieren, auch um tote
Mikroorganismen handeln kdnnte, die ein Geristiérfolgenden Bakterien bilden (Netuschil et
al., 1998). In einer klinischen Studie konnte ggizeierden, dass die Vitalitat tatséachlich initial
sehr niedrig (18 %) ist und spater ansteigt (aub@2(Weiger et al., 1995). Die Verteilung der
verschiedenen Mirkoorganismen auf der Zahnoberdaafiterscheidet sich signifikant von der
im Speichel, was fir die selektive Bindung zwischmstimmten Mikroorganismen und den
Pellikelproteinen spricht (Hellwig E., 2003).

Die initiale Plague besteht in der Hauptsache aasgositiven Kokken und wenigen Stabchen.
Auch Filamente und Anaerobier kbnnen nachgewiesaden, ihre Anzahl ist aber gering.

Mittelalte Plaque

Zusatzlich zu weiteren Streptokokken, Aktinomyzated Veillonellen, die sich am Pellikel oder

an den Primarkolonisatoren anlagern, kommt es zazméhrung durch Zellteilung.

Ortsstandige Mikroorganismen andern ihr Genexpoassiuster und passen ihren Stoffwechsel
der Situation im Verbund an. Das fuhrt zu einemnpitygpischen Wandel und zu Keimen, die
vermehrt extrazellulare Polysaccharide [EPs] (Gugital., 2006) und Toxine bilden (Koch,

2002). EPs vernetzen die Bakterien untereinanded unterstitzen den Halt an der

Zahnoberflache und die Adhasion weiterer Mirkoorgan@n. Von den Mikroorganismen

sezernierte Saccharasen und Speichelenzyme bilteeZuckern der Nahrung l6sliche Mono-

und Oligosaccharide, die in der Plaque verstoffeltthwerden konnen und unlésliche
Polysaccharide, die den Biofilm stabilisieren. Ddaterial zwischen den Zellen wird auch

interzellulare Matrix oder Plaguematrix genannt. der Oberflache wechseln Mikroorganismen
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zwischen sesshafter und planktonischer Form, inicBpksuspension, hin und her (Rudney,
2000).

Alte Plaque mit Milieuverschiebung

Wird die Plaque in ihrer Entwicklung nicht durchi3ue Einflisse gestort, setzt die Entwicklung
fort. Einzelne Plaquekolonien verschmelzen mitedteanund auch ihre Starke nimmt zu. Die
interzellulare Matrix sorgt nun fur so grof3e Stadi| dass der Biofilm nicht mehr durch die
naturlichen Reinigungsmechanismen in der Mundhéhté&rnt werden kann. Wurde friiher von
einer kompakten homogenen Masse ausgegangen, wurdgntersuchungen mit konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskopen ein komplexes Kanal- tahlraumsystem gefunden, dass mit
Flussigkeit gefillt ist, die vermutlich zirkulie(tWood et al., 2000). Die Dichte der Biomasse
steigt in Richtung der Zahnoberflache an, was &néarung fur die schlechte Penetration der
Plaque mit Desinfizienzien oder Farbemitteln sé€inrke (Robinson et al., 2006).

Wahrend der zweiwo6chigen Ausreifungsphase verstbieb das Bakterienmilieu. Der Anteil an
Kokken sinkt von 80-90% auf 30-40%, wéhrend der @abchen auf Uber 40% steigt. Auch
Filamente, Fusiforme und bewegliche Stabchen geamrauf Kosten der Kokken an Bedeutung.
Es werden nun auch vermehrt Anaerobier gefundea étal., 1965; Ritz, 1967). Auch in Bezug
auf die Gramfarbung sind Verdnderungen zu verzeicher Anteil von gram-negativen
Stabchen steigt auf Uber 19% (Helderman, 1981)séDientwicklungen fihren zu erhdhter
Resistenz und Virulenz des Biofilms.

Menschen entwickeln Plaque unterschiedlich schnBlbei ist der Unterschied in der
Initialphase am gro3ten. Schon ab dem dritten Tegsbht, bis auf den Umstand, dass schnelle

Plaquebildner mehr interzellulare Matrix aufweisgrmRe Ahnlichkeit (Zee et al., 1997).

Beeinflussung der Bakterienadhdision

S. Mutans wird eine herausragende Rolle bei dest&iming der Karies zugeschrieben. Seine
Virulenz begriindet sich auf drei Eigenschaften f@tzaki et al., 2001):

1. Uber Oberflachenproteine, sog. Adhasine, bindet@ans an das Pellikel.
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2. Sein Enzym Glykosyltransferase produziert unlégictEPs, die S. Mutans
Adhasionunterstitzen und ihm als Substratspeideeed.

3. S. Mutans ist azidogen und sauretolerant. Selbstsaaren Milieu werden saure
Stoffwechselprodukte aktiv sezerniert.

S. Mutans-Bindungsmechanismen

S.mutans bindet initial an auf Oberflachen der Mwide angelagerte oder sich in Lésung
befindliche Speichelbestandteile. Das sind nicht mon den Speicheldrisen produzierte
Speichelkomponenten, sondern kénnen auch andererigakoder bakteriellen Ursprungs sein.
Andere Bindungspartner werden mit der Nahrung adgemen, gelangen als Teil der
Sulkusflussigkeit oder durch Refluxerkrankungerdi@ Mundhdhle. S. Mutans stellt auf seiner
Oberflache Rezeptoren aus, um Bindungen einzugeRenbrien, Zellfortsdtze auf seiner
Oberflache, sorgen fur erhebliche Oberflachen- RsichweitenvergrofRerung. Der Rezeptor
kann, wenn es zu Kontakt kommt, an einen Ligandendm (Gibbons, 1989). Die grofdte
Rezeptorgruppe sind in der Antigen I/ll-Familie aosmengefal3t (SA I/ll), andere heissen P1,
Spa und PAc. Sie binden an PRPs, Glykoproteine 8A& (parotid salivary agglutinin
glycoprotein). Das Glukan-bindende-Protein (GBRdet an Glukane (Hannig, 2001; Jenkinson
and Lamont, 1997).

In der Vergangenheit wurden verschiedene Ansatagiekelt, um die Virulenz von S. Mutans

zu reduzieren oder ganz auszuschalten. Die folgeAbtschnitte geben hierzu eine Ubersicht.

Impfung - Die aktive Inmunisierung

Bei der aktiven Immunisierung werden Antigene o@drgeschwachte Toxine in den zu
impfenden Organismus eingebracht. Das Immunsystkemet die Antigene und beginnt mit der
Produktion von Antikérpern. Kommt es zum né&chstemtgkt zwischen Organismus und Noxe
wird sie durch die zuvor gebildeten Antikdrper markund von der Immunabwehr abgeschaltet.
Schon in den siebziger Jahren wurden erste Versumite Impfung gegen S. Mutans
unternommen (Bowen et al., 1975) und die kurz b&tetbende Marktreife angekindigt. Im
Tierversuch konnten auch Erfolge verzeichnet wer@lemger et al., 2004, Taubman et al.,

1995), die sich jedoch nicht so einfach auf den #8bBen Ubertragen lieBen. Gravierendstes
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Problem waren die auftretenden Kreuzreaktionen.urBentikorper gegen eingeimpfte S.
Mutans-Fragmente markierten auch Herzmuskelgewabden letzten Jahren ist es daher etwas

still geworden um die aktive Immunisierung.

Lokale passive Inmunisierung

Der Grundgedanke der lokalen passiven Immunisierb@giht auf der Blockierung der S.
Mutans- Adhasine oder deren Liganden durch in dismdhohle eingebrachte Antikorper. Die
Adhasion auf der Zahnoberflache und die Akkumufgtigichtige Faktoren der Kariogenitat von
S. Mutans, sollen so unterbunden werden. Im Fadtelakalen passive Immunisierung werden
die Antikorper von aullen in die Mundhohle eingebtacund koénnen die
Zahnoberflachenbesiedelung mit S. Mutans reduzi@vkenet al., 1987). Verschiedene Ansatze
zur Gewinnung der Antikorper werden zur Zeit vegfoEinige Forschergruppen greifen auf IgY
aus Huhnereigelb (Kruger et al., 2004), anderePflahzen (z.B. Tabak) zurlick (Ma et al., 1994;
Weintraub et al., 2005). Nachteile des Verfahréegeh in der Notwendigkeit zur regelméaRigen
Substitution der Antikorper, ihrer hohen Spezifitithd der mdglichen Auslésung von
allergischen Reaktionen. Erste Kklinische Studierliefen ohne Komplikationen durch
Nebenwirkungen; die gewlnschte Wirkung konnte jadmech nicht gezeigt werden (Weintraub
et al., 2005).

Mukosale Inmunsierung

In den Speicheldrisen werden sekretorische Anté&orslgA) gegen S. Mutans gebildet.
Liganden der Antikdrper sind auch hier charaktmtste Oberflachenproteine und die GTF.
Stimulus fur die Sekretion ist der Antigenkontaktden ortsstandigen lymphatischen Geweben.
Die Menge an slgA im Speichel ist jedoch sehr geund muld zur effektiveren Bekdmpfung
von S. Mutans zusétzlich stimuliert werden. Diesofgeht mit Hilfe von Spulungen oder Sprays.
Ziel der mukosalen Immunisierung ist nicht die Ehation von S. Mutans, sondern die
Ausschaltung ihrer Virulenzfaktoren. Mikroorganismia planktonischer Form werden von sigA
relativ gut erreicht, aufgrund seiner Grol3e diffienides jedoch schlecht in die Plague (Hannig,
2001).



22

Replacement Therapy

Die Theorie hinter der Replacement Therapy ist\tgedrangung von S. Mutans durch einen
nicht kariogenen Keim. Ein S. Mutans-Stamm ohnéok@ne Eigenschaften und mit Vorteil bei
der Besiedelung von Zahnoberflachen sollte gesehafiverden. Eine Forschergruppe um
Hillman begann mit der Modifikation. Als Ursprungmsm wurde JH 1140 gewahlt. Er
produziert Mutacin 1140, ein Lantibiotikum (lanthin-containing antibiotic), das sich gegen ein
breites Spektrum Gram-positiver Keime richtet ($net al., 2003). Mutacin 1140 sollte dem
modifizierten Keim einen Vorteil bei der Besiedejurder Mundhohle verschaffen. Der
Genabschnitt  mit den Informationen  zur Laktatdebgenase (LDH), dem
milchsaureproduzierenden Enzym von S. mutans, wurdatfernt. Um einem
Stoffwechselungleichgewicht vorzubeugen ersetzte biaH durch die Alkoholdehydrogenase.
Der entstandene Keim namens BCS3-L1 produziertekdich- und insgesamt signifikant
weniger Saure als sein Ursprungsstamm JH 1140.iémvérsuch konnte gezeigt werden, dass
BCS3-L1 Zahnoberflachen ebenso aggressiv kolohisiex JH 1140. Des Weiteren konnten
nach sechs Monaten keine Veranderungen an innerganén der Versuchstiere festgestellt
werden. Eine Ruckbildung zur Milchsaurebildungsfiiteit wurde nach sechs Monaten nicht
beobachtet (Hillman et al., 2000). Die Ergebnispechen flir eine gute Kontrollierbarkeit.
Jedoch birgt eine Infektion mit gentechnisch vesiteh Mikroorganismen erhebliche Risiken.
Insbesondere firchteten die Forscher Endokartiiieéh. Daher wurde der Stamm vor ersten
klinischen Versuchen am Menschen noch weiter madit, um eine schnelle Eleminierung im
Falle von unerwiinschten Nebenwirkungen zu ermogfictDer neue Stamm, A2JM, ist von
exogenen d-Alanin-Quellen abhangig und gilt als egienh stabil (Hillman et al., 2007).

Klinische Studien am Menschen werden seit langegeldindigt, stehen jedoch noch aus.

Untersuchungstechniken zur Analyse von Biofilmen

Einfithrung

Die Untersuchungstechniken zur Analyse von Biofitnm@ben sich seit der Erstbeschreibung der

Plague im Jahre 1898 durch Black stetig entwickéMtit der Untersuchung ihrer

makroskopischen optischen Eigenschaften beganBidiégmforschung am Beispiel der oralen
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Plaque. Es folgten die mikroskroskopische Analysel weitere Untersuchungen von z. B.
Dichte, der chemischen Zusammensetzung und des @isWSie setzten jedoch stets
kollektiviertes Plaquematerial voraus und gingemedafast immer mit der Zerstérung der
Plaquestruktur einher. Im letzten Jahrhundert wurdiese Untersuchungsmethoden modifiziert
und exakter. Sie erlaubten tiefere Einblicke in ienrkleiner werdende Teilbereiche der Plaque,
bis die Forschung sich wieder der Biofilmstruktwwandte. Im Folgenden finden Sie eine

Ubersicht der wichtigsten optischen Untersuchungisasen der letzten 150 Jahre.

Lichtmikroskope

Zu Beginn der Biofilmforschung wurden einfache Dhlichtmikroskope verwendet. Dabei wird
eine Probe auf einem Objekttrager ausgestrichem odeh Fixation im Dunnschnitt optisch
untersucht. Die Probe darf dabei eine probensgehii Starke nicht Gberschreiten, um noch
genugend Licht passieren zu lassen. Zur Untersggchian lichtundurchlassigen Proben kénnen
Auflichtmikroskope verwendet werden. Sie erfassas gom Objekt reflektierte Licht. Das
Auflésungsvermdgen von Lichtmikroskopen ist dura \Wellenlange des sichtbaren Lichtes auf
ca. 0,3 um limitiert.

Auch inverse Mikroskope gehoren der Gruppe der thidkroskope an. Bei ihnen liegt das
Objektiv unter dem Objekttisch. Die Anordnung ebiaeine gréssere Dicke der Objekte.

Die einfache lichtmikroskopische Untersuchung erictite erste Aussagen uber die Struktur der

Plaquebestandteile und die Unterteilung der Mikgaaismen nach Farbbarkeit und Form.

Fluoreszenzmikroskope

Bei Fluoreszensmikroskopen handelt es sich zuroeisinverse Auflichtmikroskope. Laser oder
Quecksilberdampflampen geben Licht einer definfeiéellenlange ab und regen dadurch die
Fluoreszenz von natirlich oder kinstlich in die deroeingebrachten Stoffen an. Diese
sogenannten Fluorochrome geben dann eine ihneifispleg Eigenstrahlung ab, die heute meist
digital aufgezeichnet wird. Mit spezifischen Mankekbnnen Zellen, Zellverbande oder auch
einzelne Molekile markiert und nachgewiesen werden.

Verschiedene Fluorochrome werden angewandt um dieobtganismen einer Probe in tote und
lebende zu unterteilen. Uber die VerlaRlichkeithel Farbungen darf jedoch gestritten werden.
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Konfokale Laserrastermikroskope (CLSM)

Eine spezielle Art der Fluoreszenzmikroskopie istlkibnfokale Laserrastermikroskopie (CSLM
- confokal laser scanning microscope). Konfokaldugdt, dass Lichtquelle und Detektor auf die
selbe Schicht der Probe fokussieren. Dazu sind Blegiden nétig, eine fur die Lichtquelle und
eine fur den Detektor (pinhole).

Als Lichtquelle dienen hier wie bei normalen Fluisrenzmikroskopen Laser oder
Quecksilberdampflampen, die fluoreszierende Faffestoanregen. Mit Hilfe der
llluminationslochblende wird, anders als beim Dwsichtmikroskop, nur ein kleiner Bereich um
die fokussierte Schicht bestrahlt. Das vermeidetuitht, das sonst in den anderen Schichten
entsteht. Hier liegt ein Vorteil gegeniiber dem lemtionellen Fluoreszenzmikroskop, das die
Streustrahlung der gesamten Probe aufnimmt. Auhgefa wird nur die Fluoreszenz der
fokussierten Schicht, die bei minimaler Blendendffg bis zu 1 pum dinn sein kann und
senkrecht zum Strahlengang steht. Die verbessetanik schlagt sich in héherer Auflésung
(1,4-fach) und verbessertem Kontrast (bis zu 1@®&)fam Vergleich zu konventionellen
Fluoreszenzmikroskopen nieder (Roderfeld et al.0320 Das Bild entstent wie beim
Rastermikroskop aus den einzelnen Punkten.

In der Regel stehen mehrere Kanale zur Verfiguagddnen z. B. verschiedene Farbstoffe und
Phasenkontrast simultan gescannt und gegebenegfdlter digital zusammengesetzt werden.
Die digitale Erfassung erlaubt eine verlustfreienervierung und Bearbeitung der Daten. Mit
geeigneter Software kdnnen sukzessiv gewonnene itthilder, sogenannte z-stacks (oder
stacks), spater zu dreidimensionalen Abbildern Riebe rekonstruiert und digital verarbeitet
werden. Das ,z“ steht hier fur die Achse im Koomttensystem, in der der Fokus in der Regel
verschoben wird.

Das CLSM erlaubt die Untersuchung feuchter Prohash den Verzicht auf ihre Fixierung, so
dass die sonst Ubliche Zerstérung oder Devitatinaties Biofilmes ausbleibt. Der Biofilm kann
so Uber lange Zeitraume vital erhalten werden. Baobachtung von vitalen Biofilmen
verwendet man Kammersysteme mit stabilem Flisdigggehalt oder in FlielBkammern, durch die
kontinuierlich Medium hindurchflie3t. Kammern miabilem Flissigkeitsgehalt sind einfacher
zu entwickeln, haben aber den Nachteil, dass dage®ykippt, wenn essentielle Nahrstoffe zur

Neige gehen oder schéadliche Stoffwechselprodukte BmfluR gewinnen. Der
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FlieBkammeraufbau ist komplexer, er erlaubt aberkiinstanthaltung des Mediums und bietet
mehr Eingriffsmoglichkeiten. Die Stromung allerdsngann bei ,Aufwachsversuchen® als

Nachteil angesehen werden.

Vitalfluoreszens

Die Vitalfluoreszenzuntersuchung (Live/Dead staifpt/Lebend-Farbung) von dentalen
Biofilmen geht auf Netuschil zuriick. Das Ziel waie dJnterscheidung toter von lebenden
Mikroorganismen in einer Probe durch Markierung nspezifischen Farbstoffen. Er
dokumentierte 1983 erstmals Vitalfluroreszenz ukmvendung von Fluoresceindiacetat [FDA]
und Ethidiumbromid [EB]. FDA ist farblos und mu3mdeim aufgenommen und enzymatisch
zu einem Fluorogen verstoffwechselt werden. Diekiiansfahigkeit des Stoffwechselapparats
laRkt auf einen intakten Keim schlieRen. EB ist reilativ groRes Molekiil (394,32 g-ridlund
bindet spezifisch an Nukleinsauren. Diese kann BButer Defekte in der Zellwand erreichen.
Heute ist die Vitalfluoreszens eine anerkannte Methzur Unterscheidung toter von lebenden
Mikroorganismen (Auschill et al., 2001; Netuschibé&, 1998; Weiger et al., 1995).

Elekronenmikroskope

Elektronenmikroskope [EMs] sind in Ruhebild-EMs uRdster-EMs und in Reflexion-EMs und
Transmissions-EMs zu unterscheiden. Bei RuhebildsEMird das Objekt mit einem
festehenden, ausgedehnten Elektronenstrahl bestraBhrend ein Raster-EM das Objekt
zeilenweise scannt. Bei Reflexions-EMs wird die vo®bjekt reflektierte und beim
Transmissions-EM die das Objekt passierende Stighkrfal3t. Zwei Arten von Elektronen
verlassen das Objekt. Nicht oder elastisch abgeeiileilchen mit hoher Energie, die sog.
Primérelektronen, und durch nichtelastische Wewghdaing aus dem Objekt
herausgeschleuderte energiearme Teilchen, sog. n@&talektronen. EMs besitzen zwei
Detektoren, je einen fir jede Elektronenart. Sekuelektronen bewegen sich relativ langsam
und werden von einem positiv geladenen Detektogesdgen, wéhrend die Primarelektronen
gerade auf einen zweiten Detektor treffen. Zum Aljgsa der energiearmen Elektronen ist es

notwendig eine Spannung zwischen Objekt und Detedbaulegen. Dies zieht wiederum die
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Notwendigkeit eines leitfahigen Objektes nach sishdas Objekt nicht von sich aus leitfahig, so
mufd es durch eine geeignete Beschichtung leitfgbaigacht werden. Diese Praparation ist als
Nachteil anzusehen, da durch die Manipulation anekdrtefakte entstehen kdnnen.

Da Luftmolektle im Strahlengang mit den ElektromeiwWechselwirkung treten wirden, finden
die Untersuchungen im Vakuum statt. Das Auflésuegsdgen vom EMs betragt ca. 0,1 nm. Es
liegt damit deutlich Uber dem von Lichtmikroskopekin weiterer Vorteil gegenuber
konventionellen Mikroskopen ist die hohe TiefensthaDie Darstellung erfolgt heute in
Echtzeit am Computer (Ohnsorge and Holm, 1978).

Ziel der Studie

Ziel der vorliegenden Studie ist es einen Versugfiigal zu entwickeln und zu analysieren, mit
dem sich reproduzierbare Biofilme herstellen unddaehten lassen und der die Moglichkeit der
Manipulation an deren Entwicklung bietet.

Die chemische und mikrobielle Zusammensetzung vifilBen ist relativ gut erforscht. Die
Untersuchungen haben jedoch in der Regel die Zersggdder Morphologie des Biofilms zur
folge. Die CLSM bietet prinzipiell die Moglichkeittale Proben zu analysieren (Netuschil et al.,
1998), daher sollte diese Technik als Grundlagel&srzu entwickelnde System dienen.
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Material und Methode

Mikroorganismen

Als wichtige strukurbestimmende Spezies aus denkt8pm oraler Biofilmmikroorganismen
wurde Streptokokkus mutans Clarke 1924 (Deutsch@an8ang von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland) au&gdet.

Streptokokken spielen eine herausragende Rollddyetntstehung von oralen Biofilmen und der
Erkrankungen der Zahne und des Zahnhalteappa&ite&onnen haufig in grollen Mengen aus
frihen Karieslasionen isoliert werden (Marsh, 1998) ihre Anzahl dient der Einschatzung des
Kariesrisikos bei vielen Testverfahren (Sanchezefaaet al., 2008; Seibert et al., 2002; Smiech-
Slomkowska and Jablonska-Zrobek, 2007). Morphotdgisandelt es sich um 0,5 - 0,75 pum
gro3e Kokken, die einzeln oder in Clustern vorkommBie gram-positiven Keime kdnnen
jedoch auch in Stabchenform vorkommen.

Die hohe Kariesaktivitat ist einerseits auf die &teffwechselung von Kohlenhydraten zu Sauren
bei gleichzeitiger Sauretoleranz zuriickzufihren.déerseits erlaubt die Produktion von
unléslichen extrazellularen Polysacchariden [EPg] ldolonisation der Zahnoberflache und
widersteht den natirlichen ReinigungsmechanismenMiendhéhle. In substratarmen Zeiten
werden die EPs teilweise wieder aufgespalten umd Beergiestoffwechsel zugefuhrt (Hellwig
E., 2003). Die Moglichkeit der Substratspeicheramacht S. Mutans zeitweise unabhangig von
der menschlichen Nahrungsaufnahme und erhoht digodg@mitat. Die EPs bilden die
Plaguematrix, deren Morphologie als aul3erst komgiegchrieben wird und der man eine
zunehmend groRere Rolle im Biosystem Plaque zusti{i&ood et al., 2000).

Verhalten von Mikroorganismen in geschlossenen Systemen

Mikroorganismen in geschlossenen Systemen, sogh4zattures, durchlaufen vier Phasen (s.
Abb.1). Nach der Beimpfung des frischen Mediumslgtfdie Anpassung der Mikroorganismen
an die neue Situation in der Anlauf- oder lag-Phd3ie Dauer dieses Prozesses hangt vom
Nahrmedium und dem Alter der Population ab. Die mditkganismen bilden Ribosomen und
Enzyme um das Nahrstoffangebot zu nutzen (Cypiof889). Nicht alle Mikroorganismen sind
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zur Vermehrung befahigt, stas: es zu einer Abnahme der LebendkemzZommen kann (W
Fritsche, 2002).

Auf die Anlaufphase folgt die exponentielle Phasajer sich dieMikroorganisme exponentiell
vermehren.Diese Phase dauert an bis ein essentieller Nahrgur Neige geht oder e
Zellprodukt weitere Vermehrung hemmt und ist dadi@rangig vom Kulturmilie(Madigan MT,
2001). Mikroorganismemermehren sich in der exponentiellen Phase um @*- bis 10-fache.
In der stationdren Phaseler Plateaupha bleibt die Gesamtzahl dédikroorganisme relativ
konstant Es kann jedoch zu Verschiebungen von lebendenten Mikroorganisme kommen.
Die lebenden Mikroorganisme bleiben stoffwechselaktiv und fuhren kontinuierlictu
Veranderungen im Nahrmilieu.

Die stationéare Phase geht in die Absterbephase Mikroorganismersterben ab und lI6sen si

teilweise au{W Fritsche, 200..

Extinktion

exponentielle
Phase

lag-Phase stationdre Phase

Absterbephase

Zeit

Abb. 1: Typische Wachstumskurve einer batc-Kultur. Die Entwicklung der
Bakterienkultur nach der Uberimpfung in neues Mediumlauft in vier Phasen at. Die im

Versuch verwandten Bakterien befanden sich in dertationaren Phase
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Kammern/Objekttrager

Als Objekttrager wurden steril verpackte KammerABL- TEK® Chambered coverglass w/cvr
#1 German borosilicate sterile, Nalge Nunc, NaplerviUSA) (s. Abb. 2) verwendet. Die

Kammern besitzen einen Boden aus Borosilikatglagn® und Deckel sind aus Polysteren
gefertigt. Es konnte gezeigt werden, dass Kkein ifdignter Unterschied zwischen dem

Plaguewachstum auf Glas oder Schmelz besteht (detust al., 1998). Aufgrund der

Oberflachenspannung ist eine Mindestprobenmengederfich, um optischen Verzerrungen im
Randbereich vorzubeugen. Vom Hersteller werderidieverwendeten zweikammerigen Trager
fur Proben von 1,2 ml bis 2 ml empfohlen. Da im &exh nur ein kleiner, zentral gelegener
Ausschnitt der Probe untersucht wurde, gab es tletzverwendeten 1 ml - Proben keine
Verzerrungsartefakte.

Abb. 2: Die im Versuch verwendete Probenkammer. DeBoden besteht aus Borosilikatglas
und erlaubt die uneingeschréankte Untersuchung des &mmerinhalts mit inversen
Mikroskopen.

Der zum Mikroskop gehérende Schlitten, mit Therragsteizung und Gaszufuhr (Carl Zeiss
Lightmicroscopy, Gottingen, Deutschland) (s. Abb, 8rlaubt konstante Temperatur- und
Atmospharen-pH-Werte tUber den gesamten Versuchsaeit Da es sich um ein geschlossenes

System handelt ist der FlUssigkeitsverlust durcrduWiestung gering.
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Abb. 3: Beheizbarer Objektschlitten mit CO,-Atmosphére und Reglereinheit. An der
Reglereinheit ist die Temperatur einzustellen. Im ®jektschlitten befindet sich das

Thermostat.
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Mikroskop und Software

Verwendet wurde ein Zeiss LSM 510 Meta Mikroskopg 8canneinerheit Axiovert 100 M (s.
Abb. 4) und LSM-Software (Carl Zeiss Lightmicrosgpoéttingen, Deutschland). Das inverse

Mikroskop ist mit einem computergesteuerten Objséitt ausgestattet.

B A %

st

Abb. 4: Zeiss LSM 510 Meta mit Axiovert Scannereinbkit. Der Computer rechts im Bild

dient der Steuerung und Programmierung, sowie Lagemg und Auswertung der

Bildinformation.

Die LSM-Software dient der Kontrolle des Mikroskapsd der Bearbeitung und Auswertung der
gewonnenen Bildinformation. Das Mikroskop ist pammierbar und gestattet die Aufnahme
des selben stacks zu unterschiedlichen ZeitpunKignLasereinheit schaltet computergesteuert
zu und ab, um unnétige Belichtung und Ausbleichen Earbstoffe zu vermeiden. Auch der

Detektor wird Uber die Software gesteuert. Fur medé@nal lassen sich Lochblende und

Empfindlichkeit separat einstellen und fir spadeesuche abspeichern.

Die Ausgabe der Bildinformation erfolgt in Verzembdateien, die Uber die Exportroutine

verlustfrei in tif-Dateien ausgegeben werden kénnen
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Pellikelbildung

Zur Durchfihrung der Versuche sollten die Probenkanoberflachen den Bedingungen in der
Mundhdhle angepaldt werden. Voraussetzung hierzliesgenerierung einer Pellikelstruktur aus
Speichelbestandteilen. Der Speichel eines Probamdemle mittels Parafin stimuliert und
gesammelt. Die Gewinnung fand morgens, nach Fridkstiund normalen
Mundhygienemassnahmen, statt. Anschliessend wuedeSdeichel vorfiltriert (FP 30/1,2CA,
Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland) usdhdie3end steril filtriert (FP 30/0,45 CA-S,
Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland). InrsMeghskammern wurde 1 ml des
sterilfiltrierten Speichels bei 37° C vier Stundang im Temperierschrank (Memmert GmbH &
Co. KG, Schwabach, Deutschland) inkubiert (s. A)bln dieser Zeit adhariere Speichelproteine
an den Kammeroberflachen und formen ein Pellikadr@l¢s, 2006). Im Anschlu? wurde die

flissige Phase des Speichels verworfen.

Abb. 5: Temperierschrank zur Pellikelherstellung.
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Herstellung des Nihrmediums

Zuerst wurde 1 | Aqua dest. auf 60° C erwarmt. énebrgewarmten Flussigkeit werden 17,5 g
des Pulvers zur Herstellung der Antibiotika-Nactsa@ouillon Nr. 3 (CH.B.-3014367, CM287,
Fa. Oxoid LTD, Basingstoke, Hampshire, England)ogel(Inhaltsstoffe s. Tab. 1). Das so
hergestellte AB-Medium wird anschlie3end in dems@é&dan fur 15 min. bei 121° C autoklaviert
(Varioklav Dampfsterilisator, H+P Labortechnik GmbHDberschleiRheim, Deutschland).
Alternativ kann jedoch auch eine definierte Merdjeekt auf Glasrohrchen verteilt und

portionsweise autoklaviert werden.

Antibiotika-Nachweis-Bouillon Nr. 3 (AB-Medium III)

Typische Zusammensetzung: Fleischpepton 5,0 g/l
Hefeextrakt 1,5 g/l
Fleischextrakt ,Lab-Lemco” 1,5 gl
Glucose 1,0 g/l
Dikaliumhydrogenphosphat 3,68 g/l

Natriumchlorid 3,5 g/l

Kaliumdihydrogenphosphat 1,32 g/l

Tab. 1 Inhaltsstoffe der Antibiotika-Nachweisbouillon Nr. 3

Gewinnung der Mikroorganismen

Die Mikroorganismen wurden morgens in steriles ABeMum Gberimpft und bei 37 °C im
Wasserschwenkbad (Memmert GmbH & Co. KG, SchwabBelitschland) angesetzt (s. Abb.
6). Frihere Versuche ergaben, dass sie sich ined#an Stunden vermehren und nach ca. 6
Stunden die Plateauphase erreichen, in der ihratnelativ stabil bleibt (Kordes, 2006). Die
Untersuchungen stiitzen sich auf Ergebnisse derti@f@totometrie und ermitteln nicht die

Anzahl von Zellen im Medium, sondern die Lichtdu&adsigkeit der Probe. Das Verfahren ist
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jedoch wissenschaftlich anerkannt (Fritsche, 2002). der Entnahme der Mikroorganismen
wurde die Extinktion ermittelt. In allen Versuchklg die gemessene Extinktion zwischen 0,8
und 1. Entnommen wurden 1 ml der Suspension aus @&emeich 1 cm unter der
Suspensionsobeflache. Der Transport fand in igeheBoxen statt.

."-*i':'

Abb. 6: Schittelbad zur Gewinnung der Mikroorganismen. In verschlossenen

Reagenzglasern durchlaufen die Populationen hier dilag- und die exponentielle Phase.

Fiarben der Bakterien

1 ml der Bakterien in Suspension wurden mit 3 (NEIDEAD BacLight L7012 (Invitrogen
corporation, Carlsbad, USA) (s. Abb.7) vermischtduh5 min bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. Die Farbelésung setzt sich aleschen Teilen SYTO 9 dye, 3.34 mM, 300
ul Losung in Dimethyl-Sulfoxid und Propidiumjodit,02mM, 300 ul Lésung in Dimethyl-
Sulfoxid zusammen. Vor der Praparation des Farfestahissen die Komponenten aufgetaut
werden, da ihre Lagerung bei -20 °C erforderlith is
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Abb. 7: Das Farbe-Kit enthalt neben den Farbstoffenauch Immersionsol. Aufgrund der
Lagerung bei -20°C mussen die Farbstoffkomponentetiir den Versuch aufgetaut werden.

Lebende Zellen nehmen Syto 9 auf und verstoffwdohse zum fluoreszierenden Endprodukt.
Dieses kann die Zelle nicht mehr verlassen. Baktemit intaktem Stoffwechsel erscheinen bei
Anregung des Farbstoffes im CLSM grun. In Zellen Adllwanddefekten dringt Propidiumjodit
ein und bindet an Nukleinsduren. Durch die Akkurmiafa von Farbstoff am Nucleoid
(Kernaquivalent) erscheinen sie im CLSM rot. Eini@ikroorganismen enthalten beide
Farbstoffe und fluoreszieren daher griin und rot aueler Uberlagerung gelb (s. Abb. 8 links).
Laut Herstellerangaben liegen die EmissionsmaxiiraSyto 9 bei 480 — 500 nm und fir
Propidiumjodit bei 490 — 635 nm. Am oder im Pelliegkumuliert keiner der beiden Farbstoffe
(s. Abb. 8 rechts).



Abb. 8: Rechts: Beispiel der Vitalfluorenszenz. Gridie Streptokokken haben Syto 9
akkumuliert, wahrend Propidiumjodit in jene mit Zel Iwanddefekten eingedrungen ist.
Einige Streptokokken enthalten beide Farbstoffe underscheinen im Mehrkanalbild gelb.
Links: Pellikelbeschichtete Kammer AB-Medium und F&bung. Es sind durch die gesamte

Probe keine Fluoreszenzemissionen zu erkennen.
Versuchsablauf

Die morgens angesetzten Bakterien wurden angefarat in eine pellikelbeschichtete
Probenkammer Uberfihrt. Wahrend der funfstiindigatetduchungsphase wurde die Probe bei
konstanten 37 °C gehalten.

Mit Hilfe der LSM-Software wurde eine Position irrdProbe gespeichert, die sicher unter der
Pellikeloberflache lag. Ausgehend von dieser wurstahann je 15 Schnittbilder durch die Probe
in 2 um Abstand angefertigt. Die Software ermoédligs immer wieder automatisch die
Ausgangsposition aufzusuchen. Die Aufnahmen wurdédreiner Auflésung von 1024 x 1024
Pixeln und 63 - facher Objektivvergrol3erung herglisDas entspricht einer untersuchten Flache
von 146,2 purh Zur Anregung der Fluorochrome wurden ein Argoséra(Wellenlange 488 nm)
und ein Helium-Neon-Laser (Wellenlange 543 um) \emdet. Eine Aufnahme in dieser

Konfiguration dauert 2,1 s. In halbstiindigen Abdtin fanden die Aufzeichnungen statt. Die
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Auswertung der Bilddatein wurde mit der SoftwareM.8orgenommen. Der Versuch wurde funf

mal wiederholt.

Auswertung

Auswertung mit LSM

Die Software LSM (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, @blasd) erlaubt die Zahlung von Pixeln
eines Bildes und deren Zuordnung zu einer von 2%&gufen oder 0. Jeder Kanal (hier: Grin u.
Rot) wird einzeln gelesen und in Graustufen gewkindann wird jedem Pixel ein Grauwert von
0 bis 255 zugeordnet. Die Ausgabe erfolgt Uber éxtdatei, die sich problemlos in einen
Tabellenkalkulator importieren laf3t. Da die Seng#iides Detektors so eingestellt wird, dass der
Hintergrund den Grauwert O hat, entsprechen allealiPauf denen Mikroorganismen angefarbt
wurden 1 - 255. Nach der Bearbeitung ergeben gichVprsuch zwei Tabellen mit den positiv
gemessenen Pixeln pro Kanal, aufgeschlisselt nelgicl® und Zeitpunkt der Untersuchung (s.
Tab. 3 — 12). Zur besseren Ubersicht wurden zu dlsbellen Grafiken erstellt (s. Abb. 9 - 18).

Statistische Auswertung

Um die erhobenen Daten besser zu veranschaulichedew sie mit SPSS-Satistics (SPSS-
Software, Munchen, Deutschland) auf Normalvertgluiberprift (s. Tab. 12). AulBerdem
wurden mit Excel (Microsoft Deutschland GmbH, Ustdnei3heim, Deutschland) fir jede
Schicht Median, Interquartilbereich und das erssevierte Quartil ermittelt (s. Tab. 13). Auch

hier wurden aus Griinden der verbesserten UbeGictitken (Boxplots, s. Abb. 21 - 25) erstellt.



38

Ergebnis

In den kammerbdennahen Probenschichtsammelten siclschon zu Begir der flinfstindigen

Versuchsdauergro3e Mengen Mikroorganismerin allen Versuchenstieg die Zahl der

fluoreszierenden Pixedusgehend vom Kammerbor an, erreichtem Abstancvon 4 - 14 um

vom Pellikelihr Maximum und iel dann langsam ab. Diedéerteilung finden wir zu jeder

Untersuchungszeitpunkund bei jeder Versuchrei wieder.

Die folgenden graphischen

Darstellungen (Abb. 9 — 1&giger die Verteilung der vitalen und avitaldfikroorganismen de

funf untersuchten Proben.

1000000
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800000-1000000
600000 600000-800000
400000 400000-600000
500000 29213 = 200000-400000
= 0-200000
0 z5
0 60 z1
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Abb. 9: Die gaphische Darstellung von Tab.

- zeigt die Verteilung der vitalen

Mikroorganismen der ersten Probe. > - Achse: Zeit in min., Y -Achse: Schichten Z - Z15,

Z - Achse: Anzahl der positiv gemessenen Pix
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Abb. 10: Die gaphische Darstellung von Tab. . zeigt die Verteilung der avitalen

Mikroorganismen der ersten Probe. > - Achse: Zeit in min., Y -Achse: Schichten Z - Z15,
Z - Achse: Anzahl der positiv gemessenen Pix
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Ab. 11: Die gaphische Darstellung von Tab. : zeigt die Verteilung der vitalen

Mikroorganismen der zweiter Probe. X - Achse: Zeit in min., Y -Achse: Schichten Z -
Z15, Z - Achse: Anzahl der positiv gemessenen Pix
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Abb. 120 Die graphische Darstellung von Th. 6 zeigt die Verteilung der italen

Mikroorganismen der zweiter Probe. X - Achse: Zeit in min., Y —Achse: Schichten Z. -
Z15, Z - Achse: Anzahl der positiv gemessenen Pix
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Abb. 13. Die graphische Darstelung von Tab. 7 zeigt die Verteilung der vitalen

Mikroorganismen der dritten Probe. X - Achse: Zeit in min., Y -Achse: Schichten Z - Z15,
Z - Achse: Anzahl der positiv gemessenen Pix
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Abb. 14: Die graphische Darstellung von Tb. 8 zeigt die Verteilung der witalen

Mikroorganismen der dritten Probe. X - Achse: Zeit in min., Y -Achse: Schichten Z - Z15,
Z - Achse: Anzahl der positiv gemessenen Pix
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Abb. 15: Die gaphische Darstellung von Tab. ' zeigt die Verteilung der vitalen

Mikroorganismen der vierten Probe. X - Achse: Zeit in min., Y -Achse: Schichten Z: - Z15,
Z - Achse: Anzahl der positiv gemessenen Pix
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Abb. 16:. Die graphische Darstellung von Tb. 10 zeigt die Verteilung der wvitalen

Mikroorganismen der vierten Probe. X - Achse: Zeit in min., Y -Achse: Schichten Z. - Z15,
Z - Achse: Anzahl der positiv gemessenen Pix
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Abb. 17: Die gaphische Darstellung von Tab. 1 zeigt die Verteilung der vitalen

Mikroorganismen der finften Probe. X - Achse: Zeit in min., Y -Achse: Schichten Z. —
Z15, Z - Achse: Anzahl der positiv gemessenen Pix
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1000000
800000
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= 0-200000

Abb. 18 Die graphische Darstellung von Tb. 12 zeigt die Verteilung der wvitalen
Mikroorganismen der finften Probe. X — Achse: Zeit in min., Y -Achse: Schichten Z -

Z15, Z - Achse: Anzahl der positiv gemessenen Pix

Die Streptokokken haben keine Mdglichkeit der Elgmmegung,aufgrunc der Braun’schen
Molekularbewegungbewegen sich planktonische Mikroorganisi trotzden ununterbrochen.
Dass sie jedoch in Kammerbodennalortstandigsind lasst den Schluss zdass sie Uber
Adhasionsmechanismen mit dem Pellikel verbunded. Hier kann man im zeitlichen Verla

einzelne Aggregate von Streptokokken beobar (s. Abb. 12).Viele Aggregate enthalten
lebende undate Mikroorganismn.
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Abb. 19: Vitalfluoreszenz einer Schicht (6 um UbeKammerboden) im zeitlichen Verlauf.

Die markierten Aggregate sind Uber 2,5 Stunden ortgéndig.

Von Versuch zu Versuch ergaben sich erhebliche rdcitéede in der Intensitat der Fluoreszenz
(0 - 779395 bei 1048576 Bildpunkten) und dem Verglzwischen vitalen und nichtvitalen
Mikroorganismen (0,07 % bis 99 % vitale Fluoreszenz Schnittbild s. Abb. 22). Eine
wiedererkennbare Verteilung von toten und lebendémorganismen konnte nicht festgestellt
werden, jedoch blieb die Verteilung von toten ueldenden Mikroorganismen fur den einzelnen

Versuch charakteristisch.
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Abb. 20: Maximaler Anteil Lebendfluoreszenz im Verhalnis zu Totfluoreszenz (Max) unc
minimaler Anteil Lebendfluoreszenz im Verhaltnis zu Totfluoreszenz anhand zweie

Stichproben.

Die statistische Auswertung nach Sha-Wilk ergab, dasslie Bakterien in einer Schicht Gk
den gesamten Versuchzeitraum nidn allen Versuchreihen normalverteilt sind. Um

Verteilung der Fluoreszenz in den einzelnen Schitimiteinander zu vergleichen wurden de
die Mediane herangezogend Boyplots erstellt (s. Abb. 21 - 25Auch hier wird deutlichdass

die Fluoreszenimtensitat vom Pellikel ansteigt und nac— 14 pm ihr Maximumerreick
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Abb. 21: Zeigt die Verteilung der Fluoreszenz gemessen iRixeln (Y — Achse) in den
Schichten 1 — 15 (X -Achse) lUber den gesamten VersuchszeitraurDer Kasten zeigt der
Bereich, in dem 50 % der gemessenen Werte liegendiwird durch den Median geteilt. Die
Whiskers (T, 1ygeben Maxima- und Minimalwert an. Links Versuch 1, vitale Fluoreszenz;,

rechts Versuch 1 avitale Fluoreszen
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Abb. 22: Zeigt die Verteilung der Fluoreszenz gemssn in Pixeln (Y — Achse) in den
Schichten 1 — 15 (X — Achse) uber den gesamten MViechszeitraum. Der Kasten zeigt den
Bereich, in dem 50 % der gemessenen Werte liegendiwird durch den Median geteilt. Die
Whiskers (T, 1ygeben Maximal- und Minimalwert an. Links Versuch 2,vitale Fluoreszenz;

rechts Versuch 2 avitale Fluoreszenz.
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Abb. 23: Zeigt die Verteilung der Fluoreszenz gemssn in Pixeln (Y — Achse) in den
Schichten 1 — 15 (X — Achse) uber den gesamten MViechszeitraum. Der Kasten zeigt den
Bereich, in dem 50 % der gemessenen Werte liegendiwird durch den Median geteilt. Die
Whiskers (T, 1ygeben Maximal- und Minimalwert an. Links Versuch 3,vitale Fluoreszenz;

rechts Versuch 3 avitale Fluoreszenz.
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Abb. 24: Zeigt die Verteilung der Fluoreszenz gemssn in Pixeln (Y — Achse) in den
Schichten 1 — 15 (X — Achse) uber den gesamten MViechszeitraum. Der Kasten zeigt den
Bereich, in dem 50 % der gemessenen Werte liegendiwird durch den Median geteilt. Die
Whiskers (T, 1ygeben Maximal- und Minimalwert an. Links Versuch 4,vitale Fluoreszenz;

rechts Versuch 4 avitale Fluoreszenz.
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Abb. 25: Zeigt die Verteilung der Fluoreszenz gemssn in Pixeln (Y — Achse) in den
Schichten 1 — 15 (X — Achse) uber den gesamten MViachszeitraum. Der Kasten zeigt den
Bereich, in dem 50 % der gemessenen Werte liegendiwird durch den Median geteilt. Die
Whiskers (T, 1ygeben Maximal- und Minimalwert an. Links Versuch 5,vitale Fluoreszenz;

rechts Versuch 5 avitale Fluoreszenz.
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Diskussion

Primare Ergebnisse

Die Ergebnisse der Versuchsreihe entsprechen, lagisdeson ihrer Vitalverteilung, klinischen
Studien von Auschill, Hein und Netuschil et al. &&hill et al., 2001; Hein, 2004; Netuschil et
al., 1998). Die Aggregation von toten und lebenti&kroorganismen ist deutlich sichtbar und
bestétigt klinische Untersuchungen. Teilergebnisseausgegangener Studien nach denen
hauptséachlich tote Mikroorganismen zu den Primakisktoren gehoren, kénnen allerdings nicht
bestatigt werden. Das kurze Zeitintervall vom K&bhider Bakteriensuspension bis zur Adhasion
erster Keime am Pellikel spiegelt klinische Studweider (Hannig et al., 2007). Ergo ist ein
Modell-Versuch zur vitalmikroskopischen Observatimm Biofilmen am Beispiel von S. Mutans
gelungen. Zu bemerken bleibt die Varianz der ergugBiofiime. Trotz standartisierter

Verfahren und Mikroorganismen in Monokultur ist tiehe Variabilitat auffallig.

Bewertung der Darstellungsform

Die CLSM in Kombination mit Vitalfarbung gewinnt ider Biofilmforschung aber auch in

anderen Forschungsgebieten immer mehr an Bedeutungler Zahnmedizin scheiterten

morphologische Untersuchungen der Plague haufigdem Zerstérung der Probe bei ihrer
Kollektivierung. CLSM bietet die Mdglichkeit einegdbe zerstérungsfrei optisch und Schicht fur
Schicht zu durchschreiten. Angefarbte Mikroorgamsmassen sich gut identifizieren und,
soweit sie ortsstandig sind, auch zu spateren Jetien wieder aufsuchen. Nach einer langen
Phase ohne neue Erkenntnis Uber die Morphologie Rlaque hat die CLSM eine neue
Perspektive eroffnet und zur Korrektur alter Voiategen beigetragen. Der komplexe Aufbau
der oralen Plague konnte erst lange nach ihrerb&sshreibung bildlich erfal3t werden und
verdrangt die Plaque als ,homogene Masse®. Die CliSMine sinnvolle Erganzung zu anderen
Verfahren, wie Raster-Elektronen-Mikroskopie undsteaKraft-Mikroskopie, und tragt eine

weitere Perspektive zur vollstandigen Abbildung\dérklichkeit bei.

Ein Nachteil liegt im System der Laserfluoreszernaoskopie: sichtbar gemacht wird der

Farbstoff und nicht die Strukturen in der Proben E&eles Bild kann nicht erzeugt werden. Als

weiteres Manko ist das Rasterbildverfahren bei @bservation von beweglichen Objekten
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anzusehen. Das Abfahren der Probe bendtigt beinagggener Auflosung fast zwei Sekunden
pro Schicht und in der planktonischen Phase bewsgdn einzelne Mikroorganismen relativ

schnell (ca. 30 um/h linear durch Braun sche Mdbrkewegung sind moglich). Die CLSM

steht heute trotz der geringeren Auflosung mit deditionellen Verfahren auf einer Stufe
(Wood et al., 2000). Die Vielzahl von aktuellen @an bestatigt dies.

Problem der Quantifizierung

Die Zahlung von Mikroorganismen im intakten Biofilstellt seit Beginn der Biofilmforschung
eine grol3e Herausforderung dar. Ein Problem liegtdér Morphologie der Biofilme, der
Aggregation der einzelnen Mikroorganismen. Das mveroblem ist die Farbung.
Mikroorganismen liegen nur teilweise in der ges¢anrSchicht, Gberlappen in der 2D-Aufsicht
und sind nicht homogen angefarbt, was das Ergelenifilscht. Auch die softwaregestttzte
Ermittlung der Pixelzahlen erlaubt zunachst kein&uckschlul3 auf die Zahl der
Mikroorganismen, da ihre Entsprechung in Bildpunktgcht eindeutig ist. Die Entwicklung in
einer Schicht kann jedoch Uber den Versuchszeitnaenglichen werden.

Live/Dead-Farbungen basieren auf der Annahme, tissMikroorganismen den Farbstoff fur
die Lebendmarkierung nicht verstoffwechseln konoed ihre Zellwande durchlassig fur den
Farbstoff flr die Totmarkierung sind. Richtig isdpch, dass auch Populationen, die nach der
Farbung tot erscheinen auf Agarplatten neue Koiorlidden (Renye et al., 2004). Die
Farbemethode ist also nicht absolut zuverlassigwigiterer Nachteil der Vitalfluoreszenz ist die
Anfarbung unterschiedlicher Kompartimente in defleZeDer griine Farbstoff verteilt sich im
Zytosol, wahrend der rote Farbstoff am Zellkern wakigliert. Bei ausreichender Vergrol3erung
koénnten tote und lebende Zellen unterschiedlicf8 gnscheinen und die Quantifizierung negativ
beeinflussen. Auch das Ausbleichen der Fluorochrdmeeinfludt den Versuchsaufbau. Das
Filmen der Mikroorganismen uber mehrere Stundemisit moglich, weil die Intensitat der
Fluoreszenz dann abnehmen wirde und mit frihenakufren nicht mehr vergleichbar ware.
Aktuelle Studien arbeiten in der Regel mit eindtwaregestiutzten Quantifizierung, die nicht die
Anzahl der Mikroorganismen ausgibt, sondern died@ihkte, die fluoreszieren, z&hlt. Jeder
Bildpunkt muf3 einer von zwei Gruppen zugeordnetdeer In der ersten Gruppe befinden sich
alle Pixel, auf denen ein Teil eines Bakteriumsehen ist. Die zweite Gruppe von Pixeln bildet

keine Bakterien ab, sondern stellt den Hintergrdad Da einige Farbstoffe in unterschiedlicher
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Intensitéat in der gesamten Probe vorkommen, ist Amwvesenheit von Farbstoff als

Entscheidungskriterium nicht ausreichend. Um zsargiden zu welcher Gruppe ein Bildunkt
gehort bendtigt die Software einen Schwellenwehr¢$hold), der beide Gruppen anhand der
Fluoreszenzintensitat definiert. Der Schwellenwieann rechnerisch ermittelt oder optisch-
manuell festgelegt werden. Vorteil der rechnerisch@resholdbestimmung ist die

Reproduzierbarkeit, wobei es auch hier unumgangbthdass Parameter manuell und unter
optischer Kontrolle eingestellt werden mussen. Benwellenwert ist ein Wert zwischen 0 und
255 und in unserem Versuchsaufbau stets 1. DieeginB eines Versuches fixierten Parameter

wurden auch Gber den Versuch nicht veréndert unglgiehbarkeit zu gewahrleisten.

Ausblick

In Zukunft wird der Versuchsaufbau genutzt werdednrien um die Auswirkung von
Medikamenten auf die Entwicklung von Biofilmen inalhor zu erforschen. Zum einen muissen
daher die Wirkung antibakterieller Agenzien und zamderen das Blockieren von Adhasinen im

Biofiimmodell mit den Ergebnissen klinischer Studieerglichen werden.
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Zusammenfassung

Schatzungsweise 65 % aller Infektionskrankheitertwe# gehen auf Biofilme zurtick. Zur
Bekampfung dieser Erkrankungen ist das VerstandaisBiofilmentstehung und —entwicklung
notwendig. Mit Hilfe der Laserfluoreszenzmikroskep{CLSM) wurde ein Versuchsaufbau
entwickelt, der die dreidimensionale Observatiamesivitalen Biofilms Uber langere Zeitraume
erlaubt. Die Untersuchung kommt ohne Zerstérung &tabeation aus und ermdglicht daher die
Beobachtung eines weitgehend nattrlichen Biofillig.Hilfe des CLSM werden, &hnlich einer
Tomographie, Schnittbilder der Probe angefertigeréfén diese spater zusammengeflgt entsteht
ein rAumliches digitales Abbild der Probe.

Auf sterilen Kammern mit Boden aus Borosilikatglasrde mit steril gefiltertem Speichel ein
Pellikel erzeugt. Die Bildung des Pellikels erfaldiei 37° C Uber vier Stunden. AnschlieRend
wurde 1 ml, mit LIVE/DEAD BacLight gefarbte Streptukkus-mutans-Suspension in die
Kammer gegeben. Die Bakterien befanden sich zumpi®kt der Untersuchung in der
Plateauphase. Die Bakterienzahl blieb also Gber\dersuchszeitraum relativ konstant.

Mittels CLSM wurde die Probe jede halbe Stunde Ubeen Zeitraum von funf Stunden
untersucht und Schnittbilder vom Kammerboden bisime Hohe von 28 um oberhalb des
Pellikels erstellt. Durch die Farbung konnten tat@ lebenden Bakterien unterschieden werden.
Der Versuch wurde fiinf mal wiederholt und die Sdbilder mit Hilfe der LSM-Software
quantifiziert.

Die erzeugten Biofilme zeigten jeder fur sich genmn eine charakteristische Bakteriendichte
und Verteilung von toten und lebenden Bakteriengsen jedoch untereinander grol3e
Unterschiede auf. Allen Versuchen gemein ist esrkstr Anstieg der Bakteriendichte mit
Maximum in 4 — 12 um Abstand vom Pellikel und eingirauf folgenden langsamen Abfall. Die
Mikroorganismen bilden teilweise stabile und omslige Aggregate, die auf eine Adhasion am
Pellikel schliessen lassen.

Es konnte gezeigt werden, dass der Biofilm untdyoklaedingungen mit in vivo gewonnenen
Biofilmen vergleichbar ist. Der Versuchsaufbauakto zur Biofilmsimulation und Observation

geeignet.
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Versuch 1 gruner Kanal

Omin. [30min. |60 min. [90min. [120 min.|150 min.|180 min.[210 min.|240 min.|270 min.|300 min.
z1 24467| 11494| 38835 17683| 16720|  9809|  9264| 10015|  8190| 14115| 42917
22 91767| 45374| 133949| 87212| 107049| 83251| 73301| 68473| 51433| 81945 208143
z3 177285| 144626| 193810| 131269| 165906| 216664| 267819| 310291| 319062| 390261| 678506
74 173534| 151333| 201061| 174150| 184971| 209631| 254157| 288679| 334991| 421263| 779395
Z5 | 239674 235266| 268688| 243035 198913| 179631| 211075 223857 250182| 306172| 652878
Z6 | 280935 320788| 316700 254102| 159616| 140045 161606| 176494| 203816| 252047| 573794
77 168488| 232224| 231196| 211610| 128435| 106699| 115768| 119183| 146575| 176096| 412020
z8 97144| 159664| 152779| 167057| 108958| 82755| 85590| 89730| 105885| 130260 305134
29 52978| 106369| 102238| 141815| 84656| 60059| 55246| 68987| 74411| 85394| 194556
710 | 38488 68875 72629 117791 65120 49656| 39752| 44862 50939 56237| 117850
711 | 28969| 48243| 59472| 92411 46066| 38463 31585 30476 30128 40895 70490
712 23501 34692 42382 72622| 46016| 28484| 23757| 21844 21336 27043 42658
713 17887| 25280 34070| 63578 30888 28255 14617| 16791 16305 20131 25521
714 15331| 16640 22333 48482 23804 23355 11622 12465 11548 15263| 14634
715 11460| 11058 17476 32563| 28246 20414| 8589 10207 12428 14803 9040
Tab. 2: Ergebnisse der Auswertung mit LSM Versuch 1 Kanal: grin. Z1 bis Z15
markieren die Probenschichten, aufgetragen gegenealiZeit in Minuten
Versuch 1 roter Kanal

Omin. [30min. [60min. [90 min. |120 min.|150 min.|[180 min.[210 min.[240 min.|270 min.|300 min.

71 964 929| 1382|2459  2793|  2309|  2053|  2094|  1922| 2035 1993
72 2415|  2177|  3725| 9103| 13833| 9852|  7850| 6998  6094| 6484 5593
73 21599| 18219| 35562| 53326 59275| 55899 50519| 49777| 42505| 42052 39692
z4 60687| 63444 73102| 84140| 80699| 81755 86100| 92350/ 98178| 101418| 109643
z5 47222| 57048| 56791 70300| 67946 76866| 85128 89854| 103134| 109043| 120895
Z6 30360| 36207| 36653| 47007| 46179| 57694| 66290| 73136| 83961| 94657 120452
27 22625| 25195 25194| 30586 29910| 37744 43786| 49672| 58033| 67075 96386
z8 19532| 20022| 21019 21934| 24102| 26371| 30017| 34816| 36366 44042| 62334
29 17105 17423| 17793| 19663| 18766 19491| 18695 23968| 25118| 29126| 35600
710 16294| 16264| 15366| 16954| 15221 16559| 14975| 16063 18258| 19385 22149
711 14677| 14735 14015| 15716| 13570| 13409| 12715| 12660 12958| 15629| 13302
712 13542| 13292| 12965 13702| 13662| 13207| 11564 10465 10999 10998| 9834
713 12836 12568| 12210| 12168| 11349| 11901  9890|  9742|  9400| 10268| 7820
714 12194 11882| 11209| 11299| 10374| 10966  8985|  8791|  8394| 8810 6523
715 11694| 11079] 10326| 10301| 10276| 10196| 8299 7730  8222| 8479 5813

Tab. 3: Ergebnisse der Auswertung mit LSM Versuch 1Kanal:

die Probenschichten, aufgetragen gegen die Zeit Minuten

rot. Z1 bis Z15 markieren
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Versuch 2 gruner Kanal

O min. 30min. |60 min. |90 min. [120 min.|[150 min. [180 min.|210 min.|240 min.|270 min.|300 min.
Z1 93089| 73242 82605 95718 79569| 70359| 48573 32560| 22358 18753 31483
z2 116350| 67485| 79360 77967| 64946| 59349 48292| 61949 51233| 47306| 78075
Z3 228125| 131075| 121733| 131007| 107454| 90685| 79176| 155940 159556| 178804| 386012
z4 344765| 270749| 253259| 282414 241518| 222506| 201593| 195022| 201447| 248147| 444057
Z5 541499| 478524| 470676| 525332| 488327| 457368 415165| 327912 271348| 267663| 364549
Z6 694157| 582374| 544775| 584263| 572759 509990 502183| 456794 454885| 436174| 488487
z7 670721| 565635| 529547| 581248| 581342| 526315| 524032| 478798 489185| 446807| 473698
Z8 557507| 510984| 510777| 566583| 574674| 515489| 518271| 471654| 481417| 445702| 465935
79 433876| 444342| 468303| 516607| 525663| 475120| 518226| 461513| 456997| 409053| 427163
710 303688| 366183| 405482| 454575| 472796| 408172| 484944| 405224 423506| 365078| 366575
z11 188236| 260460| 341947 394034 392980| 361216 450051| 351721| 358256| 304569| 293351
Z12 108269 176912| 265261| 316589 309712| 278205 383199 281016| 283613| 246071| 219139
Z13 72114| 130480| 207948| 239940| 228545 215384| 309813| 351721| 215716| 168401| 146102
714 46946 92596 155453| 180305 167939 153097| 241801 281016| 152340 107501 86179
715 35118| 66685 124664| 137864| 114498 111527| 168759| 204455 94815 70197 49251
Tab. 4: Ergebnisse der Auswertung mit LSM Versuch 2 Kanal: grin. Z1 bis Z15
markieren die Probenschichten, aufgetragen gegeneliZeit in Minuten
Versuch 2 roter Kanal

O min. 30 min. |60min. |90 min. [120 min.|150 min.|180 min.|210 min. {240 min.|270 min.|300 min.
Z1 5141 6210 9599 13900| 14014| 14883 14389 12958 12992| 12952| 15456
22 11149 14075| 21708| 32266 30970 31699 29537| 23746 22190| 22677 28980
Z3 84712| 133817 169697| 200081| 176679 163488| 141750 81409| 69536| 71201 93442
Z4 203714| 212142| 236890 274594| 259158| 258223| 244985| 227127 233914| 251209| 278128
Z5 224876| 210160| 257494| 307197| 315773| 315331| 302947| 278963 280630| 280864| 306437
26 160369| 160485| 216453| 285897 314856| 325300 331455| 314995| 324232| 328248| 345049
z7 104844 113512| 157731 230781 277898| 302217 324176| 323562| 340197| 336965| 354989
Z8 73438| 85083| 120538| 175981| 232345 259133| 286938| 300307| 319315| 321203| 338637
Z9 56530 61339 89665| 129120| 179330 203739| 286938| 264382 281967| 279830| 294709
Z10 43898| 475838| 68644| 97136 124280 148018| 242362 206372| 234799| 233623 233321
Z11 35174| 39758| 52352| 71195 85086 110972| 200962 67031 181227| 176757 168235
712 30865 33551| 43101| 54488| 60823| 75951| 142872| 111940 129592| 127999| 114250
713 28645 30267| 36220| 41337 47202| 56764| 99677 157031| 91640| 80549 75956
714 26198| 26576 29908| 35852| 36859 42354| 70588| 111940 62208| 55346 52412
Z15 24532| 25242 26085 29468| 29549 32573| 49975 75684| 44598| 43011 38999

Tab. 5: Ergebnisse der Auswertung mit LSM Versuch 2Kanal: rot. Z1 bis Z15 markieren

die Probenschichten, aufgetragen gegen die Zeit Minuten
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Versuch 3 gruner Kanal

O min. 30min. |60 min. |90 min. [120 min.|[150 min. [180 min.|210 min.|240 min.|270 min.|300 min.
Z1 42955| 170567| 214319| 194242| 143089| 116756| 137741| 127424| 126981 126996 125608
z2 106803 199407| 335529| 337752 288733| 218140 217296| 177582| 161809 151129| 139130
Z3 178677| 344043| 579371 560471 505962| 411904 436883| 342488| 316044| 285274| 260652
z4 308399| 473488| 696126 636455| 573736 453238| 552966| 411138 410782| 389977| 367779
Z5 327432| 419534| 659278 613953| 567388| 440407| 564431| 412265 418133| 402658| 369800
Z6 219987| 307469| 597526/ 581190| 525609| 406275| 522206| 380111 391338| 382469| 360466
z7 136150 203294| 521059| 527210 484862| 357646 477409 327541| 356984 348880| 325313
Z8 87669| 142982| 437821| 483523| 426867 304759| 406204| 268905| 297037| 308437| 287460
79 55086] 91391 49670 421402| 368414| 248727| 343072| 202370 224267| 253554| 233386
710 33463| 59419| 287493| 374363| 312169 200899| 279334| 152802 171816| 196374| 187681
z11 24368| 37382| 237528| 313044| 249534 151320| 225423| 108340 121501| 146332| 138422
Z12 15078| 30096| 191925 258965 204283| 115616 172244| 74918 92520| 109475 98154
Z13 12453 26922| 148646| 206348 162034| 92023 136638| 59921 69838| 78959| 72129
714 12283 22221| 101407 156492 125502| 74520 105908| 45400 54328| 59593| 56278
715 11421 18153| 66407 108289 89926 56775| 78612| 38473 46827| 46815| 44654
Tab. 6: Ergebnisse der Auswertung mit LSM Versuch 3 Kanal: grin. Z1 bis Z15
markieren die Probenschichten, aufgetragen gegeneliZeit in Minuten
Versuch 3 roter Kanal

O min. 30 min. |60min. |90 min. [120 min.|150 min.|180 min.|210 min. {240 min.|270 min.|300 min.
Z1 18189| 305086| 572220 675259 682988| 639625 588135| 504349| 491407 434969| 409199
22 549558| 618936| 715659| 744407| 720251| 678710| 707330| 641244 637802| 615824| 606673
Z3 567749 600734| 709860 743273| 714301| 674272 712637| 638643| 634124| 621100 607014
Z4 514884| 525564| 634079 681747| 676679 634713| 704817| 621768 635152| 615685 607861
Z5 444530| 431507| 525939| 588189| 611184| 578365| 670823 595943| 611042 598160 593002
26 374067| 349943| 434041 504769| 539013| 511502| 604473| 540610 567615| 566021 567989
z7 323377| 298054| 351625 422433| 456059| 433133| 533824| 471956| 523172| 524105 526627
Z8 287735| 261064| 293759| 353154| 378647 359506| 449361| 394585| 446361 466862 471961
Z9 254708| 229651| 244498| 291622| 306394 289734| 365501| 315408| 354772| 393081 399468
Z10 233394| 207390| 209688| 240984| 251812| 237011| 294605| 250248| 287894| 322034| 337367
Z11 213148| 185714| 177337| 195173| 204504| 186120 242487| 195954| 224531| 256055 272319
712 197891 173074| 156791| 164351 171633| 155002 195431| 154035 180711| 204252| 218530
713 182229| 158925| 134169| 135045 140587| 133117 159264| 130120| 146469| 160513| 170530
714 170604| 149776| 115516 114840 121483| 111958 129576| 108957 120309 128942| 136280
Z15 160491 140736| 102494| 96860| 99600 90322 101804| 93790| 104807 107574| 113515

Tab. 7: Ergebnisse der Auswertung mit LSM Versuch 3Kanal: rot. Z1 bis Z15 markieren

die Probenschichten, aufgetragen gegen die Zeit Minuten
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Versuch 4 gruner Kanal

O min. 30min. |60 min. |90 min. [120 min.|[150 min. [180 min.|210 min.|240 min.|270 min.|300 min.
Z1 0| 19839| 32330| 33620 57793| 154182| 21364| 18655| 16249 14285 12853
z2 2| 70852 100459| 103855| 131794| 270600| 65410 58648 49262| 46940 40689
Z3 17592 182999| 232710| 231675 272329| 299778 115197| 103715 89995| 74658| 69150
z4 58640| 335735 400231| 371962| 310637 325217| 153704| 142431 128939| 105136 96590
Z5 132178| 455021| 409117 380965| 330133| 337930 149436| 148014| 140212 121487| 113126
Z6 163923 406127| 362294| 363191 326725| 231672 122842| 120901| 128082 115395| 107327
z7 122439| 317387| 288250| 309615 301973| 175562 88285| 84465 92094| 92041| 89703
Z8 90745| 245260 207926| 186990| 248573 121599| 54561| 51963| 54185 57698 61507
79 60503| 155778| 127538| 170828| 178382 79224| 28348| 25625 26520 26726 30336
710 31944| 94513| 74089 113369| 117846 44595| 14956 11934| 12310| 14373| 17258
z11 21235 57919 37750| 60488| 64442 21297 5479 3993 5235 6329 8770
Z12 14153| 41800| 21047 34142 36924 9779 1851 1241 3058 1563 3767
Z13 10047| 24155| 10692 18999 20527 4453 1398 765 1456 327 1436
714 7711 16679 5457| 11807| 11628 3977 1148 205 296 225 255
715 6667| 13355 3374 8712 9122 3770 1074 493 214 174 27
Tab. 8: Ergebnisse der Auswertung mit LSM Versuch 4 Kanal: grin. Z1 bis Z15
markieren die Probenschichten, aufgetragen gegeneliZeit in Minuten
Versuch 4 roter Kanal

O min. 30 min. |60min. |90 min. [120 min.|150 min.|180 min.|210 min. {240 min.|270 min.|300 min.
Z1 61| 15766 58566 99831| 161143| 13681 12600 10727 9366 8918 8201
22 157| 70636 193776| 227073| 229620| 26355 20176 18974| 15586 15086 14605
Z3 5419 209808| 298196| 298800 289134| 33758 30529 30121| 26542 25419 24180
Z4 38453| 272540 351281| 349096| 329526 37316| 36456 39180 35150| 33424| 31831
Z5 65775| 266426| 339114| 361406| 350790 34694| 35354 38788| 37676| 33820 33846
26 53657| 210264 292533| 338681| 346362 23218| 27974 28394| 32547| 28431 29242
z7 38398| 157604| 233774| 294840| 310642 16120| 17895 19305 19532| 19088 19739
Z8 25013| 118399| 181244| 237384| 263415 12274| 13191 14225 12131| 13078 15781
Z9 15635 83548| 127557 179107 207999 5944 7679 8380 9089 9159 11920
Z10 8405 62998| 97662| 134633| 162234 2532 3326 4033 5005 5428 6955
Z11 5340 50752| 74482| 100839 119346 1011 1346 1967 1901 2043 3813
712 3500 43379| 59180 79110] 95038 369 565 701 1160 1087 1810
713 2619 35474| 46050 60329 72652 70 234 276 550 527 567
714 2320 29971| 37029 46041 55557 52 76 74 81 199 148
Z15 2048 27174| 30578 36735| 45161 12 27 21 14 48 97

Tab. 9: Ergebnisse der Auswertung mit LSM Versuch 4Kanal: rot. Z1 bis Z15 markieren

die Probenschichten, aufgetragen gegen die Zeit Minuten
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Versuch 5 gruner Kanal

O min. 30min. |60 min. |90 min. [120 min.|[150 min. [180 min.|210 min.|240 min.|270 min.|300 min.
Z1 482| 222093| 136290 224087| 179113 170583| 183378| 199465 178877| 165859| 218517
z2 26104| 200840 107596| 212562| 180491 195099| 215195| 217688 200204| 197120| 238266
Z3 55200| 150174| 83213| 169697| 156960 185080| 199900| 196288 188508| 188616 232640
z4 39597| 109133 48568| 130524| 121909| 162227| 167077| 148535| 150930| 151898 203604
Z5 21530 81300 34716| 91823| 85042 120441| 125930 98250/ 103323| 102717| 162316
Z6 9910| 59070| 21386 53644| 54473| 80872 87653| 64506| 63629 55499 120778
z7 6141 33174| 15167| 33465 25442| 42555 49797| 37337 38796 33584 75489
Z8 3985 19804 6823| 17691 17691| 16397| 23653| 17678 19243| 25502| 37697
79 3227 7980 4371 7944 9757| 12339| 11030 7723 6786 15113 16807
710 3130 3751 2223 3271 7279 6841 6265 4542 3190 6316 7501
z11 2702 1608 1971 2393 3345 5566 4880 2641 1709| 15113 3952
Z12 3192 1557 2203 1573 3289 3344 3262 2167 1474 2357 7501
Z13 2157 1658 1942 1254 1980 4247 2533 1985 1179 2430 3166
714 2187 942 1037 348 882 1985 2209 1527 1247 1866 2155
715 2188 939 1228 688 1179 754 1657 1170 1007 1216 2256
Tab. 10: Ergebnisse der Auswertung mit LSM Versuchb5, Kanal: grin. Z1 bis Z15
markieren die Probenschichten, aufgetragen gegeneliZeit in Minuten
Versuch 5 roter Kanal

O min. 30 min. |60min. |90 min. [120 min.|150 min.|180 min.|210 min. {240 min.|270 min.|300 min.
Z1 2638| 136605 134830| 177829| 165283| 183902| 180754 215832| 178877 219761 208467
22 15937| 103641| 100362| 145113 150729| 188531 190555| 221876| 230044| 237277| 224177
Z3 32663 71711 73868| 106502| 122796 169291| 167700 186087| 198811| 206686 205191
Z4 18378| 43915| 41860 76437| 86297| 120620 130193| 129104| 146599 160017| 163588
Z5 9351| 32346| 29397 46807| 54464| 73862 89495 80872| 96404 104977 114494
26 4762| 21138| 16381 26590 29617 42398| 55024| 47665 56758| 61717| 72989
z7 2903 9524| 10742| 15574| 15134| 16986| 27138 25924| 32580| 34011 38966
Z8 1782 6500 4538 8113 7939 7349 10282 11514| 14261| 12058| 16021
Z9 1419 2752 3475 3588 6504 6037 6021 5406 4716 3901 6705
Z10 1052 1328 1764 1712 4218 2905 4141 3642 2521 2684 3406
Z11 1146 546 1257 1450 1830 2737 2865 1651 1384 2130 2869
712 1012 561 990 677 1966 1199 2930 887 1412 1110 3406
713 575 627 956 850 1048 1113 1403 1046 993 1596 1894
714 1278 300 781 235 548 586 1513 956 903 807 1412
Z15 740 516 1243 430 738 332 1179 450 744 474 1294

Tab. 11: Ergebnisse der Auswertung mit LSM Versuclb, Kanal: rot. Z1 bis Z15 markieren

die Probenschichten, aufgetragen gegen die Zeit Minuten
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Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Schicht Statistik df Signifikanz | Statistik Df Signifikanz
Versuch
1 Z1 0,254 11 0,045 0,795 11 0,008
grin Z2 0,245 11 0,063 0,833 11 0,026
Z3 0,202 11 ,200(*) 0,804 11 0,01
Z4 0,227 11 0,119 0,72 11 0,001
Z5 0,333 11 0,001 0,595 11 0
Z6 0,214 11 0,171 0,815 11 0,015
z7 0,209 11 0,195 0,806 11 0,011
Z8 0,218 11 0,152 0,762 11 0,003
Z9 0,21 11 0,188 0,848 11 0,041
Z10 0,22 11 0,142 0,816 11 0,015
Z11 0,203 11 ,200(*) 0,852 11 0,045
Z12 0,208 11 ,200(*) 0,825 11 0,02
Z13 0,205 11 ,200(*) 0,77 11 0,004
Z14 0,255 11 0,045 0,717 11 0,001
Z15 0,219 11 0,147 0,842 11 0,034
Versuch
1 Z1 0,24 11 0,076 0,915 11 0,282
rot Z2 0,106 11 ,200(*) 0,957 11 0,734
Z3 0,16 11 ,200(*) 0,921 11 0,328
Z4 0,124 11 ,200(*) 0,974 11 0,92
Z5 0,12 11 ,200(*) 0,963 11 0,804
Z6 0,169 11 ,200(*) 0,93 11 0,414
zZ7 0,181 11 ,200(*) 0,866 11 0,068
Z8 0,19 11 ,200(*) 0,835 11 0,027
Z9 0,295 11 0,008 0,809 11 0,012
Z10 0,244 11 0,066 0,839 11 0,031
Z11 0,178 11 ,200(*) 0,909 11 0,236
Z12 0,247 11 0,06 0,862 11 0,062
Z13 0,184 11 ,200(*) 0,923 11 0,349
Z14 0,173 11 ,200(*) 0,93 11 0,414
Z15 0,24 11 0,075 0,928 11 0,392
Versuch
2 Z1 0,199 11 ,200(*) 0,897 11 0,172
grin Z2 0,198 11 ,200(%) 0,869 11 0,074
Z3 0,235 11 0,09 0,79 11 0,007
Z4 0,22 11 0,142 0,832 11 0,025
Z5 0,199 11 ,200(*) 0,912 11 0,257
Z6 0,148 11 ,200(*) 0,928 11 0,394
zZ7 0,16 11 ,200(%) 0,941 11 0,536
Z8 0,158 11 ,200(*) 0,943 11 0,551
Z9 0,171 11 ,200(*) 0,933 11 0,441
Z10 0,137 11 ,200(*) 0,957 11 0,735
Z11 0,169 11 ,200(*) 0,965 11 0,832
Z12 0,161 11 ,200(*) 0,956 11 0,724
Z13 0,16 11 ,200(*) 0,972 11 0,908
Z14 0,154 11 ,200(*) 0,958 11 0,743
Z15 0,128 11 ,200(%) 0,971 11 0,892
Versuch |Z1 0,329 11 0,002 0,807 11 0,012
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2

rot Z2 0,193 11 ,200(*) 0,897 11 0,172
Z3 0,208 11 ,200(*) 0,9 11 0,184
Z4 0,094 11 ,200(%) 0,97 11 0,888
Z5 0,215 11 0,165 0,867 11 0,072
Z6 0,316 11 0,003 0,761 11 0,003
Z7 0,216 11 0,159 0,838 11 0,03
Z8 0,178 11 ,200(*) 0,882 11 0,111
Z9 0,226 11 0,12 0,859 11 0,056
Z10 0,206 11 ,200(*) 0,861 11 0,058
Z11 0,196 11 ,200(*) 0,879 11 0,102
Z12 0,2 11 ,200(%) 0,896 11 0,164
Z13 0,157 11 ,200(%) 0,885 11 0,12
Z14 0,173 11 ,200(*) 0,851 11 0,045
Z15 0,128 11 ,200(*) 0,971 11 0,892

Versuch

3 Z1 0,22 11 0,141 0,907 11 0,223

grin Z2 0,197 11 ,200(*) 0,916 11 0,29
Z3 0,168 11 ,200(*) 0,962 11 0,8
Z4 0,169 11 ,200(*) 0,952 11 0,669
Z5 0,251 11 0,051 0,899 11 0,179
Z6 0,199 11 ,200(%) 0,94 11 0,52
zZ7 0,181 11 ,200(%) 0,918 11 0,305
Z8 0,175 11 ,200(*) 0,934 11 0,452
Z9 0,15 11 ,200(*) 0,937 11 0,485
Z10 0,152 11 ,200(*) 0,963 11 0,806
Z11 0,172 11 ,200(*) 0,959 11 0,754
Z12 0,18 11 ,200(*) 0,962 11 0,796
Z13 0,169 11 ,200(%) 0,956 11 0,72
Z14 0,173 11 ,200(%) 0,961 11 0,784
Z15 0,157 11 ,200(%) 0,97 11 0,889

Versuch

3 Z1 0,169 11 ,200(%) 0,877 11 0,096

rot Z2 0,159 11 ,200(*) 0,951 11 0,662
Z3 0,187 11 ,200(*) 0,94 11 0,525
Z4 0,217 11 0,155 0,902 11 0,193
Z5 0,284 11 0,014 0,851 11 0,044
Z6 0,224 11 0,129 0,875 11 0,09
zZ7 0,191 11 ,200(%) 0,889 11 0,136
Z8 0,18 11 ,200(%) 0,921 11 0,331
Z9 0,124 11 ,200(*) 0,944 11 0,565
Z10 0,221 11 0,138 0,923 11 0,344
Z11 0,172 11 ,200(*) 0,916 11 0,284
Z12 0,156 11 ,200(*) 0,925 11 0,365
Z13 0,171 11 ,200(*) 0,914 11 0,271
Z14 0,194 11 ,200(%) 0,871 11 0,081
Z15 0,276 11 0,019 0,783 11 0,006

Versuch

4 Z1 0,328 11 0,002 0,653 11 0

grin Z2 0,217 11 0,155 0,816 11 0,015
Z3 0,204 11 ,200(*) 0,93 11 0,408
Z4 0,247 11 0,06 0,869 11 0,076
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Z5 0,312 11 0,004 0,818 11 0,016
Z6 0,241 11 0,073 0,82 11 0,017
Z7 0,253 11 0,048 0,765 11 0,003
Z8 0,24 11 0,076 0,813 11 0,014
Z9 0,251 11 0,052 0,811 11 0,013
Z10 0,233 11 0,098 0,819 11 0,017
Z11 0,224 11 0,13 0,818 11 0,016
Z12 0,226 11 0,121 0,831 11 0,024
Z13 0,241 11 0,073 0,832 11 0,025
Z14 0,222 11 0,136 0,853 11 0,047
Z15 0,213 11 0,176 0,865 11 0,067

Versuch

4 Z1 0,384 11 0 0,684 11 0

rot Z2 0,339 11 0,001 0,713 11 0,001
Z3 0,375 11 0 0,711 11 0,001
Z4 0,392 11 0 0,678 11 0
Z5 0,34 11 0,001 0,701 11 0
Z6 0,342 11 0,001 0,722 11 0,001
Z7 0,343 11 0,001 0,725 11 0,001
Z8 0,354 11 0 0,727 11 0,001
Z9 0,357 11 0 0,734 11 0,001
Z10 0,364 11 0 0,734 11 0,001
Z11 0,365 11 0 0,732 11 0,001
Z12 0,368 11 0 0,731 11 0,001
Z13 0,367 11 0 0,73 11 0,001
Z14 0,364 11 0 0,727 11 0,001
Z15 0,363 11 0 0,724 11 0,001

Versuch

5 Z1 0,287 11 0,012 0,74 11 0,002

grin Z2 0,318 11 0,003 0,736 11 0,001
Z3 0,212 11 0,178 0,871 11 0,081
Z4 0,189 11 ,200(*) 0,908 11 0,233
Z5 0,198 11 ,200(*%) 0,945 11 0,578
Z6 0,221 11 0,14 0,944 11 0,569
Z7 0,175 11 ,200(*) 0,937 11 0,491
Z8 0,215 11 0,166 0,921 11 0,324
Z9 0,175 11 ,200(*) 0,963 11 0,807
Z10 0,208 11 0,198 0,89 11 0,14
Z11 0,268 11 0,027 0,645 11 0
Z12 0,306 11 0,005 0,733 11 0,001
Z13 0,183 11 ,200(*%) 0,903 11 0,201
Z14 0,177 11 ,200(*) 0,913 11 0,265
Z15 0,281 11 0,016 0,87 11 0,078

Versuch

5 Z1 0,235 11 0,09 0,769 11 0,004

rot Z2 0,182 11 ,200(*) 0,898 11 0,175
Z3 0,218 11 0,149 0,9 11 0,182
Z4 0,192 11 ,200(%) 0,92 11 0,319
Z5 0,129 11 ,200(*%) 0,958 11 0,749
Z6 0,133 11 ,200(*) 0,971 11 0,895
Z7 0,177 11 ,200(*) 0,956 11 0,723
Z8 0,14 11 ,200(*) 0,986 11 0,991




Z9

Z10
Z11
712
Z13
Z14
Z15

0,162
0,157

0,16
0,251
0,214
0,126
0,223
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11 ,200(%)
11 ,200(%)
11 ,200(%)
11 0,05
11 0,169
11 ,200(%)
11 0,133

0,942
0,943
0,931
0,824
0,936
0,954
0,865

11
11
11
11
11
11
11

0,543
0,561
0,417

0,02

0,47
0,698
0,067

* Dies ist eine untere Grenze der echten Signifikanz.
a Signifikanzkorrektur nach Lilliefors
Tab. 12: Tests auf Normalverteilung nach KolmogorosSmirnov und Shapiro-Wilk.

Uberpruft wurden die Werte einer Schicht (Z1 — Z15) jeweils tber den gesamten

Versuchszeitraum

MIN 1. Quartil Median 3. Quartil MAX IQR
Versuchl [Z1 8190 9912 14115 21075 42917 11163
grin Z2 45374 70887 83251 99408 208143 28521
Z3 131269 | 171595,5 216664 | 314676,5 678506 143081
Z4 151333| 179560,5 209631 311835 779395 | 132274,5
Z5 179631 217466 239674 259435 652878 41969
Z6 140045 169050 252047 | 298817,5 573794 | 129767,5
z7 106699 123809 168488 221403 412020 97594
Z8 82755 93437 108958 | 156221,5 305134 62784,5
Z9 52978 64523 84656 | 104303,5 194556 39780,5
Z10 38488 47259 56237 70752 117850 23493
Z11 28969 31030,5 40895 53857,5 92411 22827
712 21336 23629 28484 42520 72622 18891
Z13 14617 17339 25280 29571,5 63578 12232,5
Z14 11548 13549,5 15331 22844 48482 9294,5
Z15 8589 10632,5 12428 18945 32563 8312,5
Versuch1l (z1 929 1652 2035 2201,5 2793 549,5
rot Z2 2177 4659 6484 8476,5 13833 3817,5
Z3 18219 37627 42505 519225 59275 14295,5
Z4 60687 76900,5 84140 95264 109643 18363,5
Z5 47222 62497 76866 96494 120895 33997
Z6 30360 41416 57694 78548,5 120452 37132,5
Z7 22625 27552,5 37744 53852,5 96386 26300
Z8 19532 21476,5 26371 35591 62334 141145
Z9 17105 18244 19491 24543 35600 6299
Z10 14975 15714,5 16294 17606 22149 1891,5
Z11 12660 13130 13570 14706 15716 1576
Z12 9834 10998,5 12965 13417 13702 2418,5
Z13 7820 9816 11349 12189 12836 2373
Z14 6523 8800,5 10374 11254 12194 2453,5
Z15 5813 8260,5 10196 10313,5 11694 2053
Versuch2 [Z1 18753 32021,5 70359 81087 95718 49065,5
grun Z2 47306 55291 64946 78021 116350 22730
Z3 79176 | 114593,5 131075 169180 386012 54586,5
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Z4 195022 | 212049,5 248147 | 2765815 444057 64532
Z5 267663 | 346230,5 457368 | 483425,5 541499 137195
Z6 436174 | 472640,5 509990 | 577566,5 694157 104926
z7 446807 | 483991,5 526315| 573441,5 670721 89450
Z8 445702 | 476535,5 510984 537889 574674 61353,5
Z9 409053 439109 461513 | 495863,5 525663 56754,5
Z10 303688 366379 405482 | 439040,5 484944 72661,5
Z11 188236 298960 351721 377098 450051 78138
Z12 108269 232605 278205| 296662,5 383199 64057,5
Z13 72114 | 157251,5 215384 | 2342425 351721 76991
Z14 46946 | 100048,5 153097 174122 281016 74073,5
Z15 35118 68441 111527 131264 204455 62823
Versuch 2 |Z1 5141 11275,5 12992 14201,5 15456 2926
rot Z2 11149 21949 23746 30253,5 32266 8304,5
Z3 69536 83060,5 133817 | 166592,5 200081 83532
Z4 203714 | 230520,5 244985 | 258690,5 278128 28170
Z5 210160 | 268228,5 280864 306817 315773 38588,5
Z6 160369 251175 314995 326774 345049 75599
z7 104844 194256 302217 | 330570,5 354989 | 136314,5
Z8 73438 | 148259,5 259133 309811 338637 | 161551,5
Z9 56530 | 109392,5 203739 | 280898,5 294709 171506
Z10 43898 82890 148018 233472 242362 150582
Z11 35174 59691,5 85086 172496 200962 | 112804,5
Z12 30865 48794,5 75951 | 1211245 142872 72330
Z13 28645 38778,5 56764 86094,5 157031 47316
714 26198 32880 42354 58777 111940 25897
Z15 24532 27776,5 32573 43804,5 75684 16028
Versuch 3 |Z1 42955 | 126294,5 127424 156828 214319 30533,5
grin Z2 106803 156469 199407 | 253436,5 337752 96967,5
Z3 178677 300659 344043 | 4714225 579371 170763,5
Z4 308399 | 400379,5 453238 563351 696126 | 162971,5
Z5 327432 | 407461,5 419534 | 565909,5 659278 158448
Z6 219987 | 370288,5 391338 | 523907,5 597526 153619
z7 136150 326427 356984 | 481135,5 527210 | 154708,5
Z8 87669 | 278182,5 304759 | 416535,5 483523 138353
Z9 49670 | 146880,5 233386 298313 421402 | 151432,5
Z10 33463 162309 196374 | 2834135 374363 | 121104,5
Z11 24368 | 114920,5 146332 | 231475,5 313044 116555
712 15078 83719 109475| 182084,5 258965 98365,5
Z13 12453 64879,5 78959 142642 206348 77762,5
Z14 12283 49864 59593 | 103657,5 156492 53793,5
Z15 11421 41563,5 46827 72509,5 108289 30946
Versuch3 [Z1 18189 422084 504349 613880 682988 191796
rot Z2 549558 617380 641244 | 7114945 744407 941145
Z3 567749 614057 638643 | 711248,5 743273 97191,5
Z4 514884 611773 634079 | 655915,5 704817 44142,5
Z5 431507 552152 593002 604601 670823 52449
Z6 349943 469405 539013 566818 604473 97413
z7 298054 387029 456059 | 523638,5 533824 | 136609,5
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Z8 261064 | 323456,5 378647 447861 471961 | 124404,5
Z9 229651 272221 306394 | 360136,5 399468 879155
Z10 207390 | 235202,5 250248 | 291249,5 337367 56047
Z11 177337 | 190646,5 204504 233509 272319 42862,5
Z12 154035 160571 173074 196661 218530 36090
Z13 130120 134607 146469 | 159888,5 182229 25281,5
714 108957 115178 121483 132928 170604 17750
Z15 90322 98230 102494 | 110544,5 160491 12314,5
Versuch 4 |Z1 0 15267 19839 32975 154182 17708
grin Z2 2 48101 65410 102157 270600 54056
Z3 17592 82326,5 115197 | 2321925 299778 149866
Z4 58640 | 117037,5 153704 330476 400231 | 213438,5
Z5 113126 136195 149436 | 359447,5 455021 | 223252,5
Z6 107327 | 1218715 163923 | 344509,5 406127 222638
z7 84465 90872 122439 | 2951115 317387 204239,5
Z8 51963 56129,5 90745 197458 248573 | 141328,5
Z9 25625 27537 60503 141658 178382 114121
Z10 11934 14664,5 31944 84301 117846 69636,5
Z11 3993 5904 21235 47834,5 64442 41930,5
712 1241 2454,5 9779 27594,5 41800 25140
Z13 327 1417 4453 14845,5 24155 13428,5
714 205 275,5 3977 9669,5 16679 9394
Z15 27 353,5 3374 7689,5 13355 7336
Versuch4 (Zz1 61 9142 12600 37166 161143 28024
rot Z2 157 15336 20176 132206 229620 116870
Z3 5419 25980,5 30529 249471 298800 | 223490,5
Z4 31831 35803 38453 301033 351281 265230
Z5 33820 35024 38788 302770 361406 267746
Z6 23218 284125 32547 | 251398,5 346362 222986
z7 16120 19196,5 19739 195689 310642 | 176492,5
Z8 12131 13134,5 15781 | 1498215 263415 136687
Z9 5944 8734,5 11920 | 105552,5 207999 96818
Z10 2532 4519 6955 80330 162234 75811
Z11 1011 1934 3813 62617 119346 60683
712 369 894 1810 51279,5 95038 50385,5
Z13 70 401,5 567 40762 72652 40360,5
Z14 52 78,5 199 33500 55557 33421,5
Z15 12 24 97 28876 45161 28852
Versuch5 (Z1 482 168221 179113 208991 224087 40770
grin Z2 26104 187795 200204 | 213878,5 238266 26083,5
Z3 55200 153567 185080 192452 232640 38885
Z4 39597 115521 148535| 157062,5 203604 41541,5
Z5 21530 83171 98250 111882 162316 28711
Z6 9910 54058,5 59070 72689 120778 18630,5
z7 6141 29308 33584 40675,5 75489 11367,5
Z8 3985 17037,5 17691 21728,5 37697 4691
Z9 3227 7254,5 7980 11684,5 16807 4430
Z10 2223 3230,5 4542 6578,5 7501 3348
Z11 1608 2182 2702 4416 15113 2234
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Z12 1474 1870 2357 3275,5 7501 1405,5
Z13 1179 1800 1985 2481,5 4247 681,5
714 348 989,5 1527 2070 2209 1080,5
Z15 688 973 1179 14425 2256 469,5
Versuch5 |Z1 2638 150944 178877 | 196184,5 219761 45240,5
rot Z2 15937 124377 188531 | 223026,5 237277 98649,5
Z3 32663 90185 167700 192449 206686 102264
Z4 18378 60176 120620 138396 163588 78220
Z5 9351 39576,5 73862 92949,5 114494 53373
Z6 4762 23864 42398 55891 72989 32027
z7 2903 12938 16986 29859 38966 16921
Z8 1782 6924,5 8113 11786 16021 4861,5
Z9 1419 3531,5 4716 6029 6705 2497,5
Z10 1052 1738 2684 3524 4218 1786
Z11 546 1320,5 1651 2433,5 2869 1113
712 561 938,5 1110 1689 3406 750,5
Z13 575 903 1046 1258 1894 355
Z14 235 567 807 1117 1513 550
Z15 332 462 738 961,5 1294 499,5

Tab. 13: Aus den Tabellen zwei bis zwolf wurden fujede Schicht (Z1 — Z15) Minimum, 1.

Quartil, Median, 3. Quartil, Maximum und der Interq uartile Abstand (IQR) ermittelt, um

daraus Boxplots zu erstellen (s. Abb. 21 - 25).
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