Aus der Poliklinik fir Kieferorthopadie

der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Untersuchung zur Wirksamkeit von Mundsptillésungen und Tee auf gingivitis-assoziierten
Bakterien, die wahrend der festsitzenden kieferorthopadischen Therapie auftreten: eine in

vitro-Studie.

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der
Zahnmedizin
der Universitatsmedizin

der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

vorgelegt von

Elaine Klippel

aus Wiesbaden

Mainz, 2020



Tag der Promotion: 30. Juni 2020



Inhaltsverzeichnis

ADBKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ....uuiiii et e e e e e e e e e e e eeeanes 2
ADDIIAUNGSVEIZEICNNIS . ...ciiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt 3
TabellenNVerzeiChNIS. ..........uuiii e 4
R 101 1= (U o T PR 5
2. LIteraturdiSKUSSION .....cooeeieeeeeee e 7
2.1. Atiologie und Pathogenese der GINGIVILIS ...........cueiveeiieeceeeceeeeee e eeree e eree e 7
2.2. Mikrobiologie der Gingivitis bei KFO-Patienten...................uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniennens 8
2.3. Pravention und Therapie der GiNGIVItiS ............uuuuururrimriiiiiiiiiiiienieininineeeneneeeneeeeeneeeeees 12
A Tt N 1 0] 1 1= (o [ S UEEPPPRRR 12
2.3 2. FIUOTITR oo 13
2.3.3. AtNEISCNE OlE ...t e et e e e e e e e e 14
2.3, GIUNEE TRE ettt e et e e et et e e et et e e et eeb e e e eata e e e eeannaeaene 15
2.3.5. LONICEIA JAPONICA ..ot 16

WA 1= £ =] w4 V| o o PSRRI 17

3. Material und Methoden ... 18
3.1. Arzneimittelpflanzen und Teezubereitung.............cccccouuueiiiiiiiiiiiiaes 18
3.2, MUNASPUIOSUNGEN ... 19
3.3 MIKIOOIGANISIMEN ... 21

0 70 M 1= o 41T 11T o PP 22
3.5, VEISUCNSPIINZIP ... 23

G T ST Y o] Y= 61 ¥ o o T PP 23
3.7. Kultivierung der MiKroOrganiSIMEIN ...........uuuuuuuiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiebbbbeeeeeeeenaeseeeeneenees 27
3.8. Durchfiihrung des AgardiffUSIONSIESES ..........uuuuiuiiiiiiiiiiiiii e 28
3.9, StatiStISCNE AUSWEITUNG ....uuieeiieieeiiie e et e e e e e et e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e eeraaaaanns 30

O T o 1= o] £ SO 31
4.1. Vergleich der Hemmhofdurchmesser aller Mundspullésungen ..........ccccooeeeeiivevinnnnnn. 31
4.2. Vergleich der Hemmhofdurchmesser der getesteten Bakterien ................cocoovvvinnnnnn. 36
4.3. Vergleich der NaF-LOSUNGEN ........oouuiiii e 38
4.4, Vergleich des gram-Farbeverhaltens und Stoffwechselverhaltens............................ 39

5. Diskussion der ErgebniSSse..........cooo oo 40
5.1. MethodendiSKUSSION .........ouueiiii et e et e e e e e e eaaaaa e s e e aaeeennnes 40
5.2, ErgebDNiSOISKUSSION. ... .uuitiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeibeeteeeeee ettt ssssebssennsnnnees 42

6. ZUSAMMENTASSUNG ...coeieeieeeee e 51
7. LIteraturverZeIiCRNIS ... .....uuueiii e 52
D= T a1 Y=o 11 Lo PP 61



Abkurzungsverzeichnis

A. actinomycetemcomitans = Aggregatibacter actinomycetemcomitans
AmF = Aminfluorid

BOP = Bleeding on Probing

CHX = Chlorhexidin

CPC = Cetylpyridinium-Chlorid

DGZMK = Deutsche Gesellschaft fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde
DSMZ = Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen

F. nucleatum = Fusobacterium nucleatum

KFO = Kieferorthopadie

L. japonica = Lonicera japonica

MBA = Multibracket-Apparatur

MHK = minimale Hemmkonzentration

NaF = Natriumfluorid

P. gingivalis = Porphyromonas gingivalis

P. intermedia = Prevotella intermedia

S. mutans = Streptokokkus mutans

SnF = Zinnfluorid

TCM = Traditionelle Chinesische Medizin
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1. Einleitung

Ziel einer kieferorthopadischen Therapie ist die Korrektur von Zahn- und
Kieferfehlstellungen. In der Regel beginnt die Therapie mit herausnehmbaren
Apparaturen und wird mit festsitzenden, sogenannten Multibracket-Apparaturen
(MBA), fortgesetzt. Nachteile der Behandlung mit MBA sind die voribergehend
erschwerte Mundhygiene und eine damit einhergehende erhohte Plaque-
akkumulation [1-3]. Auch bei guter Mundhygiene ist die vermehrte Ansammlung von
Plague auf Brackets und Befestigungskompositen festzustellen [1, 4, 5]. Zudem ist

die physiologische Selbstreinigung durch die orofaziale Muskulatur gestort [3, 6, 7].

Ein Grof3teil des Patientenkollektivs besteht aus Kindern und Jugendlichen. Nahezu
alle Minderjahrigen weisen an mindestens einer Zahnfliche eine gingivale
Inflammation auf [8-10]. Laut der Finften Deutschen Mundgesundheitsstudie 2016
(DMS V) lag die Pravalenz fur Gebisse mit geringen Entzindungszeichen bei
Kindern im Alter von 12 Jahren bei 68,5%. Eine ausgepragte Entzindung konnte bei
weiteren 10% beobachtet werden [10]. Massler et al. [11] stellten bereits 1950 die
Zunahme des Schweregrades von Gingivitis wahrend der Pubertat fest. Ursachlich
scheinen die wahrend der Kindheit und Pubertat vermehrt vernachlassigte
Mundhygiene und die Hormonumstellung zu sein [8]. Laut der Vierten Deutschen
Mundgesundheitsstudie 2006 (DMS 1V) wird bei der Halfte der Heranwachsenden
eine kieferorthopadische Behandlung geplant oder bereits durchgefuhrt [12]. In der
DMS V fand die kieferorthopadische Behandlung keine Berucksichtigung [10]. Laut
der kassenzahnérztlichen Bundesvereinigung wurden im Jahr 2016 bei mehr als

7900 Patienten kieferorthopadische Behandlungen abgerechnet [13].

Ein Behandlungsziel ist die Erleichterung der Mundhygiene und damit die Pravention
von Karies und Parodontitis durch die Korrektur von Zahnfehlstellungen [14].
Wahrend der Therapie fuhrt die erhohte  Plagueakkumulation an
kieferorthopadischen Geréten, auch entlang des Gingivasaumes, haufig zu Gingivitis.
Vor allem wéhrend der Therapie mit MBA zeigen sich bei nahezu 100% der
Patienten zeitweise die klinischen Zeichen einer Gingivitis (R6tung, Schwellung,
Blutung auf Sondieren und Pseudotaschen) [2, 15, 16]. Die Lebensqualitat der
Patienten kann durch Gingivahyperplasien der Incisivi eingeschréankt sein [17]. Wird
die inflammatorische Reaktion des Gewebes nicht eingeddmmt, kann eine

Parodontitis resultieren, welche Zahnwanderungen und Zahnverluste zur Folge hat

2].



Neben dem klinischen Erscheinungsbild der Gingiva andert sich auch die Mikroflora
von grampositiven aeroben zu gramnegativen anaeroben Mikroorganismen mit
pathogenem Potential. Die Anzahl der parodontalpathogenen Keime im Sulcus

gingivae steigt deutlich an [5, 15, 16].

Zur Pravention und Therapie von Gingivitis ist neben der mechanischen Reinigung
auch eine chemische Plaquereduktion mit Mundspullésungen sinnvoll [18-20].
Therapeutisch wird vor allem Chlorhexidin (CHX) empfohlen. Zur Pravention werden
haufig Fluoridlésungen, auch in Kombination mit atherischen Olen, eingesetzt [7, 21].
Auch Pflanzen und deren Inhaltsstoffe wurden bereits als Alternativen zu

herkdmmlichen Mundspulungen untersucht [22, 23].

Ziel der Studie war die Uberprifung der gezielten antibakteriellen Wirkung von
geeigneten Mundspullésungen im Vergleich zu pflanzlichen Tees auf Bakterien, die

haufig bei Patienten mit Gingivitis wahrend der Therapie mit MBA auftreten.



2. Literaturdiskussion

2.1. Atiologie und Pathogenese der Gingivitis

Die haufigste bei Kindern und Jugendlichen anzutreffende Form der Gingivitis ist die
plagueinduzierte Gingivitis [24]. Die Ursache flur die inflammatorische Reaktion der
Gingiva ist der dentale Biofilm, auch Zahnplaque genannt [24, 25]. Dieser Biofilm
bestent aus Mikroorganismen, eingeschlossen in einer komplexen Matrix aus
Substraten und Produkten ihres Stoffwechsels [25, 26]. Zahnplaque stellt sich
klinisch als weicher, strukturierter, an der Zahnhartsubstanz adharenter Belag dar.
Es wird zwischen supragingivaler, koronal des Gingivasaumes, und subgingivaler, im
Sulcus gingivae befindlicher Plaque unterschieden. Der Unterschied der beiden
Formen liegt nicht nur in ihrer Position, sondern auch in der Zusammensetzung der
in der Plaque vorkommenden Mikroorganismen [25]. Die Plaqueretention kann durch
viele lokale Faktoren, wie die Zahnanatomie, Zahnfehlstellungen, Mundatmung,
okklusale Krafte, Ernahrung und Speichel begunstigt werden [5, 25]. Auch der

Zungenricken stellt ein Reservoir fur Mikroorganismen dar [27].

Klinisch lassen sich an der Gingiva funf bis sieben Tage nach Plaqueneubildung
typische Entziindungszeichen wie Rotung, Schwellung und Blutung auf Sondieren
feststellen [8, 25]. Durch die 6dematdse Schwellung bilden sich Pseudotaschen, die

keinen Attachmentverlust des Alveolarfortsatzes aufweisen [8, 9, 15, 25].

Subgingivale Plaque
‘ mit Mikroorganismen Eindringen von - .
extrazelluliren Entziindungsreaktion
gesunde Gingiva | -+ # mikrobiellen # des Wirts
Empfindliche Produkten ins - Gingivitis
h Stelle des Wirts Gewebe

Plagueentfernung

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Atiologie von Gingivitis mod. nach Marsh [26]




Histologisch lassen sich drei verschiedene Stadien der Gingivitis unterscheiden:
initiale und friihe L&sion imponieren klinisch als akute Entziindung, die etablierte
Lasion entspricht einer chronischen Gingivitis [24, 25]. Zwei bis vier Tage nach
Plagueneubildung erhoht sich die Gefal3permeabilitat, neutrophile Granulozyten
wandern aus den Gefalien in umliegendes Gewebe und das Saumepithel wird durch
Kollagenabbau aufgelockert [26]. Anschlie3end verstarkt sich im Rahmen der friihen
Lasion die Reaktion des Gewebes mit Beteiligung von T-Lymphozyten und das
Saumepithel beginnt zu proliferieren. Bei einer chronischen Entziindung, einer
etablierten L&sion, dominieren B-Lymphozyten und Immunglobuline die
Immunreaktion. Das Stltzgewebe ist fast vollstandig aufgelost, wahrend das
Saumepithel nach apikal und lateral proliferiert [25]. Gemeinsam ist diesen drei
Phasen im Gegensatz zur fortgeschrittenen Lasion bei einer manifesten Parodontitis,
die Reversibilitat [9, 25]. Nach Entfernung der Plaque ist bei Gingivitis mit einer

Restitutio ad integrum zu rechnen [26].

2.2. Mikrobiologie der Gingivitis bei KFO-Patienten

Neben dem typischen klinischen Bild der Gingivitis zeigt sich bei Patienten der
Kieferorthopadie (KFO) haufig die mikrobiologische Flora &hnlich einer Parodontitis
[28]. Diese ist maR3geblich fir die Entzindungsreaktion des Gingivaepithels [8, 25,
26]. Durch das sauerstoffarme Milieu im Sulcus erhdht sich die Anzahl von
anaeroben gramnegativen Keimen, welche die Immunreaktion des Wirtes auslosen
[26]. Diese Anderung in der Zusammensetzung der subgingivalen Plaque wird als
,Bacteria Shift bezeichnet [5, 15, 29]. Die klinische Auspragung der Entziindung
scheint an Zahnen mit kieferorthopadischen Bandern stéarker zu sein als an Zahnen
mit Brackets [30]. Nach Entfernung der MBA ist in der Regel ein Rickgang der
Inflammation zu erkennen [2, 31, 32]. In einigen Studien wurde die Mikroflora in
Zusammenhang mit Gingivitis bei der Therapie mit festsitzenden Apparaturen
untersucht. Dabei entwickelten die Patienten in allen Untersuchungen zumindest
leichte Gingivitiden [15, 16, 31-37] (siehe Tabelle 1).



Tabelle 1: Literaturiibersicht zur Mikrobiologie bei KFO-Patienten mit Gingivitis

Autor Anzahl Klinische Zahne fur mikrobiologische
der Alter Probenent- g Ergebnis
(Jahr) X Parameter Methoden
Patienten nahme
Liu et al. 55 #16.3 Jahre C_s)lrk;r;\gi-elndex 16, 12, 24, | Polymerase chain | Anstieg der Pravalenz fir
(2014) ' ' ANStieg, 36, 32, 44 | reaction (PCR) Fusobacterium nucleatum
Gingivitis
Anstieg der pathogenen
. Fotos, Plaque- Bakterienzahl nicht
Torlakovic et Index Polymerase chain | signifikant
al. 20 |10-16Jahre | S°CE L 11,21 A P oo
(2013) ingivitis bei reaction ( ) bnahme von Spezies,
75% die mit gesunder Flora
assoziiert werden
Plaque-index, Porphyromonas gingivalis
Liu et al. Gingiva-Index, 31, 32, 41, | Polymerase chain phyre ging
48 @ 17,7 Jahre ) ! . (Reduktion nach MBA-
(2011) Sondierungs-tiefe 42 reaction (PCR)
LS Entfernung)
- Gingivitis
Gingiva-Index, Fusobacterium nucleatum,
Cardoso- . Plaque-Index Prevotella intermedia,
Silva et al. 60 glr::hé eben - Plaque-Index 21, 3122 41, Kultur Eikenella corrodens,
(2011) 9¢g bei Gruppe mit Porphyromonas gingivalis
MBA hdéher vorherrschend
Sondierungstiefe Kultur Anstieg von
Ristic et al. ung (verschiedene Fusobacterium nucleatum,
32 12-18 Jahre | > Anstieg, 16, 21, 24 . T
(2007) Pseudotaschen Medien), Porphyromonas gingivalis,
Kolonienzéhlung Prevotella intermedia
Plaque-index, Porphyromonas gingivalis
Gingiva-Index, Kul F pby - 9 lg !
_ BOP 15 12 22 (uturh_ . Puso ta(l:lte'mim nug_eatum,
Naranjo et al. - . , 12,22, | (verschiedene revotella intermedia
(2006) 30 218,7Jahre Sonq|er_un_gst|efe 25, 35, 45 | Medien), erhoht; generell héhere
-> Gingivitis nach A . .
drei Monaten Kolonienzéhlung Keimzahlen nach drei
MBA Monaten MBA
Elggue-lndex, Aggregatibacter
Sallum et al Sondierungstiefe Polymerase chain actinomycetemcomitans,
' 10 12-20 Jahre . 16, 11, 26 . Tannerella forsythia -
(2004) - Riickgang reaction (PCR) )
: Reduktion 30 Tage nach
aller Indizes nach MBA-Entfernun
MBA-Entfernung 9
Plaque-Index,
Bleeding on Aggregatibacter
. Probing (BOP), Kultur actinomycetemcomitans
Paolantonio Sondierungstiefe 16, 26, 36, (verschiedene bei 20 Patienten an
etal. 24 18-22 Jahre R 46, 12, 22, . - . .
(1999) - Gingivitis, 32 42 Medlgn), Z_ahnen mit MBA, nur bei
Pseudotaschen ' Kolonienzahlung einem Pat. auch an
nur an Zahnen Zahnen ohne MBA
mit MBA
Diamanti- Gingiva-Index Kultur Prevotella intermedia,
Kipoti et al. 12 10-15 Jahre Séondmr_un_gstlefe 16 g\\/lle(rjs_,chledene ﬁcynomg;z_eten und
(1987) Gingivitis + e |e_n), eimzahl insgesamt
Pseudotaschen Kolonienz&hlung erhoht
Purucker et S Dunkelfeld- Anstieg der_ Stabchen,
. willktrlich - Fusobakterien und
al. 12 11-23 Jahre | keine .. mikroskop, - . .
(1987) ausgewahlt Kolonienzahlung Spirochéten bei Ban_d-
und Bracket-Therapie
. Abfall der mit gesunder
Mdller, H.-P. . 24, 44, 25, ankelfeld_ Flora assoziierten Kokken
et al. 22 12-14 Jahre | keine 45 mikroskop, und sianifikanter Anstie
(1982) Kolonienzahlung g 9

von Fusobakterien




Die detektierten Keimspektren dieser Studien sind nicht identisch, was vermutlich an
den angewandten Labormethoden (PCR oder Kultivierung) und der Probenentnahme
an unterschiedlichen Zahnen mit und ohne klinisch sichtbare Gingivitis liegt.
Allerdings lasst sich ein Trend erkennen: Wéahrend der Behandlung mit MBA steigt
die Anzahl an parodontalpathogenen Keimen parallel zum Plague-Index und
Gingiva-Index an. Dagegen ist ein Ruckgang der Mikroorganismen zu verzeichnen,
die mit einer gesunden Flora assoziiert sind [4, 16, 38]. Nach der Entfernung von
festsitzenden Apparaturen konnte eine Reduktion von parodontalpathogenen Keimen
festgellt werden [31, 32, 37]. AuBerdem wird vermutet, dass Mikroorganismen, die
mit Gingivitis assoziiert werden, auch an der Entstehung von White-Spot-Lasionen
(WSL) beteiligt sind [39]. Es ist also essenziell das Wachstum dieser potenziell
pathogenen Keime, wahrend der Therapie mit MBA, durch Mundhygienemal3nhahmen
einzudammen, um eine plaqueinduzierte Gingivitis zu vermeiden. Am hé&ufigsten
wurde ein Anstieg von Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum), Prevotella
intermedia (P. intermedia) und Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) festgestellt
[15, 31, 33-36]. Bei diesen Keimen handelt es sich um obligat anaerobe
gramnegative Stabchen [26].

F. nucleatum baut Aminosauren zu Buttersdure, Schwefelwasserstoff, Mercaptanen
und anderen organischen Verbindungen ab, die fur den typischen Geruch bei
Halitosis verantwortlich gemacht werden. AufRerdem koaggregiert F. nucleatum mit
vielen anderen oralen Mikroorganismen und wird daher als brickenbildender

Organismus zwischen Frih- und Spétbesiedlern der Plaque angesehen [26, 40, 41].

P. intermedia hat einen saccharolytischen Stoffwechsel und setzt Glucose zu
Essigsaure und Bernsteinsdure um. Verschiedene Peptidasen, die das Wirtsgewebe
schadigen kdnnen, gehodren ebenfalls zu den Stoffwechselprodukten. P. intermedia
gehort zu den Frihbesiedlern und koaggregiert mit anderen Spezies, wie P.
gingivalis [26, 41, 42].

P. gingivalis befindet sich fast ausschlie3lich subgingival und besitzt eine Kapsel,
welche zur Anheftung an Zahnoberflichen und orale Epithelzellen dient [41, 43].
Hamin zahlt zu seinen essenziellen Wachstumsfaktoren. Virulenzfaktoren, wie
Hamolysin und Kollagenasen, zerstéren Gewebe und dienen zur Umgehung der
Wirtsabwehr [26, 44, 45]. Durch seine Fahigkeit die Wirtsabwehr zu manipulieren
und mit anderen Spezies zu koaggregieren, wird P. gingivalis auch als Schlusselart

in der Steigerung der Plaquepathogenitat bezeichnet [45].
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Auch der invasive Keim  Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.
actinomycetemcomitans), der Haupterreger der aggressiven lokalisierten Parodontitis
bei Jugendlichen, konnte teilweise bei Patienten mit MBA nachgewiesen werden [26,
32, 37]. Seine Zelloberflache weist Molekile auf, die das Immunsystem zur
Knochenresorption anregen. Zu den Virulenzfaktoren gehdren Leukotoxin,
Kollagenase und Proteasen. Es kommen invasive und nicht-invasive Stdmme vor
[26, 41].

Ein grof3er Anteil der Plaque, besonders im Sulcus, wird von Actinomyces-Arten
gebildet. Die Anzahl der Actinomyzeten, unter anderem von Actinomyces israelii (A.
israelii), steigt bei Gingivitis von Kindern und Jugendlichen, sowie KFO-Patienten an
[15, 26, 39]. A. israelii ist ein grampositives Stabchenbakterium, das ein filamentdses
Wachstum zeigt. Actinomyzeten gehdren zu den Frihbesiedlern, verstoffwechseln
Glucose zu Bernstein-, Essig- und Milchsaure und sind an der Entstehung von

Gingivitis und Wurzelkaries beteiligt [26].

Streptokokkus mutans (S. mutans) gilt als Haupterreger der Karies. Der
grampositive, fakultativ anaerobe Erreger ist auch an der Entstehung von
Glattflachenkaries und White-Spot-L&sionen beteiligt [25, 26, 39, 46, 47]. Allerdings
wird die Pathogenitdt von anderen Mikroorganismen und Wirtsfaktoren stark
beeinflusst, sodass eine erhdhte Anzahl von S. mutans auch bei kariesfreien
Gebissen vorkommen kann. Seine Kariogenitat besteht darin, aus Saccharose
extrazellulare Glukane zu synthetisieren, die eine starke Adhasion an
Zahnoberflachen ermdglichen. AufRerdem produziert S. mutans organische Sauren,

die zur Demineralisation von Zahnhartsubstanzen fihren [25, 26, 41].
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2.3. Pravention und Therapie der Gingivitis

Fir eine suffiziente Mundhygiene zur Pravention von Karies und Gingivitis empfiehlt
die Deutsche Gesellschaft fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (DGZMK)
mindestens zweimal taglich eine mechanische Plaquereduktion [18]. Dabei kdnnen
elektrische Zahnblrsten durch ihre leichtere Handhabung bessere Ergebnisse
erzielen als Handzahnbursten [48, 49]. Zur Realisierung einer entziindungsfreien
Gingiva ist die zusatzliche Verwendung von Zahnseide und/oder
Interdentalraumbirsten einmal taglich notwendig [49]. Vor allem im posterioren
Bereich verringern sich Plaque-Index und Gingivitisrisiko dadurch erheblich [50].
Mundhygieneinstruktionen und Remotivationen sind unerlasslich, um eine
andauernde Entzindungsfreiheit wahrend der Behandlung mit MBA zu erreichen [5,
19, 51]. Die visuelle Demonstration mit Plaquerelevatoren kann zu besseren

Ergebnissen fuhren [51].

Eine Erganzung zur mechanischen Reinigung stellt laut DGZMK die chemische
Plaquereduktion mit Zahnpasten, Spulldsungen, Gelen oder Lacken dar. Die
verwendeten Mittel sollten eine gezielte Wirksamkeit gegen die mit Karies und
Gingivitis assoziierten Keime besitzen [7, 18, 21, 23, 52]. Auch hier ist die Motivation
der Patienten von entscheidender Bedeutung, um ihre Mitarbeit zu férdern [19, 53].
Mundspillésungen ohne Alkohol mit Fluorid, &therischen Olen oder auch
Chlorhexidin sind fur Kinder und Jugendliche geeignet [20, 21].

2.3.1. Chlorhexidin

Chlorhexidin gilt bis heute als wirkungsvollstes Agens der chemischen
Plaquereduktion und wird als Goldstandard bezeichnet [18, 21, 54]. Aufgrund seiner
Wirksamkeit wird CHX als positive Kontrolle in Studien zu neuen Wirkstoffen
verwendet [52, 54]. CHX besitzt ein breites Wirkspektrum gegen grampositive und
gramnegative Bakterien, Pilze und lipophile Viren [54, 55]. Bei geringen
Konzentrationen tritt eine reversible bakteriostatische Wirkung ein, bei hdheren
Konzentrationen ist die Wirkung bakterizid [54]. Eine Wirkstoffkonzentration von
0,2% inhibiert die Plaguebildung signifikant starker als 0,12% CHX [56]. Durch die
positive Ladung des Molekils wird die negativ geladene Zellwand von Bakterien
destabilisiert, indem CHX an die Phospholipidschicht der inneren Zellmembran

bindet und zu Porenbildung fiihrt. Bei héheren Wirkstoffkonzentrationen steigt der
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Anteil an gebundenen Molekilen und damit die Durchlassigkeit der Zellmembran,
was zum Zelltod der Bakterienzelle fuhrt [53, 55]. Durch Bindung an alle anionischen
Oberflachen der Mundhohle, wie Zahnschmelz, Mukosa, Zunge und
Speichelproteine, entsteht ein Reservoir und damit eine lange Wirkdauer von
mehreren Stunden [54, 57-59].

Mehrere Studien mit Patienten, die MBA trugen, zeigten eine signifikante
Plaquereduktion mit einer Abnahme der gingivalen Entziindungszeichen durch
regelmalige Anwendung von CHX-Spillésungen [7, 20, 60, 61]. Wegen
unerwinschten Arzneimittelwirkungen wie Zahnverfarbungen, Mundtrockenheit und
Geschmacksirritationen wird von der praventiven, langfristigen Anwendung
abgeraten [18, 56, 58, 60, 62].

Die Konzentration, ab der kein bakterielles Wachstum mehr feststellbar ist, die
minimale Hemmkonzentration (MHK), lag in einer in vitro Studie von Stanley et al.
[63] fur 52 parodontalpathogene Keime im Mittel bei 62 pg/ml. Das bakterielle
Wachstum in subgingival entnommenen Plaquestichproben wurde ab 250 pg/ml
vollstdndig inhibiert. In einer Studie von Eick et al. [64] wurden gramnegative
Anaerobier, wie A. actinomycetemcomitans und P. gingivalis, durch niedrigere
Konzentrationen im Wachstum gehemmt, als grampositive Streptokokken. Die
Entwicklung von Resistenzen gegeniber CHX, wie sie bei Antibiotika vorkommen

kénnen, konnte ausgeschlossen werden.

2.3.2. Fluoride

Fluorid wird zum Beispiel als Natriumfluorid (NaF), Aminfluorid (AmF) und Zinnfluorid
(SnF) in Zahnpasten und Mundspullésungen zur Kariespréavention eingesetzt und
von der DGZMK empfohlen, um das Kariesrisiko im bleibenden Gebiss und im
Milchgebiss zu senken [25, 65]. Die tagliche Anwendung von Mundspullésungen mit
500 ppm Fluorid kann auch bei Jugendlichen, insbesondere wahrend
kieferorthopadischer Therapie mit festsitzenden Apparaturen, zur Kariespravention
beitragen und White-Spot-L&sionen vorbeugen [65, 66]. Bei Patienten mit Gingivitis
konnte durch Spulung mit NaF oder einer Kombination aus AmF und SnF ein
Ruckgang von Plaque-Index, Gingiva-Index und Sulkusblutungsindex festgestellt
werden. WSL traten bei Patienten mit MBA durch Spilung mit AmF und SnF weniger
haufig auf, als nach Spilung mit NaF [67, 68]. Eine Studie zu Dentin-
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Uberempfindlichkeit zeigte neben der Verbesserung der Hypersensibilitat auch einen
Ruckgang des Plaque-Index der Patienten durch Spilung mit einer NaF-Losung [69].
Die bakterizide Wirkung auf parodontalpathogene Keime wurde von Qian et al. [70]
untersucht, wobei P. gingivalis und A. actinomycetemcomitans die hdchste
Sensitivitat zeigten. Thomas et al. [21] konnten in einer in vitro Studie die
Wirksamkeit einer NaF-Mundspllung auf S. mutans, Candida albicans und
Lactobacilli nachweisen. Die Fluorid-L6sung zeigte eine héhere

Wachstumshemmung als die Kombination von Fluorid mit dtherischen Olen.

2.3.3. Atherische Ole

Atherische Ole inhibieren bakterielles Wachstum durch Hemmung der Enzymaktivitét
und Zerstorung der Zellwénde. Sie sind daher als Therapeutikum bei bakteriellen
Infektionen der Mundhohle geeignet und kommen in vielen Pflanzen, wie zum

Beispiel Eukalyptus, Lavendel, Minze, Thymian und Zitrone vor [59, 71-73].

Listerine® (Johnson & Johnson, Maidenhead, UK) wird haufig als Referenzprodukt fuir
Mundspillésungen mit atherischen Olen genannt. Die Lésung enthalt Eucalyptol,
Menthol, Methylsalicylat und Thymol. Das Produkt Listerine® Zero™ ist durch seine
alkoholfreie Formulierung laut Hersteller auch fir Kinder und Jugendliche ab 6
Jahren geeignet [74]. Ethanol als Bestandteil der Lésung bringt eine hdhere
Wirksamkeit mit sich, kann allerdings auch zu einer Schadigung der zellularen
Strukturen der Mundschleimhaut und Beschwerden wahrend der Anwendung fuhren
[75-78]. Elektronenmikroskopisch sichtbare Verdnderungen der Zellwénde unter
anderem von A. actinomycetemcomitans und F. nucleatum waren nach 30 Sekunden
Kontakt mit Listerine® zu erkennen [79]. Nach Anwendung der Mundspuilung in situ
wurde ein bakterizider Effekt auf 80% der supragingivalen Plaquebakterien
festgestellt [72]. Die mehrmals tagliche Spllung mit Listerine® als alleinige
Mundhygienemaf3nahme verringerte Plaqueakkumulation und Gingivitisrisiko deutlich
starker als die Spulung mit alkoholischer Tréagerlosung [80]. In vitro zeigte die
alkoholische Tragerlésung einen geringen bakteriziden Effekt, der schwécher ausfiel,
als die Formulierung mit atherischen Olen [81]. Durch Methylsalicylat besitzt die
Mundspullésung antioxidative Eigenschaften, die einen positiven Einfluss auf die
Immunantwort des Wirts bei Gingivitis und Parodontitis haben kdénnen [82]. Die
Ldsung ist nicht nur gegen planktonisch vorliegende, sondern auch gegen im Biofilm

organisierte A. actinomycetemcomitans-Stamme wirksam [83]. In vitro wurde unter
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anderem eine Wachstumshemmung auf S. mutans und Lactobacilli nachgewiesen
[21]. In einer Studie von Warnke et al. [84] reagierte S. mutans sensitiver auf
Thymiandl als auf 0,1% CHX. A. actinomycetemcomitans reagierte in einer weiteren
Studie sensitiver auf Eukalyptusdl als auf CHX 0,12% [85]. Auch andere &therische
Ole zeigten eine deutlich hohere Wirksamkeit auf Lactobacilli, Staphylokokken,
Streptokokken und Candida-Stamme [84, 85]. Eine Reduktion des Plaque-Indexes,
des Gingiva-Indexes und des Sulkusblutungsindexes durch Spilung mit Listerine®
wahrend der Behandlung mit MBA konnte bereits beobachtet werden [86, 87]. Auch
die alkoholfreie Formulierung Listerine® Zero™ bewirkte klinisch eine signifikante
Reduktion der Indizes [88-90].

2.3.4. Gruner Tee

Aus den Blattern der Teepflanze Camellia sinensis wird griiner Tee und schwarzer
Tee gewonnen. Gruner Tee wird aus getrockneten, nicht-fermentierten Blattern
hergestellt und enthdlt im Vergleich zu anderen Heilpflanzen eine hohe
Konzentration an Catechinen und anderen Polyphenolen mit antioxidativer Wirkung
[91-95]. Gruner Tee besitzt gesundheitsfordernde, antibakterielle und antimykotische
Eigenschaften. Epigallocatechingallat und Epigallocatechin bilden circa zwei Drittel
der Catechine im grinen Tee und werden in pharmazeutischen Studien zur
Pravention von kardiovaskularen Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen und
malignen Neoplasien getestet [94, 96, 97]. Der Wirkmechanismus der Catechine
beruht vermutlich auf einem Angriff und Umbau der Zellwand von Mikroorganismen,

wodurch die bakterielle Adh&asion an Oberflachen verhindert wird [97].

Extrakte von grinem Tee, die hauptsdchlich Catechine enthielten, zeigten eine
bakterizide Wirkung auf kariogene Mikroorganismen, wie S. mutans, Streptokokkus
sobrinus und Lactobacillus acidophilus [92, 93, 98-100]. AuRerdem wurde in vitro
eine Sensitivitat von A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia und S.
mutans gegenuber Gruntee-Extrakt nachgewiesen. Die MHK lag zwischen 3,3 mg/ml
fur S. mutans und 12,5 mg/ml fur P. intermedia [101]. In einer weiteren in vitro Studie
von Thomas et. al [21] zeigte griiner Tee eine &hnliche Wachstumshemmung auf S.
mutans, Candida albicans und Lactobacilli wie Listerine®. Die Bakterienadh&sion an
Zahnhartsubstanz konnte durch Catechine, die eine bakterizide Wirkung auf P.
gingivalis und P. intermedia zeigten, vermindert werden [100, 102]. Auch

aromatischen Verbindungen aus griinem Tee, wie zum Beispiel Linalool und Indol,
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konnte eine Wirksamkeit gegen S. mutans nachgewiesen werden [103, 104]. Der
Abbau des Alveolarfortsatzes wahrend einer experimentellen Parodontitis bei Ratten
konnte mit polyphenolischen Griintee-Extrakten verhindert werden [105]. Aul3erdem
wurde die Produktion und Enzymaktivitat von Virulenzfaktoren von P. gingivalis und
P. intermedia, wie Cysteinproteinasen und Tyrosinphosphatasen, durch Zugabe von
Catechinen aus grinem Tee in vitro inhibiert [106-108]. Teeblatter und aufgebruhter
gruner Tee enthalten, ahnlich wie Mundspullésungen, bis zu 330 ppm Fluorid, die zur
Kariespravention beitragen [109, 110]. Klinische Studien mit grinem Tee als
Mundspulung konnten einen Ruckgang des Plaque- und Gingiva-Indexes,
vergleichbar mit CHX verzeichnen [111, 112]. Das Kauen eines Kaugummis mit
Grlntee-Extrakt konnte den Sulkusblutungsindex, den approximalen Plaque-Index

und die Produktion von Interleukin-1- senken [22].

2.3.5. Lonicera japonica

Das japanische Geil3blatt, Lonicera japonica (L. japonica), gehort der Familie der
Geil3blattgewéachse (Caprifoliaceae) an. Das natirliche Verbreitungsgebiet liegt in
Ostasien und beinhaltet Japan, Korea, China und Taiwan [113]. In der Traditionellen
Chinesischen Medizin (TCM) findet das Japanische Geif3blatt kombiniert mit weiteren
pflanzlichen Wirkstoffen verschiedenste Anwendung, unter anderem zur Therapie
der Parotitis bei Kindern, Mundtrockenheit, Zahnschmerzen und Entziindungen in
der Mundhdhle. In der Regel wird ein Tee aus den Bliten, den Blattern oder einem
Extrakt verabreicht [113, 114].

Der Heilpflanze werden antibakterielle, antivirale, anti-inflammatorische und
zytoprotektive Eigenschaften zugeschrieben [114-118]. Bei den antibakteriell
wirksamen Inhaltsstoffen handelt es sich hauptsachlich um organische Sauren, wie
Chlorogensaure und Kaffeesédure, atherische Ole und Flavonoide [92, 118-120].
Einige dieser Stoffe (insbesondere Chlorogenséuren und Flavonoide) beschleunigen
die Wundheilung chronischer Wunden und inhibieren die Freisetzung von
Entzindungsmediatoren [115, 116, 121, 122]. Die Extrakte (Ethanol-, Methanol-
Extrakt und atherische Ole) der Pflanze wurden bereits in verschiedenen in vitro
Studien an unterschiedlichsten Bakterien getestet. Hauptséchlich handelte es sich
dabei um Lebensmittelkeime und Enterobakterien. Dabei konnte eine antibakterielle
Wirksamkeit festgestellt werden [92, 117, 118, 120]. Eine Inhibition des Wachstums

von oralen Pathogenen (S. mutans, P. gingivalis und P. intermedia) zeigte Myricetin,
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ein phenolischer Bestandteil von L. japonica und anderen Pflanzen aus der TCM
[123]. Auch einem alkoholischen Extrakt wurde bereits eine wachstumshemmende
Wirkung auf kariogene Streptokokken nachgewiesen [92]. Wassriger Tee-Extrakt
zeigte eine bakteriostatische Wirkung auf P. gingivalis, aber keine Wirksamkeit
gegen S. mutans [124].

2.4. Zielsetzung

Da die Nachfrage fur pflanzliche Arzneimittel als Alternative zu herkémmlichen stetig
ansteigt, stellt sich die Frage nach einer pflanzlichen Mundsptllésung ohne
chemische Zusatze, wie Alkohole, Emulgatoren und Konservierungsstoffe, oder
unerwinschte Nebenwirkungen, wie Zahnverfarbungen [21, 23]. Bisher gibt es nur
wenige in vitro Studien, die einen Vergleich der haufig empfohlenen
Mundspullésungen fur Kinder und Jugendliche anstellen [21, 64]. Daher ist eine

Untersuchung zu deren Wirksamkeit von entscheidender Bedeutung.

Die bisherigen Studien zur antibakteriellen Wirksamkeit von grinem Tee und
Lonicera japonica an kariogenen und parodontalpathogenen Mikroorganismen
zeigen vielversprechende Ergebnisse [21, 92, 93, 98, 124]. Die Untersuchung der
wachstumshemmenden Wirkung, speziell auf parodontalpathogene Bakterien, die
bei Gingivitis wahrend der Therapie mit MBA isoliert wurden, erscheint sinnvoll. Der
in vitro Vergleich zwischen den Heilpflanzen und handelsiiblichen Mundspillésungen
ist von Relevanz, um die Mundspilung mit Lonicera japonica oder grinem Tee als
pflanzliche Alternative zur Pravention und Therapie der Gingivitis bei KFO-Patienten
einstufen zu kdnnen. Japanische Geil3blattbliten und griiner Tee scheinen aufgrund
ihrer Darreichung in Form eines Tees als Mundspullésung geeignet.
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3. Material und Methoden

3.1. Arzneimittelpflanzen und Teezubereitung

Lonicera japonica Flos, japanische Geil3blattbliten, (PZN:4304599) von HerbaSinica
GmbH (Rednitzhembach, Deutschland) wurden zur Herstellung eines Tees
verwendet. Dazu wurden 20 g der getrockneten Bliten in 100 ml kaltem Wasser fur

30 min eingeweicht und anschliel3end fur 5 min aufgekocht.

Der grine Tee ,Sencha“ — Bio-Grin-Tee (PZN: 10932006) der Firma Weltecke
(Alexander Weltecke GmbH, Hamm, Deutschland) besteht aus Blattern der
Teepflanze Camellia sinensis und stammt aus kontrolliert biologischem Anbau. 20 g
getrocknete Teeblatter wurden mit 100 ml 80°C heil3em Wasser ubergossen. Die

Ziehzeit betrug hier ebenfalls 5 min.

Als Alternative zu den losen Teeblattern des Bio-Grin-Tees wurde fur die
Vorversuche ein handelsublicher griner Tee in Teebeuteln von MelRmer
(Ostfriesische Tee Gesellschaft GmbH, Seevetal, Deutschland) als Vergleichslésung
zubereitet. Ein Teebeutel wurde nach Packungsanleitung mit 200 ml 80°C heil3em

Wasser Ubergossen. Die Ziehzeit betrug anschlieend 3 min.

Abbildung 2: Gruner Tee ,Sencha“ von Weltecke und japanische Geil3blattblliiten von HerbaSinica
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3.2. Mundspulldsungen

In Tabelle 2 sind die verwendeten Mundspillésungen mit Wirkstoffen und weiteren
Inhaltsstoffen aufgefuhrt. Alle Mundspullésungen sind im Handel erhaltlich.
Sensodyne® ProSchmelz® (GlaxoSmithKline Consumer Healthcare GmbH, Miinchen,
Deutschland) und ACT® Anticavity Kids OceanBerry® (Chattem Inc., Chattanooga,
USA) enthalten Natriumfluorid als Wirkstoff. Bei ACT® Anticavity Kids OceanBerry®
handelt es sich um ein Produkt aus dem US-amerikanischen Handel. Listerine®
Zero™ (Johnson & Johnson, Maidenhead, UK) enthélt, zusatzlich zu Natriumfluorid,
atherische Ole als aktive Substanzen. Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei
(GlaxoSmithKline Consumer Healthcare GmbH & Co. KG, Buhl, Deutschland) mit

0,2% CHX wird als positive Kontrolle verwendet.

Abbildung 3: verwendete Mundspllésungen (von links: Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei,
Sensodyne® ProSchmelz®, ACT® Anticavity Kids Ocean Berry®, Listerine® Zero™)
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Tabelle 2: Inhaltsstoffe der verwendeten Mundspullésungen

Mundspulung

Wirkstoff

weitere Inhaltsstoffe (Funktion)

Chlorhexamed®
FORTE 0,2%
alkoholfrei

0,2 % Chlorhexidinbis-
(D-gluconat)

Wasser, Pfefferminzaroma
Macrogolglycerolhydroxystearat (Emulgator)
Glycerol, Sorbitol-Lésung
(Feuchthaltung/Suf3ungsmittel)

ACT®Ocean Berry®
Anticavity Kids
Alcohol Free Fluoride
Rinse

500 ppm
Natriumfluorid

Wasser, Benzylalkohol (Duft/Aromastoff)

Blue 1 (Farbstoff), Flavor

Sorbitol, Sucralose (Sif3stoffe)

Calcium Dinatrium EDTA (Antioxidans)
Dinatrium-Phosphat (Saureregulator,
Komplexbildner)

Poloxamer 407 (Emulgator, schaumdéampfend)
Polysorbat 20 (Emulgator)

Kalium-Sorbat (Konservierungsmittel)
Cetylpyridinium Chlorid (Antiseptikum)
Propylene Glycol (schaumdampfend, antimikrobiell)
Natrium-Benzoat (Konservierungsmittel,
antibakteriell)

Listerine® Zero™

atherische Ole:
Eucalyptol, Menthol,
Methylsalicylat,
Thymol

220 ppm
Natriumfluorid

Wasser, Aroma, Cl42053 (Farbstoff)
Natrium-Saccharin, Sucralose, Sorbitol (Suf3stoffe)
Poloxamer 407 (Emulgator, schaumdampfend)
Natrium Lauryl Sulfate (Tensid, Emulgator,
Feuchthaltemittel)

Propylenglycol (antimikrobiell, schaumdampfend)
Benzoesaure, Natrium-Benzoat
(Konservierungsmittel, antibakteriell)

Sensodyne®
ProSchmelz®

450 ppm
Natriumfluorid

Wasser, Aroma, Cl 42090 (Farbstoff)

Glycerin (Feuchthaltung, StRungsmittel)

Sorbitol, Sodium Saccharin (SuRstoffe)
Dinatrium-Phosphat, Natrium-Phosphate
(Saureregulatoren, Komplexbildner)

Cellulose Gum, Xanthan Gum, VP/VA Copolymer
(Bindemittel)

Poloxamer 338 (Emulgator, schaumdampfend)
PEG-60 Hydrogenated Castor Oil (Rizinusdlbasis;
Emulgator)

Kalium-Nitrat (Konservierungsstoff, reduziert
Dentinhypersensibilitat)

Natrium-Benzoat (Konservierungsmittel,
antibakteriell)

Methylparaben, Propylparaben
(Konservierungsstoff, fungizid)
Cetylpyridinium-Chlorid (Antiseptikum)
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3.3. Mikroorganismen

Die Bakterien stammen vom Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland). Folgende
Tabelle zeigt die getesteten Erreger, deren Stoffwechselverhalten und gram-

Farbeeigenschaften.

Tabelle 3: verwendete Bakterienstamme mit Eigenschaften

Name Gfam- Stoffwechsel- DSM Nr.
Farbung | verhalten

Actinomyces israelii positiv anaerob 43011

Aggregatlbacter _ negativ fakultativ 8324

actinomycetemcomitans anaerob

Fusobacterium nucleatum negativ anaerob 15643

Porphyromonas gingivalis negativ anaerob 20709

Prevotella intermedia negativ anaerob 20706

Streptococcus mutans positiv fakultativ 20523
anaerob
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http://www.dsmz.de/catalogues/details/culture/DSM-8324.html?tx_dsmzresources_pi5%5breturnPid%5d=304
http://www.dsmz.de/de/kataloge/catalogue/culture/DSM-15643.html?tx_dsmzresources_pi5%5breturnPid%5d=304
http://www.dsmz.de/de/kataloge/catalogue/culture/DSM-20709.html?tx_dsmzresources_pi5%5breturnPid%5d=304
http://www.dsmz.de/de/kataloge/catalogue/culture/DSM-20706.html?tx_dsmzresources_pi5%5breturnPid%5d=304
http://www.dsmz.de/de/kataloge/catalogue/culture/DSM-20523.html?tx_dsmzresources_pi5%5breturnPid%5d=304

3.4. Nahrmedien

In Tabelle 4 sind die Flussigndhrmedien fur die verschiedenen Mikroorganismen und

deren Zusammensetzung aufgefuhrt.

Tabelle 4: Kulturmedien der Keime gemal den Richtlinien und Anleitungen der DSMZ [125-127]

Stamm

Medium

Inhaltsstoffe

A. actinomycetemcomitans

Trypton-Soja-
Hefeextrakt-Medium

Trypton-Soja-Bouillon 30 g,
Hefeextrakt 3 g

F. nucleatum

Glucose-Medium
(modifiziert) (104)

S. mutans destilliertes Wasser 1000 ml
(92) pH: 7,0-7,2
Trypton 5 g, Pepton 5 g, Hefeextrakt 10 g,
Rindfleischextrakt 5 g, Glucose 5 g,
A. israelii Hefeextrakt-Pepton- | K2HPO4 2 g, Tween 80 1ml, Cystein-HCI

x H20 0,5 g, Resazurin 1 mg, Salz-
Losung 40 ml, Destilliertes Wasser 950
ml, Hamin-Lésung 10 ml, Vitamin K1-
Lésung 0,2 ml

pH: 7,2

P. gingivalis

Medium mit
gehacktem Fleisch
und Kohlenhydraten
(110) + Hamin und
Vitamin K3

Rinderhack (fettfrei) 500 g, destilliertes
Wasser 1000 ml, NaOH 1 N 25 ml,
Casitone 30 g, Hefeextrakt 5 g, K2HPO4
5g, Na-Resazurin-Lésung (0.1% wi/v) 0,5
ml, D-Glucose 4 g, Cellobiose 1 g,
Maltose 1 g, Starke 1 g, Hamin-Lésung 10
ml, Vitamin K3-Lésung 10 ml

pH: 7,0

P. intermedia

Hefeextrakt-Pepton-
Glucose-Medium
(modifiziert) (104) +
5% Pferdeserum

Trypton 5 g, Pepton 5 g, Hefeextrakt 10 g,
Rindfleischextrakt 5 g, Glucose 5 g,
KzHPO4 2 g, Tween 80 1ml, Cystein-HCI
x H20 0,5 g, Resazurin 1 mg, Salz-
Losung 40 ml, destilliertes Wasser 950 ml,
Hamin-Lésung 10ml, Vitamin K1-Lésung
0,2ml, Pferdeserum 5%

pH: 7,2
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3.5. Versuchsprinzip

Beim Agardiffusionstest wird eine Bakteriensuspension gleichmalRig auf eine
Agarplatte aufgebracht. Anschlieend wird ein mit einem Pharmakon beschicktes
Testblattchen auf die Agarplatte aufgelegt. Wahrend der Inkubation diffundiert das
Pharmakon in die Peripherie und bildet einen Konzentrationsgradienten um das
Blattchen. Gleichzeitig bildet sich ein Bakterienrasen auf der Agarplatte. Je sensibler
das Bakterium auf das jeweilige Pharmakon reagiert, desto grofer ist die Flache
rund um das Blatichen, die nicht mit Bakterienkolonien bewachsen ist, der
sogenannte Hemmhof. Der Durchmesser des Hemmbhofes ist daher ein MalR3 fir die

Diffusion und die Wirksamkeit eines Pharmakons auf einen bestimmten Erreger.

3.6. Vorversuche

Aufgrund der leichteren Anzucht und Handhabung wurden die Vorversuche mit S.
mutans und A. actinomycetemcomitans durchgefuhrt. Die Kultivierung der
Mikroorganismen wurde, wie fiur den Hauptversuch nachfolgend beschrieben,
durchgefiihrt. Da die Verarbeitung und Eignung der Teeldsungen fir die Versuche im
Vordergrund standen, wurde wéahrend der Vorversuche, von den oben genannten
Mundspullosungen nur Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei als Kontrolle

mitgefuhrt.

Die Teel6ésungen wurden nach Packungsanleitung, wie bereits erlautert, zubereitet.
Um die Ziehzeit einzuhalten, wurde der Tee nach 5 min durch ein grobes Teesieb
filtriert. Der Teebeutel von ,Mel3mer Griner Tee" wurde nach 3 min aus der Losung

entfernt.

Anschliel3end erfolgte die Beimpfung von Columbia Agarplatten mit 5% Schafblut
(Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) durch gleichmaRiges
Ausspateln der Bakteriensuspension. Die Zusammensetzung der Agarplatten ist wie
folgt: pankreatisch abgebautes Casein, peptisch abgebautes Tiergewebe,
Hefeextrakt, Rindfleischextrakt, Maisstarke, Natriumchlorid, Agar, defibriniertes
Schafblut. Dabei wurden zwei Platten mit S. mutans und zwei weitere Platten mit A.
actinomycetemcomitans beschickt. Jeweils eine der beimpften Platten wurde mit vier
sterilen Celluloseblattchen (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
bestiickt. Auf die Blattchen wurden mit einer Eppendorf-Pipette je 20 ul einer

Teelosung, als positive Kontrolle 20 pl Chlorhexamed® forte 0,2% alkoholfrei und als
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Negativkontrolle 20 ul steriles destilliertes Wasser aufgebracht. Die beiden
zusatzlichen Agarplatten wurden als Wachstumskontrolle der Mikroorganismen ohne
Celluloseblattchen mitgefuhrt. Alle vier Agarplatten wurden in einen Anaerobier-Topf
von Oxoid™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) eingebracht, mit
Anaerocult®-A (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) bestickt und bei 37°C fur
48 h in einem Inkubator (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland) bebrutet.

Nach 48 h war kein Ablesen der Ergebnisse auf den Agarplatten mit den
Celluloseblattchen  mdglich, da die Kulturen von S. mutans und A.
actinomycetemcomitans von aeroben Sporenbildnern Uberwachsen wurden. Auf den
Agarplatten ohne Testldsungen war ein gleichmafiger Bakterienrasen zu erkennen.
Da die Sporenbildner héchstwahrscheinlich aus den Teelésungen stammten, wurde

eine Sterilisation der Tees notwendig, um die Tests durchfiihren zu kénnen.

Als Sterilisationsmaoglichkeiten wurden HeiRluftsterilisation, Autoklavierung und

Sterilfiltration in Betracht gezogen.

Die HeiRluftsterilisation flihrte zu verbranntem Teepulver und braunlich verfarbten,
stark getribten Teel6sungen, die nicht zu Versuchszwecken verwendet werden
konnten, da durch teilweises Verdampfen eine Anderung der Konzentration
stattgefunden hatte und eine Zerstérung der Inhaltsstoffe durch die erkennbare

Verbrennung und Farbanderung nicht ausgeschlossen werden konnte.

Die Autoklavierung gestaltete sich ebenfalls schwierig. Die Teepflanzen waren
ahnlich verfarbt und teilweise zerfallen, wie nach der HeiRluftsterilisation. Das
Autoklavieren der Teelbsungen hatte auch zur Folge, dass teilweise Flissigkeit aus
den nicht vollstandig verschlossenen Behdaltern verdampfte, was zu einer nicht
definierbaren Anderung der Konzentration filhrte. AuRerdem konnte nicht
sichergestellt werden, dass die Temperatur im Inneren der Flussigkeit hoch genug
war, um eine vollstandige Sterilisation und Zerstérung der Sporenbildner zu

garantieren.

Die Sterilfiltration wurde mit Sartorius Stedim Biotech-Ministart® single use filter units
PorengrofRe 0,2 um (Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland) durchgefiihrt. Das Filtrat
wurde in sterile Glasbehélter gefillt und luftdicht verschlossen. Verfarbungen und
Tribungen fanden in diesem Fall nicht statt. Durch die Wahl der Porengréf3e wurde
sichergestellt, dass Sporenbildner oder andere Mikroorganismen nicht in das Filtrat
Ubertragen werden. Durch kleine Pflanzenteile in den Teelésungen war ein haufiges

Wechseln der Filtereinheiten notwendig, um ausreichend Filtrat zu erhalten.
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Nach allen drei Sterilisationsverfahren wurde ein Ausstrich der Teel6sungen auf
Columbia-Agar fur 48 h bei 37°C bebrttet, um erneutes Wachstum von anaeroben
Sporenbildnern in den folgenden Versuchen auszuschlieBen. Auf den Agarplatten
war kein bakterielles Wachstum nach der Bebritung zu erkennen. Fir die weiteren
Versuche wurden die Teelésungen nach der Ziehzeit durch Sterilfiltration vorbereitet,
da dies die schonendste Art war, die weder zu erneutem Aufkochen und Verdampfen

noch zu einer Verfarbung der Losungen gefuhrt hatte.

Nach Sterilfiltration der Teeldsungen wurde der Agardiffusionstest erneut mit S.
mutans und A. actinomycetemcomitans durchgefuhrt. Als Kontrollen wurden steriles
destilliertes Wasser und Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfreimitgefiihrt. Nach
48 h Inkubation bei 37°C war bei dem griinen Tee ,Sencha“ von Weltecke eine
Wachstumshemmung von S. mutans um das Celluloseblattchen zu erkennen
(Abbildung 4). L. japonica und der grine Tee von MelBmer zeigten keine
Wachstumshemmung der Mikroorganismen (Abbildung 5). Das Celluloseblattchen
mit sterilem destilliertem Wasser als Negativkontrolle war ebenfalls von keinem
Hemmbhof umgeben. Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei erzeugte den groRten
Hemmhofdurchmesser. Bei diesem Versuch war keine der Agarplatten mit anderen

Mikroorganismen verunreinigt (Abbildungen 4 und 5).

Abbildung 4: Beimpfte Agarplatten mit Griner Tee ,Sencha“ (oben rechts) mit dest. Wasser (oben
links) und Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei (unten links) auf S. mutans
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Abbildung 5: Beimpfte Agarplatten mit L. japonica (oben rechts) und Griner Tee Mel3mer (unten
rechts) mit sterilem dest. Wasser (oben links) und Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei (unten
links) auf S. mutans

Um eine zu niedrige Konzentration der Teeldsungen als Ursache fur die teilweise
fehlende oder nur schwache Wirkung auszuschlielen, wurde ein neuer
Versuchsansatz mit verlangerter Ziehzeit durchgeftihrt. Hierfir wurden die Lésungen
angesetzt und 6 Stunden bei ca. 80°C aufgebriht. Als Vergleich wurden erneut Tees
unter den vorherigen Bedingungen zubereitet. AnschlieRend erfolgten die
Sterilfiltration und der Agardiffusionstest mit Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei
und destilliertem Wasser als Kontrolle. Nach 48 h Inkubation bei 37°C konnte kein
Unterschied in der Wachstumshemmung zwischen den Tees mit unterschiedlichen
Ziehzeiten festgestellt werden. Der grine Tee aus dem Teebeutel von Mel3mer

zeigte genau wie L. japonica weiterhin keine Wirkung.

Fur die Durchfuhrung der Hauptversuche mit allen oben genannten Testkeimen und
Mundspullésungen wurde der grine Tee ,Sencha“ von Weltecke ausgewahlt und der
grine Tee aus dem Teebeutel von Mel3mer ausgeschlossen. L. japonica wurde in
die Hauptversuche aufgenommen, da bereits erfolgreiche Testergebnisse von
anderen Autoren an Anaerobiern vorlagen [123, 124]. Die Ziehzeit wurde mit 5 min,
wie auf der Packungsanleitung angegeben, beibehalten, um eine tagliche

Zubereitung und Anwendbarkeit als Mundspilung zu simulieren.
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3.7. Kultivierung der Mikroorganismen

Die Hauptversuche wurden mit den folgenden sechs Mikroorganismen aus dem
Leibniz-Institut DSMZ durchgefihrt (siehe Tabelle 3): A. actinomycetemcomitans, A.
israelii, F. nucleatum, P. gingivalis, P. intermedia und S. mutans. Die Aktivierung der
gefriergetrockneten Zellpellets aus den Ampullen der DSMZ erfolgte nach
Standardmethoden. Die fakultativ anaeroben Stamme (A. actinomycetemcomitans
und S. mutans) wurden unter einer Werkbank in 0,5 ml des Trypton-Soja-
Hefeextrakt-Medium (Tabelle 4) geldst. AnschlieRend wurde die Halfte der Losung
zur Uberprifung der Reinheit der Bakterienkultur auf einer Columbia Agarplatte mit
5% Schafblut (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) ausgestrichen, die
andere Halfte in 5 ml Flissignahrmedium tberimpft. Die Bebritung erfolgte bei 37°C
in einem Anaerobier-Topf von Oxoid™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA), der mit einem Teelicht bestlckt als Kerzentopf verwendet wurde, um eine
CO2-Anreicherung und einen O2-Abfall zu erreichen. Die Ampullen der anaeroben
Stamme (A. israelii, F. nucleatum, P. gingivalis und P. intermedia) wurden in einem
Anaerobierzelt (Vinyl Anerobic Chamber von Coy Lab Laboratory Products Inc.,
Grass Lake, USA) unter einer Formiergas-Atmosphare von 95% N2 und 5% H:2
gedffnet und in je 0,5 ml Flussigmedium (siehe Tabelle 4) geldst. AnschlieRend
erfolgte ebenfalls der Ausstrich auf Columbia-Agar mit 5% Schafblut und die
Uberimpfung in 5 ml Flissignahrmedium in Hungate-Rohrchen (Chemglass Life
Sciences LLC, Vineland, USA). Die Agarplatten wurden in Beutel mit Anaerocult®A-
Packchen (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) eingeschweil3t und mit den
Hungate-Roéhrchen bei 37°C inkubiert. Die Reinheit der Stdmme konnte nach
Inkubation auf den Agarplatten bestatigt werden. Die Bakterienkulturen in den
Flissignahrmedien wurden auf 0,5 McFarland Units eingestellt, was einer Zelldichte

von ca. 1,5x108 Colony Forming Units (CFU) pro Milliliter entspricht.
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3.8. Durchfuhrung des Agardiffusionstests

Die Durchfuhrung des Agardiffusionstests mit den fakultativ anaeroben Keimen und
strikt anaeroben Keimen erfolgte mit den sechs oben genannten Testldsungen im

Labor des Leibniz Institutes DSMZ in Braunschweig.

Columbia Agarplatten mit 5% Schafblut (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland) wurden mit je einer der Bakteriensuspensionen gleichmafiig benetzt
und uberschussige Flussigkeit abgesaugt. Die Benetzung der Agarplatten mit den
fakultativ anaeroben Bakterienkulturen (S. mutans und A. actinomycetemcomitans)
erfolgte unter der Werkbank. Substratblattchen aus 100% unbehandelter Cellulose
(Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) wurden mit einer Eppendorf-
Pipette mit je 20 pl einer der Testlésungen bestlckt, auf die getrockneten Agarplatten
aufgelegt und mit einer sterilen Pinzette leicht angedriickt. Als Negativkontrolle
wurde auf jeder Agarplatte ein Celluloseblattchen mit 20 pl sterilem destilliertem
Wasser mitgefihrt. Die Agarplatten wurden in einen Anaerobier-Topf von Oxoid™
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) eingebracht und ein angezindetes
Teelicht daraufgestellt. AnschlieRend erfolgte der Verschluss des Topfes und nach
Erldschen des Teelichtes die Bebritung im Inkubator (Binder GmbH, Tuttlingen,
Deutschland) bei 37°C fur 48 h. Durch diese Kerzentopf-Methode kann von einer
sauerstoffarmen und COgz-reichen Atmosphére fur die Bakterienkulturen im
Anaerobier-Topf ausgegangen werden.

Fur die strikt anaeroben Mikroorganismen (A. israelii, F. nucleatum, P. gingivalis und
P. intermedia) wurde die Benetzung der Columbia-Agarplatten im Anaerobierzelt
(Vinyl Anerobic Chamber von Coy Lab Laboratory Products Inc., Grass Lake, USA)
unter Formiergas-Atmosphare von 95% N2 und 5% H2 durchgefuhrt, um eine
Schadigung der Zellen durch zu hohe Sauerstoffzufuhr auszuschlieRen. Nach
Trocknung der Agarplatten wurden hier ebenfalls Celluloseblattchen, welche mit je
20 pl Testlésung bestickt waren, aufgelegt und leicht angedrickt. Eine
Negativkontrolle mit 20 pl sterilem destilliertem Wasser wurde mitgefuhrt. Die
Agarplatten mit den anaeroben Mikroorganismen wurden in Beutel mit Anaerocult®A-
Packchen (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) eingeschweildt, sodass eine
anaerobe Atmosphéare wahrend der Inkubation gewéhrleistet war. Dieser Vorgang
musste aul3erhalb des Anaerobier-Zeltes durchgefiihrt werden, um ein Platzen der
verschweil3ten Beutel durch Druckdifferenzen bei Ausschleusung zu vermeiden. Die

Agarplatten der Anaerobier wurden ebenfalls im Inkubator (Binder GmbH, Tuttlingen,
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Deutschland) bei 37°C fur 48 h bebritet. Die Ergebnisse wurden nach 48 h mit
einem speziellen Lineal zur Bestimmung von Hemmhofdurchmessern von zwei
Personen abgelesen. Alle Hemmhofe kleiner 7 mm wurden als 0 mm gewertet. Der
Versuch wurde fir jede der sechs Testlosungen auf allen sechs Bakterienkulturen

dreifach angesetzt und durchgefihrt.

e

Abbildung 6: Columbia Agarplatte mit S. mutans und vier Celluloseblattchen nach 48 h Bebritung im
Kerzentopf (links: oben steriles destilliertes Wasser, unten Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei;
rechts: oben Sensodyne® ProSchmelz®, unten Listerine® Zero™)
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3.9. Statistische Auswertung

Die deskriptive statistische Auswertung erfolgte mit SPSS (V.23.5 fur Windows, IBM
Corporation, Armonk, USA). Zur Kontrolle der Dateneingabe wurde die SPSS-

Tabelle zu Beginn auf Plausibilitat hin Gberprift.

Zur Ermittlung von statistisch signifikanten Unterschieden wurde eine zweifaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) mit SAS (V.9.4 fur Windows, SAS Institute Inc., Cary, USA)
Prozedur GLM durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf a=5% festgelegt.
Post-hoc-Tests fur paarweise Vergleiche wurden unter Verwendung der Tukey-
Prozedur durchgefihrt.

Folgende statistischen Fragestellungen wurden analysiert:

1. Unterschiede zwischen den Mundspulldsungen und Tees bezuglich ihrer

Wirkung auf alle getesteten Bakterien und die einzelnen Bakterienstamme
2. Unterschiede in der Empfindlichkeit der einzelnen Stamme
3. Unterschiede zwischen den beiden NaF-Losungen

4. Einfluss des gram-Farbeverhaltens und Stoffwechselverhaltens auf die

Empfindlichkeit der Stamme
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4. Ergebnisse

4.1. Vergleich der Hemmhofdurchmesser aller Mundspillésungen

Die Mittelwerte der Hemmhofdurchmesser der drei Versuchsdurchfiihrungen sind in
Abbildung 7 als ,x“ dargestellt. Die farbigen Punkte stellen die einzelnen Messwerte
der drei Versuchsansatze dar. Bei der Kombination von ACT® Anticavity Kids
OceanBerry® und F. nucleatum, sowie bei Listerine® Zero™ und A. israelii betrug der
Mittelwert 2,3 mm + 4,04. Die Streuung um den Mittelwert ist in diesen beiden Fallen
sehr hoch (SD = 4,04). Grund dafir ist der Durchmesser der Celluloseblattchen von
6 mm, der ein Ablesen des Hemmhofes <7mm verhindert. Die Werte unter 7 mm
mussten somit als 0 mm festgelegt werden, was in den beiden genannten Fallen zur
ausgepragten Streuung der Messwerte fihrte. Die Streuung um den Mittelwert war
bei den Ubrigen Messungen sehr gering (maximale SD = 1,16), was die haufige
Uberlagerung der farbigen Punkte mit den Mittelwerten zeigt. Es besteht damit eine
hohe Reproduzierbarkeit und Verlasslichkeit der Ergebnisse. Die Negativkontrolle mit
sterilem destilliertem Wasser zeigte auf allen Agarplatten keine Hemmhdofe um die

Celluloseblattchen.

ACT® Anticavity Kids OceanBerry® zeigte eine wachstumshemmende Wirkung auf
alle getesteten Mikroorganismen, aufler F. nucleatum. Die gemessenen
Hemmhofdurchmesser waren auf F. nucleatum signifikant geringer (p < 0,0005), als
die der anderen getesteten Keime und sind aufgrund der grof3en Streuung nur wenig
aussagekraftig. Die Mittelwerte der gemessenen Hemmhofdurchmesser lagen
zwischen 2,3 mm (F. nucleatum) und 10 mm (P. intermedia). Es bestand kein
signifikanter Unterschied in der Hemmung zwischen A. actinomycetemcomitans
(7 mm), A. israelii (8 mm), P. gingivalis (8 mm), P. intermedia und S. mutans
(p =2 0,21). Somit scheint die Wachstumshemmung bei funf der sechs Testkeime

ahnlich zu sein.

Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei erzeugte Hemmhofdurchmesser zwischen
12 mm und 26 mm auf allen getesteten Mikroorganismen. Der mittlere
Hemmhofdurchmesser von Sensodyne® ProSchmelz® auf F. nucleatum war mit dem
von Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei identisch (16 mm; p = 1,00). Alle
anderen getesteten Keime reagierten signifikant sensitiver auf Chlorhexamed®
FORTE 0,2% alkoholfrei, als auf die anderen funf Testsubstanzen (p < 0,008). Der
groRte Hemmhofdurchmesser als Reaktion war bei A. israeli mit 26 mm

festzustellen. Kein signifikanter Unterschied bestand von A. israelii zu P. intermedia
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mit einem Mittelwert von 24 mm Durchmesser (p = 0,93). A. actinomycetemcomitans
zeigte mit durchschnittlich 12 mm die kleinsten Hemmhofdurchmesser bei Kontakt
mit Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei.

Eine wachstumshemmende Wirkung des grinen Tees wurde nur auf S. mutans
gemessen. Der Mittelwert der drei Versuchsansatze lag bei 7,7 mm und zeigte
keinen signifikanten Unterschied zu ACT® Anticavity Kids OceanBerry® oder
Sensodyne® ProSchmelz® (p = 1,00). Listerine® Zero™ (p < 0,03) und
Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei (p < 0,0001) bewirkten signifikant grof3ere
Hemmhofdurchmesser bei S. mutans. Bei den finf anderen getesteten

Mikroorganismen lag der Hemmhofdurchmesser des griinen Tees bei 0 mm.

Listerine® Zero™ bewirkte eine Wachstumshemmung aller getesteter Keime. Die
mittleren Hemmhofdurchmesser lagen zwischen 2,3 mm und 12 mm. Die
Hemmhofdurchmesser fir P. intermedia waren mit 12 mm signifikant gré3er als fur
A. actinomycetemcomitans, A. israelii, F. nucleatum und P. gingivalis (p < 0,008).
Kein signifikanter Unterschied bestand zwischen P. intermedia und S. mutans mit
einem Mittelwert von 9,3 mm (p = 1,00). Die Messwerte fur A. israelii sind aufgrund
der bereits beschriebenen Streuung nur wenig aussagekréftig. Zwischen den
Hemmhofen von A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum und P. gingivalis bestand

kein signifikanter Unterschied (p = 1,00).

Die Hemmhofdurchmesser der Versuche mit L. japonica lagen alle bei 0 mm. Es war
kein Unterschied zur Negativkontrolle mit sterilem destilliertem Wasser zu erkennen.

Eine Wirkung konnte somit auf kein Bakterium nachgewiesen werden.

Sensodyne® ProSchmelz® fiihrte zu einer Wachstumshemmung bei allen
Teststammen. Die Hemmhofdurchmesser lagen zwischen 8 mm und 16 mm. Die
Messwerte bei F. nucleatum waren signifikant grof3er, als bei den anderen finf
Teststammen (p < 0,0001). Zwischen A. actinomycetemcomitans mit durchschnittlich
8 mm, A. israelii mit 9,3 mm, P. gingivalis und P. intermedia mit 10 mm und S.

mutans (8 mm) gab es keine signifikanten Unterschiede (p = 0,93).
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Abbildung 7: Hemmhofdurchmesser fir die untersuchten Bakterien (A. actinomycetemcomitans, A.
israelii, F. nucleatum, P. gingivalis, P. intermedia und S. mutans) mit Mittelwerten, sortiert nach den
Testlosungen: ACT® Anticavity Kids OceanBerry®, Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei, Griiner
Tee, L. japonica, Listerine® Zero™ und Sensodyne® ProSchmelz®. Die gemessenen Hemmhofdurch-
messer sind als farbige Punkte dargestellt, deren Mittelwerte aus den drei Versuchsansatzen als ,x“.
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Die Mittelwerte der Hemmhofdurchmesser der einzelnen Mundspilldsungen auf alle
getesteten Bakterien werden in Tabelle 5 dargestellt. Chlorhexamed® FORTE 0,2%
alkoholfrei zeigte dabei mit einem mittleren Hemmhofdurchmesser von 19,4 mm
den hochsten Wert. Der Mittelwert fir Sensodyne® ProSchmelz® war der
zweithochste nach Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei und lag bei 10,2 mm.
ACT® Anticavity Kids OceanBerry® (Mittelwert: 7,2 mm) und Listerine® Zero™
(Mittelwert: 8,1 mm) erzeugten insgesamt kleinere Hemmhofdurchmesser. Der
Mittelwert des griinen Tees ist mit 1,3 mm in der Betrachtung aller Stamme wenig
aussagekréaftig, da auf funf der sechs getesteten Bakterien keine Wirkung stattfand.

Tabelle 5: Mittelwerte der Hemmhofdurchmesser aller getesteten Bakterien aufgeteilt nach den
einzelnen Substanzen: ACT® Anticavity Kids OceanBerry® (ACT), Chlorhexamed® FORTE 0,2%
alkoholfrei (CHX), Griiner Tee (GrT), L. japonica (LJ), Listerine® Zero™ (LZ) und Sensodyne®
ProSchmelz® (SP)

Mittlerer
Substanz Durchmesser 95% Konfidenzintervall
[mm]
ACT 7,2 6.7 7.7
CHX 19,4 18,9 19,9
GrT 1,3 0,8 1,8
LJ 0,0 -0,5 0,5
LZ 8,1 7,6 8,6
SP 10,2 9,7 10,7
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Abbildung 8 zeigt die Ergebnisse des Tukey post-hoc Tests fir die Unterschiede

zwischen den Mundspillésungen.

Kein signifikanter Unterschied konnte zwischen ACT® Anticavity Kids OceanBerry®
(Mittelwert: 7,2 mm) und Listerine® Zero™ (Mittelwert: 8,1 mm) festgestellt werden
(p = 0,138). Die Hemmhofdurchmesser von Sensodyne® ProSchmelz® waren
signifikant groRer, gemittelt Gber alle Stamme, als von ACT® Anticavity Kids
OceanBerry® und Listerine® Zero™ (p < 0,0001). Chlorhexamed® FORTE 0,2%
alkoholfrei hatte eine signifikant hohere Wirksamkeit als alle anderen Testsubstanzen
(p < 0,0001). Trotz des geringen Mittelwertes des griinen Tees war ein signifikanter

Unterschied zu L. japonica zu verzeichnen (p = 0,0076).

Durchmesser Comparisons for SubstanzKurz

20
NN\ ANNERN i
15
TEEENEN N\ ”
\ \ \\\ LZ
\ \ ACT
5
\ GrT
0 Ll BT ACT LZ SP -
CHX
0 5 10 15 20

Differences for alpha=0.05 (Tukey Adjustment)
Not significant Significant

Abbildung 8: Darstellung der Ergebnisse des Tukey Post-Hoc-Tests (o = 0,05) flr den Vergleich der
Mittelwerte der einzelnen Substanzen: ACT® Anticavity Kids OceanBerry® (ACT), Chlorhexamed®
FORTE 0,2% alkoholfrei (CHX), Griner Tee (GrT), L. japonica (LJ, Listerine® Zero™ (LZ) und
Sensodyne® ProSchmelz® (SP). Die signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Substanzen
sind als blaue Linien dargestellt.
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4.2. Vergleich der Hemmhofdurchmesser der getesteten Bakterien

Tabelle 6 zeigt die durchschnittichen Hemmhofe der einzelnen Bakterien, gemittelt
Uber alle getesteten Substanzen. A. actinomycetemcomitans zeigte dabei die
geringsten Hemmhofdurchmesser (Mittelwert 5,8 mm). Die Mittelwerte von A. israelii
(7,6 mm), F. nucleatum (7,1 mm) und P. gingivalis (7,6 mm) liegen nah beieinander.
P. intermedia (Mittelwert 9,3 mm) und S. mutans (Mittelwert 8,8 mm) zeigten die
groflten Hemmhofdurchmesser und damit die hdchste Sensibilitdt gegeniber den

Testsubstanzen.

Tabelle 6: Mittelwerte der Hemmhofdurchmesser aller Substanzen aufgeteilt nach den einzelnen
Bakterien: A.actinomycetemcomitans, A. israelii, F. nucleatum, P. gingivalis, P intermedia und S.
mutans

Mittlerer 95%

Stamm Durchmesser ) .
Konfidenzintervall
[mm]

A. actinomycetemcomitans 5,8 5,3 6,3
A. israelii 7,6 7,1 8,1
F. nucleatum 7,0 6,6 7,6
P. gingivalis 7,6 7,1 8,1
P. intermedia 9,3 8,8 9.8
S. mutans 8,8 8,3 9,3
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Durch die Varianzanalyse (ANOVA) konnten signifikante Unterschiede in der
Empfindlichkeit der verschiedenen Stamme festgestellt werden. In Abbildung 9 sind
die signifikanten und nicht signifikanten Unterschiede bei p < 0,05 nach dem Tukey

post-hoc Test dargestellt.

A. actinomycetemcomitans zeigte die signifikant geringste Sensibilitat aller Stamme
auf alle getesteten Substanzen (p < 0,012). Kein Unterschied konnte zwischen der
Empfindlichkeit von A. israelii und P. gingivalis (p = 1,00) festgestellt werden. Die
Differenz im Mittelwert von A. israelii und P. gingivalis zu F. nucleatum war ebenfalls
nicht signifikant (p = 0,626). Diese drei Stdmme waren signifikant weniger
empfindlich als P. intermedia (p < 0,0001) und S. mutans (p < 0,012), welche die

hdchste Sensibilitat und keinen signifikanten Unterschied (p = 0,724) zeigten.

Durchmesser Comparisons for Stamm
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Abbildung 9: Darstellung der Ergebnisse des Tukey Post-Hoc-Tests (a = 0,05) fir den Vergleich der
Mittelwerte der getesteten Bakterien: A. actinomycetemcomitans, A. israelii, F. nucleatum,
P. gingivalis, P. intermedia und S. mutans. Die signifikanten Unterschiede zwischen den Testkeimen
sind als blaue Linien dargestellt.



4.3. Vergleich der NaF-L6sungen

Im direkten Vergleich der NaF-Losungen waren bei Sensodyne® ProSchmelz® die
Hemmhofe gemittelt Gber alle Bakterien signifikant grof3er und die Wirkung damit
starker als bei ACT® Anticavity Kids OceanBerry® (p < 0,0001). Bei Betrachtung der
einzelnen Stamme, wie in Tabelle 7 dargestellt, war jedoch nur bei F. nucleatum ein
signifikanter Unterschied festzustellen (p < 0,0001). P. intermedia und S. mutans
reagierten mit gleich groRen Hemmhofdurchmessern auf ACT® Anticavity Kids
OceanBerry® und Sensodyne® ProSchmelz® (p = 1,00). Die anderen
Mikroorganismen (A. actinomycetemcomitans, A. israelii und P. gingivalis) waren

durch Sensodyne® ProSchmelz® tendenziell starker im Wachstum gehemmt.

Tabelle 7: Mittelwerte der Hemmhofdurchmesser, Konfidenzintervalle und p-Werte des Vergleichs der
Wirkung von ACT® Anticavity Kids OceanBerry® (ACT) und Sensodyne® ProSchmelz® (SP) auf die
einzelnen Mikroorganismen

Mittelwert ..
H hof 95% p-Wert far
Stamm Substanz emmnot- Konfidenz- Stamm*
durchmesser .
intervall Substanz
[mm]
A. actinomycetem- 70
comitans ACT ’ 5.7 82
A. actinomycetem- 1,0000
o SP 8,0

comitans 6.7 9.2
A. israelii ACT 8,0 6,8 9,2

0,9998
A. israelii SP 9,3 8,1 10,6
F. nucleatum ACT 2,3 1,1 3,6

<0,0001
F. nucleatum SP 16,0 14,8 17,2
P. gingivalis ACT 8,0 6,8 9,2

0,9254
P. gingivalis SP 10,0 8,8 11,2
P. intermedia ACT 10,0 8,8 11,2

1,0000
P. intermedia SP 10,0 8,8 11,2
S. mutans ACT 8,0 6,8 9,2

1,0000
S. mutans SP 8,0 6,8 9,2
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4.4. Vergleich des gram-Farbeverhaltens und Stoffwechselverhaltens

Abschlie3end wurden die Unterschiede der Hemmhofdurchmesser in Abh&ngigkeit
vom gram-Farbeverhalten (grampositiv oder -negativ) und Stoffwechselverhalten
(anaerob oder fakultativ anaerob) betrachtet. Da fiir beide Gruppen eine ungleiche
Verteilung im Gesamtkollektiv vorlag und die Standardabweichung in den Gruppen

relativ hoch war, wurde auf eine weitergehende statistische Auswertung verzichtet.

Die Mittelwerte flr grampositive (8,2 mm) und gramnegative (6,9 mm) Bakterien in
Tabelle 8 lassen die Tendenz erkennen, dass die grampositiven Mikroorganismen

etwas sensitiver auf die Substanzen reagierten.

Tabelle 8: Mittelwerte aller Hemmhofdurchmesser sortiert nach gram-Farbeverhalten der
Mikroorganismen

Gram-Farbung Mittelwert 95% Konfidenzintervalle
Durchmesser [mm)]

gramnegativ 6,9 6,3 7,5

grampositiv 8,2 7,5 8,9

Zwischen den Mittelwerten der Anaerobier (7,8mm) und fakultativen Anaerobier
(7,3m), dargestellt in Tabelle 9, war nur ein geringer Unterschied zu erkennen. Die
anaeroben Mikroorganismen wurden durchschnittlich etwas starker im Wachstum

gehemmt.

Tabelle 9: Mittelwerte aller Hemmhofdurchmesser sortiert nach Stoffwechselverhalten der
Mikroorganismen

Stoffwechsel- Mittelwert 95% Konfidenzintervalle
verhalten Durchmesser [mm)]
anaerob 7,8 7,2 8,4
fakultati

uttativ 73 6,6 8,0
anaerob
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5. Diskussion der Ergebnisse

5.1. Methodendiskussion

In der Literaturtbersicht wurde deutlich, dass eine chemische Plaquereduktion bei
KFO-Patienten wahrend der Therapie mit MBA, aufgrund der haufig entwickelten
Gingivitis, zusatzlich zur mechanischen Reinigung sinnvoll ist. Mundspullésungen
werden mit verschiedensten Inhaltsstoffen angeboten und scheinen grundsatzlich
geeignet. Bisher gibt es wissenschaftlich nur unzureichende Ergebnisse zu den
untersuchten Mundspullésungen bezlglich des Keimspektrums bei Gingivitis
wahrend der Behandlung mit MBA. Aul3erdem gibt es kaum Daten zu wirksamen
pflanzlichen Alternativen ohne Zusatzstoffe. Ziel dieser Studie war es daher, die
wachstumshemmende Wirkung von handelsiblichen Mundspillésungen mit der

Wirkung von zwei mdglichen pflanzlichen Alternativen zu vergleichen.

Die Vorversuche dienten der Methodenentwicklung. Es wurde deutlich, dass die
Verwendung der Teelosungen fur in vitro Versuche nicht ohne Filtration und
Sterilisation moglich ist, da sich in Naturprodukten Sporen befinden kénnen, die den
spateren Versuch verunreinigen. Durch die notwendige Vorbehandlung der
Teeldésungen kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass wirksame
Bestandteile im Filter zurtickbleiben oder durch Autoklavierung zerstort wurden. Die
unterschiedlichen Ziehzeiten der Tees wurden aufgrund der einfacheren
Handhabung der Keime nur an den fakultativ anaeroben Stammen S. mutans und A.
actinomycetemcomitans getestet. Da fir beide Bakterien bei dreifachem
Versuchsansatz kein Unterschied in der Wachstumshemmung zwischen der Ziehzeit
von 5 min und 6 h zu erkennen war, wurde der Tee flr den Hauptversuch mit allen
Teststammen fir 5 min aufgebriht. Es kann nicht vollstandig ausgeschlossen
werden, dass eine wachstumshemmende Wirkung auf die anaeroben

Mikroorganismen durch die verlangerte Ziehzeit von 6 h messbar gewesen ware.

In den Hauptversuchen wurde mittels eines Agardiffusionstests die antimikrobielle
Wirkung von vier handelsiblichen Mundspillésungen und zwei Teelésungen an
sechs Mikroorganismen geprift. Der dreifache Versuchsansatz erfolgte am gleichen
Tag mit denselben Bakterienkulturen. In den drei Versuchsansatzen sind die
Hemmhofdurchmesser fur alle sechs Testlésungen sehr gleichmallig ausgefallen,

was die Verlasslichkeit der Ergebnisse zeigt.
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Der Agardiffusionstest wurde in Form eines Hemmbhoftests durchgefuhrt, bei dem die
Celluloseblattchen mit der jeweiligen Testlosung fir 48 h auf der Agarplatte
verbleiben. Diese Einwirkzeit ist in Bezug auf Mundspullésungen kritisch zu
betrachten, da die Anwendung einer solchen Spulung in der Mundhohle selten mehr
als eine Minute dauert. Aul3erdem bleibt hier auch die verdinnende Wirkung des
Speichels aulRer Acht, der die Wirksamkeit von Mundspullésungen schwachen kann
[128]. Zwar wird durch die Diffusion der Testlésungen in die Umgebung der
Testblattchen ein Konzentrationsgradient gebildet, dieser ist aber nicht messbar und
stark von der Hydrophilie und Interaktion der Mundspilung mit dem N&ahrboden
abhangig. Des Weiteren gestaltet sich das Ablesen der Hemmhofdurchmesser durch
die dunkle Farbe der Blutagarplatten eher schwierig. Das Ablesen der Ergebnisse mit
dem Lineal stellt eine potenzielle Fehlerquelle dar. Um die Fehler hier moéglichst
gering zu halten, wurden die Hemmhofdurchmesser von zwei unabh&ngigen
Labormitarbeiter_innen gemessen. Da der Durchmesser der Celluloseblattchen 6
mm betragt, ist ein Ablesen von Hemmhoéfen < 7 mm nicht moglich. Dies ist der
Grund fur die hohe Streuung der Messwerte von ACT® Anticavity Kids OceanBerry®
auf F. nucleatum und Listerine® Zero™ auf A. israelii. Schwache
Wachstumshemmungen kénnen mit diesem Test nur unzureichend gemessen
werden und die Wirksamkeit der Mundspullésungen wird eher zu gering
eingeschatzt. Eine weitere Schwierigkeit im Vergleich mit in vivo Situationen ist die
Durchfihrung der Versuche mit monomikrobiellen Kulturen. Durch ihre Organisation
in Plaque-Biofilmen sind die Bakterien in der Mundhdhle wesentlich besser vor dem
Kontakt mit Mundspullésungen geschitzt, als bei der direkten Benetzung auf der
Agarplatte [26]. Es kann davon ausgegangen werden, dass die
wachstumshemmende Wirkung in vivo schwéacher ist, als die Testergebnisse
erwarten lassen. Das monomikrobielle Modell wurde ausgewabhlt, da es zuerst einmal
um die grundsatzliche Frage der Wirksamkeit ging und monomikrobielle Kulturen
leichter reproduzierbar sind, um mehrfache Tests unter gleichen Bedingungen

durchfiihren zu kénnen.
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5.2. Ergebnisdiskussion

Die Hemmhofdurchmesser aller Testlosungen aufler CHX sind eher gering
ausgefallen. Dies kann am Diffusionsverhalten der Lésungen liegen, zeigt aber auch
eine schwachere Wirksamkeit der handelsiblichen Mundsptillésungen und Tees im
Vergleich zu CHX. Da in der Mundhéhle von einer raschen Verdinnung der
Losungen durch Speichel auszugehen ist, ist die wachstumshemmende
antimikrobielle Wirkung aller Losungen aufler CHX in vivo eher kritisch zu
betrachten. In einer Studie von Thomas et al. [21] wurden in einem Agardiffusionstest
an S. mutans und Lactobacilli &hnliche Mundspullésungen getestet. CHX 0,2% stellte
sich mit einem Hemmhofdurchmesser auf S. mutans von 18,7 mm als wirksamstes
Agens, im Vergleich zu NaF (12,8 mm), grinem Tee (10,8 mm) und Fluorid mit
atherischen Olen (8,8 mm) heraus. Der Wert von CHX ist vergleichbar mit dem in der
vorliegenden Untersuchung (18 mm). Die Reihenfolge der anderen Testldsungen
stellte sich etwas anders dar: Fluorid mit atherischen Olen erzeugte groRere
Hemmhofe auf S. mutans (11,3 mm), als die NaF-Losungen (8 mm) und griiner Tee
(7,7 mm). Diese Abweichungen sind vermutlich auf die Verwendung von anderen
Nahrboden, verschiedenen Fluoridlésungen und auf Unterschiede in der
Versuchsdurchfihrung zurickzufuhren, wie die  Differenz der aufgebrachten
Volumina der Testsubstanzen (50ul anstatt 20ul) und die Bohrung von Mulden in die
Agarplatten anstatt der Verwendung von Celluloseblattchen als Trager.

Teelbsungen

Die fehlende Wirksamkeit des L. japonica Tees und das ebenfalls eher schwache
Ergebnis des grunen Tees, der lediglich auf S. mutans einen mittleren
Hemmhofdurchmesser von 7,67 mm erzeugte, kénnten durch die Sterilfiltration mit
verursacht worden sein. Es kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass
wirksame Bestandteile im Filter zurlickgeblieben sind. Eine weitere maogliche
Ursache stellt die Zubereitung mit Wasser dar. Wong et. al konnten in einem
Agardiffusionstest mit einem wassrigen Extrakt von L. japonica allerdings eine
schwache Wirksamkeit auf P. gingivalis nachweisen, S. mutans wurde auch in dieser
Studie nicht im Wachstum gehemmt [124]. Das abweichende Ergebnis kdnnte an der
langeren Ziehzeit liegen, die in den Vorversuchen der vorliegenden Untersuchung an
S. mutans und A. actinomycetemcomitans aber keinen Unterschied zeigte.

Araghizadeh et al. [101] stellten einen Grlintee-Extrakt durch Lésung in Ethylacetat,
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Gefriertrocknung und anschlieRender Salzlésung mit Phosphatpuffer her. S. mutans,
A. actinomycetemcomitans, P. intermedia und P. gingivalis zeigten eine
Empfindlichkeit. Hier ist davon auszugehen, dass andere Stoffe oder eine hdhere
Wirkstoffmenge aus den Pflanzenbestandteilen extrahiert wurden, als bei Losung in
reinem destilliertem Wasser. S. mutans reagierte sensitiver auf den Extrakt als die
gramnegativen Bakterien, was den Ergebnissen dieser Studie ahnelt. Auch Kubo et
al. [103] stellten eine hohere Empfindlichkeit von S. mutans auf Inhaltsstoffe von
grinem Tee, im Vergleich zu gramnegativen Mikroorganismen, fest. In einer weiteren
in vitro Studie von Tsai et al. [92] wurden die Teeblatter von grinem Tee und L.
japonica in Methanol geldst, konzentriert und der hergestellte Extrakt
gefriergetrocknet. Eine wachstumshemmende Wirkung konnte in dieser Studie nur
auf Streptokokkus sanguinis, nicht aber auf S. mutans, festgestellt werden. Die
Studien von Tsai et al. [92] und Araghizadeh et al. [101] unterscheiden sich nicht nur
in der Extraktherstellung, sondern auch in den angewandten mikrobiologischen
Methoden von der vorliegenden Untersuchung. In beiden Studien wurde die
Mikrodilutionsmethode verwendet, um die MHK fir die getesteten Stamme zu
bestimmen. Diese Methode ist unabhangig von der Diffusion des Tees in die
Peripherie, was zu besseren Testergebnissen fluhren kann. Tsai et al. [92] konnten
aulBerdem feststellen, dass griiner Tee einen wesentlich héheren Anteil an Phenolen
enthalt als L. japonica, was die schlechtere Wirksamkeit von L. japonica erklaren
konnte. Eine direkte Nutzung der Methanol- und Ethylacetat-Extrakte als
Mundspullésung ist aufgrund der Loésungsmittel schwierig. Unser Ziel war es
Lésungen zu testen, die flr den Patienten leicht herzustellen oder im Handel
erhaltlich sind. Bei Sakanaka et al. [108] und Okamoto et al. [106, 107] wurden
einzelne Catechine in Reinform fur die Versuche verwendet, die vorher aus grinem
Tee extrahiert wurden, um die Wirkstoffkonzentration genau festlegen zu kénnen. In
allen drei Studien zeigten die Catechine eine inhibitorische Wirkung auf
Virulenzfaktoren von P. gingivalis und P. intermedia. Um die Wirkstoffkonzentration
und qualitative Zusammensetzung der TeelGsungen vergleichen zu kbénnen, wére
eine Untersuchung der Inhaltsstoffe, der in der vorliegenden Studie verwendeten
Ldsungen, sinnvoll. Tehrani et al. [99] verwendeten in ihrer klinischen Studie bei
Kindern einen alkoholischen, mit Wasser verdinnten Griintee-Extrakt, der die Anzahl
von S. mutans und Lactobacilli im Speichel signifikant verringerte. Im Vergleich zu
NaF konnte kein Unterschied gemessen werden. Eine Placebogruppe existierte

nicht. Diese Ergebnisse stimmen mit der vorliegenden Studie Uberein. Hier waren die
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Hemmhofdurchmesser von NaF-Lésungen und grinem Tee bei S. mutans ebenfalls
vergleichbar. Hambire et al. [112] konnten klinisch eine vergleichbare Wirkung von
grinem Tee und CHX zeigen. Der Tee wurde in dieser Studie mit Mineralwasser
aufgebriht. Der Effekt kann zum einen an der relativ kurzen Beobachtungszeit von
zwei Wochen liegen, zum anderen ist auch ein Placeboeffekt mdglich, da in allen
Versuchsgruppen ein schneller Rickgang der Indizes zu beobachten war.
Balappanavar et al. [111] und Biswas et al. [23] erzielten klinisch sogar einen
besseren Plaque-Index und Gingiva-Index durch Spulung mit grinem Tee, als durch
CHX. Auch hier betrug die Beobachtungszeit nur drei Wochen und ein Placeboeffekt
ist moéglich. Fur den klinischen Erfolg kann auch eine Hemmung der Adharenz der
Bakterien an Zahnoberflachen und Mukosa oder eine antioxidative Wirkung auf das
Gingivaepithel verantwortlich sein. Beide Effekte wurden bereits in Studien mit
grinem Tee nachgewiesen [100, 102, 105]. Der Hawthorne-Effekt kann ebenfalls bei
klinischen Studien eine Rolle spielen. Er besagt, dass Personen, die wissentlich
unter Beobachtung stehen, eine bessere Leistung erbringen [129, 130]. Die
Verbesserung der Mundhygiene und der Rickgang der Gingivitis liegt also
vermutlich auch an der besseren Mitarbeit der Patienten. Da griner Tee und vor
allem die Grintee-Extrakte in den genannten in vitro und in vivo Studien besser
abgeschnitten haben, als in der vorliegenden Untersuchung, sollten weitere Tests
durchgefiihrt werden und die Praparation einer pflanzlichen Mundspillésung aus
Griuintee-Extrakt ohne Zusatzstoffe in Erwagung gezogen werden. Zu L. japonica als
Mundspullésung sind bisher keine Kklinischen Studien veroffentlicht worden.
Weiterfiuhrende Untersuchungen zur Wirksamkeit in vivo und in vitro sind hier

sinnvoll.

Chlorhexamed

Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei (CHX) zeigte die starkste antibakterielle
Wirksamkeit gegen alle getesteten Keime. Der Hemmhofdurchmesser war bei fast
allen Tests deutlich gréf3er als der der anderen Testlésungen. Lediglich F. nucleatum
zeigte die gleiche Sensitivitatt gegeniber Sensodyne® ProSchmelz® und
Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei. Die Empfehlung als Goldstandard in der
therapeutischen Anwendung bei Gingivitis und Parodontitis hat sich in dieser Studie
bestatigt. In einem Mikrodilutionstest von Botelho et al. [131] zeigte CHX ebenfalls

eine wachstumshemmende Wirkung auf S. mutans, weitere Streptokokken,
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Actinomyzeten und Lactobacilli. Stanley et al. [63] haben neben kariogenen auch
parodontalpathogene Bakterien in einem Agardiffusionstest zur Bestimmung der
MHK von CHX untersucht und sind zu dem Ergebnis gekommen, dass S. mutans
sensitiver auf CHX reagiert als die parodontalpathogenen Keime, was nicht mit den
vorliegenden Ergebnissen Ubereinstimmt. Der Grund hierfur konnte der
Versuchsansatz mit verschiedenen CHX-Konzentrationen, anderen Nahrbéden und
die Auswertung als MHK und nicht als Hemmhofdurchmesser sein. Wong et al. [124]
verwendeten CHX als Kontrolle bei einem Agardiffusionstest im Vergleich zu
Pflanzen aus der TCM, unter anderem auch L. japonica. Die Sensibilitat von S.
mutans auf 0,2% CHX war mit einem Hemmhofdurchmesser von 12,1 mm deutlich
geringer, die von P. gingivalis mit 23,7 mm etwas hoher, als in der vorliegenden
Studie (S. mutans: 18 mm, P. gingivalis: 20,7 mm). Wong et al. [124] bestuckten die
Testplattchen mit 10 pl anstatt 20 ul CHX und verwendeten eine andere CHX-
Lésung, was die abweichenden Hemmhofdurchmesser erklaren konnte. Gehlen et al.
[61] verzeichneten einen starken Rickgang von S. mutans im Speichel durch
Spulung mit CHX, der durch Spulung mit NaF nicht zu erreichen war. Aul3erdem
konnte auch fuinf Tage nach Absetzen der CHX-Spulung kein Anstieg der
Streptokokken gemessen werden. Von Haffajee et al. [132] wurden fur CHX im
Agardiffusionstest deutlich kleinere MHKs gemessen als fir Listerine® Cool Mint.
Diese Ergebnisse decken sich mit der vorliegenden Untersuchung, da die NaF-
Losungen und Listerine® Zero™ eine wesentlich schlechtere Wachstumshemmung
als Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei zeigten. In klinischen Studien von
Biswas et al. [23], Maruniak et al. [52] und Singh et al. [133] war CHX wirksamer bei
Patienten mit Gingivitis als Listerine®, was sich ebenfalls mit den Ergebnissen dieser
Studie deckt. Anderson et al. [60] und Brightman et al. [7] konnten einen Ruckgang
des Plaque-Index, Gingiva-Index und der Sondierungstiefen bei KFO-Patienten
durch Spilung mit CHX messen. Leichte Verfarbungen der Zahne im Vergleich zur
Placeboltsung traten ebenfalls auf. Trotz der Bestatigung von CHX als Goldstandard
in vitro, sollte aufgrund der mdoglichen Nebenwirkungen von einem Einsatz als
dauerhaftes Therapeutikum abgesehen werden [18, 20, 56, 58, 60, 62].

Fluoride

Die Mundspulldsungen mit Natriumfluorid als Wirkstoff bewirkten ebenfalls eine

Wachstumshemmung von allen getesteten Keimen. Obwohl ACT® Anticavity Kids
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OceanBerry® einen um 50 ppm hoheren Anteil an NaF aufweist als Sensodyne®
ProSchmelz®, waren die mittleren Hemmhofdurchmesser bei A.
actinomycetemcomitans, A. israelii, F. nucleatum und P. gingivalis geringer. Ein
signifikanter Unterschied war nur bei F. nucleatum (ACT® Anticavity Kids
OceanBerry® Mittelwert = 2,3 mm, Sensodyne® ProSchmelz® Mittelwert = 16 mm, p <
0,0001) zu messen. Die Wachstumshemmung von S. mutans (8 mm) und P.
intermedia (10 mm) war bei beiden NaF-Losungen identisch. Bei Vergleich der
Mittelwerte der Hemmhofe aller getesteten Stdamme war eine signifikant hohere
Wachstumshemmung von Sensodyne® ProSchmelz® mit 10,2 mm zu 7,2 mm von
ACT® Anticavity Kids OceanBerry® zu verzeichnen. Aufgrund der
Wirkstoffkonzentration wéare ein umgekehrtes Ergebnis zu erwarten gewesen. Fur
den Effekt von Sensodyne® ProSchmelz® scheinen neben dem Wirkstoff NaF auch
die weiteren Inhaltsstoffe verantwortlich zu sein. Vor allem Cetylpyridinium-Chlorid
(CPCQC) ist als Antiseptikum in Mundspullésungen bereits getestet worden. Botelho et
al. [131] konnten in einem Mikrodilutionstest keinen Unterschied zwischen CHX und
CPC auf S. mutans feststellen. Yates et al. [69] zeigten in einer klinischen Studie,
dass die Spulung mit einer Losung aus NaF und CPC den Plaque-Index signifikant
verringern kann. Allerdings war auch ein signifikanter Riickgang des Plague-Index in
der Kontrollgruppe zu messen. Fur dieses Ergebnis sind vermutlich erneut Placebo-
und Hawthorne-Effekt verantwortlich. Da die Losung von ACT® Anticavity Kids
OceanBerry® ebenfalls CPC enthélt, ist entweder von verschiedenen CPC-
Konzentrationen in den Loésungen auszugehen oder weitere Zusatzstoffe in
Sensodyne® ProSchmelz®, wie Parabene und Natriumbenzoat, sind mitverantwortlich
fur die antimikrobielle Wirksamkeit. Mengel et al. [67] konnten die Wirksamkeit von
einer Loésung mit AmF und SnF und einer NaF-Ldsung in einer 9-monatigen Studie
an Patienten mit chronischer Gingivitis, ohne signifikanten Unterschied zwischen den
Mundspullésungen, unter Beweis stellen. Mikrobiologisch war die Zahl der
pathogenen Keime in der supragingivalen Plagque durch AmF und SnF stéarker
verringert. Ogaard et al. [68] kamen zu einem ahnlichen klinischen Ergebnis beim
Vergleich der verschiedenen Fluoridlosungen an Patienten mit MBA. Neben der
positiven Wirkung auf die Gingiva der Patienten, konnte durch die Fluoridlésungen
auch die Anzahl der WSL verringert werden. Es ist also von einem positiven Effekt
der Mundspullésungen mit NaF, AmF und SnF wahrend der kieferorthopadischen
Therapie auszugehen, der unter anderem auf die Wirksamkeit gegen die in dieser

Studie getesteten Mikroorganismen zurtickzufthren ist.
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Atherische Ole

Listerine® Zero™, als Vertreter der Mundspullésungen mit atherischen Olen, zeigte
eine wachstumshemmende Wirkung auf alle Testkeime. Die Wirkung auf A. israelii
war allerdings in nur einem der drei Versuchsansatze schwach messbar. Am
sensitivsten reagierten S. mutans (Mittelwert 11,3 mm) und P. intermedia (Mittelwert
12 mm) auf Listerine® Zero™. Hier war die Wachstumshemmung tendenziell starker,
als die von ACT® Anticavity Kids OceanBerry® und Sensodyne® ProSchmelz® (S.
mutans 8 mm; P. intermedia 10 mm). Im Gegensatz zu den vorliegenden
Ergebnissen war die MHK fiir S. mutans von Listerine® im Agardiffusionstest von
Akinyele et al. [134] und Demirel et al. [135] héher, als von NaF-Losungen mit CPC.
Grund dafur konnten andere NaF-Losungen sein, die durch ihre weiteren
Inhaltsstoffe  oder unterschiedlichen  Wirkstoffkonzentrationen eine hohere
Wirksamkeit besitzen, als die hier getesteten. Botelho et al. [131] konnten in einem
Mikrodilutionstest mit Konzentrationen bis zu 64 pg/ml keine Wirksamkeit von Thymol
auf Streptokokken, Lactobacilli oder Actinomyzeten nachweisen. Karbach et al. [85],
Tardugno et al. [71] und Warnke et al. [84] verwendeten reine &therische Ole, u.a.
auch Eucalyptol, Menthol und Thymol, die im Agardiffusionstest haufig besser
wirksam waren als CHX 0,12%. Es ist also denkbar, dass die Konzentration der
Wirkstoffe in Listerine® Zero™ zu schwach ist, um im Agardiffusionstest bessere
antibakterielle Ergebnisse zu zeigen. Auch Vlachojannis et al. [81] kamen zu dem
Schluss, dass die Wirkstoffkonzentrationen und die Wirkstoffkombination von
Listerine® optimiert werden konnten, um eine hohere Wirksamkeit zu erzielen. Pan et
al. [72] und Fine et al. [83] konnten einen bakteriziden Effekt durch Spuilung mit
Listerine® auf planktonisch und in Biofilm vorliegende Bakterien in vivo nachweisen.
Die Kontrolle und eine Fluorid-Lésung mit AmF und SnF zeigten schlechtere
Ergebnisse. Ahnliche Schliisse lassen auch die klinischen Studien, teilweise mit
KFO-Patienten, zu. Listerine® zeigte im Vergleich zu CHX bei Marchetti et al. [90],
Maruniak et al. [52] und Singh et al. [133] eine schlechtere Wirksamkeit, aber im
Vergleich zu Kontrollldsungen mit Ethanol oder Hydroalkohol in Studien von Alves et
al.[87], Charles et al. [88], Fine et al. [136], Mankodi et al. [80] und Tufekci et al. [86]
eine bessere Wirkung. Zusatzlich stellten Marchetti et al. [90] den Vergleich zwischen
Listerine® und Listerine® Zero™ an und konnten keinen Unterschied in der klinischen

Wirksamkeit feststellen. Im Vergleich zu einer Mundspullésung mit CPC und NaF
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zeigte Listerine® Zero™ bei Cortelli et al. [89] eine hohere Wirksamkeit, was sich nur
teilweise mit den Ergebnissen in dieser in vitro Studie deckt. Allerdings wurde eine
andere NaF-Losung mit CPC verwendet, als in der vorliegenden Untersuchung. Die
wachstumshemmende Wirkung von Listerine® Zero™ war vergleichbar mit ACT®

Anticavity Kids OceanBerry® und sogar schlechter als Sensodyne® ProSchmelz®.

Sensibilitat der getesteten Bakterien

In dieser Studie zeigte sich die hochste Sensibilitat auf die getesteten Substanzen
bei P. intermedia (9,3 mm) und S. mutans (8,8 mm). Die beiden Mikroorganismen
unterscheiden sich in Stoffwechselverhalten und gram-Féarbeverhalten. Daher sind
neben Zellwandaufbau und Sauerstofftoleranz hoéchstwahrscheinlich auch
spezifische zellulare Mechanismen fir die hohe Empfindlichkeit gegeniber den
Testsubstanzen verantwortlich. Am wenigsten sensibel, mit den geringsten
Hemmhofen auf alle getesteten Substanzen, reagierte A. actinomycetemcomitans
(5,8 mm).

Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den grampositiven
und gramnegativen Mikroorganismen. Da der Fokus auf den gramnegativen Keimen
bei Gingivitis lag, wurden nur zwei Stamme mit grampositivem Zellwandaufbau in die
Studie einbezogen. Tendenziell reagierten die grampositiven Erreger (Mittelwert
8,2 mm) sensitiver auf die getesteten Mundspillésungen als die gramnegativen
(Mittelwert 6,9 mm). Demnach konnte der Aufbau der Zellwand eine Rolle fur den
Wirkmechanismus der Losungen spielen. Bei Stanley et al. [63] bestand, ahnlich wie
in der vorliegenden Untersuchung, kein Unterschied in der Wachstumshemmung von
grampositiven und gramnegativen Erregern im Agardiffusionstest. Eick et al. [64] und
Haffajee et al. [132] konnten ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in der
Empfindlichkeit der Bakterien mit unterschiedlichem gram-Farbeverhalten feststellen.
Allerdings zeigten sich in beiden Studien die gramnegativen Bakterien tendenziell
empfindlicher gegeniber CHX und Listerine®. Dies kann zum einen an
unterschiedlichen CHX- und Listerine®-Lésungen liegen, zum anderen auch am
Einsatz anderer Bakterienstamme und N&hrbdden fur die Versuche. Gerade bei CHX
ware durch die positive Ladung des Moleklls eine bessere Wirksamkeit auf die
negativ geladene Zellwand von grampositiven Mikroorganismen zu erwarten [41].

Dies konnte in der vorliegenden Untersuchung nicht bestétigt werden.
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Die Beurteilung der wachstumshemmenden Wirkung in Abhéangigkeit vom
Stoffwechselverhalten der Mikroorganismen stellt sich &hnlich schwierig dar, wie die
Beurteilung der Auswirkung des gram-Farbeverhaltens. Die Anaerobier (Mittelwert
7,8 mm) reagierten etwas sensitiver auf die Mundspulldsungen als die fakultativ
anaeroben Keime (Mittelwert 7,3 mm). Auch hier muss beachtet werden, dass der
Fokus auf den anaeroben Keimen lag und ihre Zahl in der Gesamtheit des
getesteten Bakterienkollektivs Uberwiegt. Grund fur eine  starkere
Wachstumshemmung koénnte, neben einer erhdhten Sensitivitat gegenliber den
Losungen, auch der kurze Kontakt der Anaerobier mit Sauerstoff, wahrend des
Einschweiens in Beutel mit Anaerocult?A gewesen sein. Allerdings ware der
Zellrasen auf den Agarplatten nicht nur im Bereich der Hemmhofe um die
Celluloseblattchen, sondern insgesamt, ungleichmaflig und dunner ausgefallen. Da
die beiden fakultativen Anaerobier, A. actinomycetemcomitans und S. mutans, den
grof3ten Unterschied in der Empfindlichkeit aller getesteten Stamme zeigten, ist ein
Versuch mit einer hoheren Anzahl an fakultativen Anaerobiern sinnvoll, um einen
aussagekraftigen Mittelwert bilden zu kénnen. In der Literatur waren keine Vergleiche
zwischen der Sensitivitat von fakultativ anaeroben zu strikt anaeroben

Mikroorganismen auf Mundspullésungen zu finden.

Beurteilung der Wirkung auf gramnegative anaerobe Bakterien

Da in den klinischen Studien zu Gingivitis bei KFO-Patienten am haufigsten
gramnegative anaerobe Bakterien auftraten, steht die Wirksamkeit der
Mundspullésungen vor allem auf diese Keime im Fokus. Griner Tee zeigte keine
Wirkung auf die in dieser Studie untersuchten gramnegativen anaeroben Bakterien
F. nucleatum, P. gingivalis und P. intermedia. Sensodyne® ProSchmelz® bewirkte
gemeinsam mit CHX die starkste Wachstumshemmung auf F. nucleatum und fiihrte
insgesamt zu signifikant groReren Hemmhofdurchmessern als ACT® Anticavity Kids
OceanBerry® und Listerine® Zero™ (p < 0,05). Auch der Hemmhof von P. gingivalis
war bei Sensodyne® ProSchmelz® tendenziell, aber nicht signifikant, groRer als bei
ACT® Anticavity Kids OceanBerry® und Listerine® Zero™. P. intermedia reagierte

dagegen tendenziell sensitiver auf Listerine® Zero™.

Abschliel3end kann eine Empfehlung aller getesteten Mundspulldsungen, aul3er der
Teelosungen, zur unterstitzenden Mundhygiene bei Gingivitis wahrend der

Behandlung mit MBA ausgesprochen werden. Als kurzfristiges Therapeutikum ist
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Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei am besten geeignet. Zur dauerhaften
chemischen Plaguekontrolle sind sowohl ACT® Anticavity Kids OceanBerry® als auch
Listerine® Zero™ und Sensodyne® ProSchmelz® zu empfehlen. Sensodyne®
ProSchmelz® fuhrte zu signifikant starkeren Wachstumshemmungen bei den
getesteten Stammen (p < 0,0001) und scheint daher zur langfristigen Anwendung am
besten geeignet. Da die Hemmhofdurchmesser insgesamt gering ausfielen, ware
eine klinische Studie mit diesen Mundspullésungen bei KFO-Patienten sinnvoll, um
die Wirksamkeit in vivo zu Uberprifen. Aufgrund der wachstumshemmenden Wirkung
des grinen Tees auf S. mutans, waren auch hier weitere Untersuchungen
wiunschenswert, um pflanzliche Arzneimittel zu nutzen und in die Therapie

miteinzubeziehen.
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6. Zusammenfassung

Bei KFO-Patienten tritt wahrend der Therapie mit festsitzenden Apparaturen haufig
eine plaque-induzierte Gingivitis auf. Zur Behandlung der Gingivitis werden, neben
mechanischen Mundhygienemalinahmen, unterschiedliche Mundspullésungen
eingesetzt. Ldsungen aus Arzneimittelpflanzen kdnnen eine zusatzstofffreie

Alternative zu herkdmmlichen Produkten darstellen.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war der Vergleich der antibakteriellen
Wirksamkeit von verschiedenen Mundspullésungen mit pflanzlichen Teel6sungen in
vitro. Pathogene Mikroorganismen, die bei KFO-Patienten mit Gingivitis haufig isoliert

wurden, standen im Fokus.

Griner Tee und L. japonica wurden im Vergleich zu ACT® Anticavity Kids
OceanBerry®, Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei, Listerine® Zero™ und
Sensodyne® ProSchmelz® im Agardiffusionstest auf ihre antibakterielle Wirksamkeit
gegenuber A. actinomycetemcomitans, A. israelii, F. nucleatum, P. intermedia, P.

gingivalis und S. mutans Uberpruft.

Alle handelsiiblichen Mundspullésungen fihrten bei den getesteten Bakterien zu
einer Wachstumshemmung. Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei bewirkte die
groRten Hemmhofdurchmesser (Mittelwert: 19,4 mm), gefolgt von Sensodyne®
ProSchmelz® (Mittelwert: 10,2 mm), Listerine® Zero™ (Mittelwert: 8,1 mm) und ACT®
Anticavity Kids OceanBerry® (Mittelwert: 7,2 mm). Der griine Tee zeigte nur auf S.
mutans eine antibakterielle Wirkung, die vergleichbar mit Sensodyne® ProSchmelz®
und ACT® Anticavity Kids OceanBerry® auf S. mutans war. L. japonica fuhrte bei

keinem der getesteten Mikroorganismen zu einer Wachstumshemmung.

Die Ergebnisse zeigen, dass vor allem Chlorhexamed® FORTE 0,2% alkoholfrei zur
Therapie von Gingivitis geeignet ist, da es die starkste wachstumshemmende
Wirkung auf die Keime besal3, was im Einklang mit Ergebnissen vergleichbarer
Studien steht. Die Fluoridlésungen mit und ohne &therische Ole sind aufgrund der
schwacheren antibakteriellen Wirkung, aber auch weniger unerwinschter
Nebenwirkungen, zur Pravention einzusetzen. Die Teeldsungen sollten in Bezug auf
ihre Inhaltsstoffe analysiert werden. Der Griine Tee kdnnte nach weiteren klinischen
Untersuchungen zu seiner Wirksamkeit eine Alternative zu herkdmmlichen

Mundspullésungen darstellen.
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