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1 Einleitung

1.1 Biofilme

Biofilme sind ubiquitar. Sie waren die Vorstufe von mehrzelligem Leben und sind
auf den verschiedensten Oberflachen vorhanden. Und obwohl sie meist nur als
Schleim wahrgenommen werden, sind sie ein komplexer Zusammenschluss von
Bakterien, die in dieser Form auf Oberflichen bessere Uberlebenschancen
haben als in planktonischer Form.

Da im menschlichen Korper schatzungsweise mindestens so viele Bakterien wie
Zellen [1] vorkommen, ist es nicht verwunderlich, dass man dort auch auf Biofiime
treffen kann. Dabei sind viele Biofilme nutzlich fir den Menschen, wie zum
Beispiel die Darm- oder Hautflora, wahrend sie an ungunstigen Stellen im Korper
wie im Blut eine Sepsis oder an Herzklappen eine Endokarditis auslésen konnen.
Diese Bakterien konnen unter normalen Bedingungen harmlos sein, aber in
einem anderen Milieu sehr gefahrlich. So ist zum Beispiel Streptococcus gordonii
(S. gordonii) ein gewohnliches Bakterium der Mundhohle, kann aber auf
kinstlichen Herzklappen einen Biofilm bilden und eine tddliche Endokarditis
ausldsen. Der Biofilm der Mundhéhle unterscheidet sich von Individuum zu
Individuum und es wurden tber 700 Bakterienarten identifiziert, die in der oralen
Flora vorhanden sein kdnnen [2, 3].

In der Mundhdhle kommt die im ganzen Korper einzigartige Bedingung zu tragen,
dass dort der Zahn als festes Objekt die Gingiva durchbricht und so die
Mundhdhle mit dem Parodont und indirekt auch mit dem Knochen verbindet. Dies
konnen vor allem pathogene Bakterien als Eintrittspforte nutzen. Auch wenn
dieses die Gingiva durchbrechende Objekt nicht der Zahn, sondern ein kunstlich
eingebrachtes Implantat ist, kann es zu einer bakteriellen Besiedlung kommen,
die eine Entziindungsreaktion des Kérpers hervorruft.

Die Adhasion von Biofilmen auf verschiedenen Oberflachen spielt in der

Zahnmedizin eine wichtige Rolle, da erst durch Biofilmbildung die Besiedelung
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des gesamten Mundraums mit Bakterien moglich ist. Im Biofilm entwickeln die
enthaltenen Bakterien einen spezifischen Stoffwechsel [4], der zum besseren
Uberleben dieser Bakterien fihrt. Wichtig hierbei ist der Austausch von
Informationen Uber die Zellgrenzen hinweg. Bakterien schitten beim
sogenannten Quorum sensing verschiedene Signalstoffe aus, die anderen
Bakterien Informationen liefern [5].

Es konnen Resistenzgene ausgetauscht werden, Nahrung und Sauerstoff
konnen weitergegeben werden und es wird eine Matrix gebildet [6]. Im Biofilm
sind die Bakterien voneinander abhangig, aber ihre Starken summieren sich auf.
Sie sind besser gegen aulere Einflisse geschitzt als in planktonischer
Lebensform. Da bei bakteriellen Infektionen im Mundraum wie Parodontitis und
Karies Biofilme vorliegen, stellt sich die Frage, wie man diese wieder entfernt,
ohne sonstige Schaden zu verursachen. Ein Ansatzpunkt ist es, die initiale
Adhasion von Bakterien auf dentalen Oberflachen zu verhindern. Daflr ist es
notwendig, die genauen Mechanismen der Bakterienadhasion, die den ersten

Schritt zur Biofilmbildung darstellt, zu kennen.

1.2 Speichel

Speichel ist eine in den Speicheldrisen sezernierte Flissigkeit, die die
Mundhdhle und dort befindliche Nahrung befeuchtet, Starke in Disaccharide
zerlegt und eine antibakterielle Wirkung erzielt.

Speichel schutzt weiterhin die Schleimhaute und die Zahne, eine Tatsache, die
bei im Gesichtsbereich bestrahlten Personen deutlich wird. Ab einer Dosis von
60 Gray degenerieren die Speicheldriisen dauerhaft [7], die Schleimhaut wird
pergamentartig und die Zahne sind von sogenannter Strahlenkaries betroffen.
Speichel besteht zu 99 % aus Wasser, daneben sind viele weitere Substanzen
enthalten [8].

1



1.2.1 Elektrolyte und Puffer

Im Speichel vorhandene Elektrolyte sind Kalium, Bicarbonat, Phosphat und
Natrium. In geringen Mengen sind auch Calcium und Magnesium vorhanden.
Elektrolyte sind wichtig fir zwei der drei Puffersysteme im Speichel, das
Bikarbonat- und das Phosphat-Puffersystem [9]. Das Bikarbonat-Puffersystem ist
vor allem fur die Neutralisation der mit der Nahrung aufgenommenen Sauren
verantwortlich, wahrend das Phosphat-Puffersystem mit einem hoher liegenden
pH-Optimum die Remineralisation der Zahne steuert [10].

Das dritte Puffersystem, der Proteinpuffer, ist bis jetzt wenig erforscht.
Eine Studie weist darauf hin, dass bei Individuen, die wenig von Karies betroffen
sind, eine hohere Konzentration der Elektrolyte Calcium, Phosphat und

Bicarbonat im Speichel vorhanden ist [11].

1.2.2 Muzine

Muzine sind organische Bestandteile des Speichels. Es handelt sich um
Glykoproteine, die Wasser einlagern kénnen und fur die Konsistenz des
Speichels sorgen [12]. Abhangig davon, aus welcher der drei grolien
Speicheldriusen der Speichel stammt, hat er einen unterschiedlichen Muzingehalt
und dadurch auch eine unterschiedliche Viskositat.

Im menschlichen Speichel gibt es verschiedene Muzine. MUC5B (ehemals MG1)
ist ein sehr grolRes und schweres Molekul von Uber 20 Megadalton (MDa) [12],
wahrend MUC7 (ehemals MG2) ein kleineres, nicht so stark bei der
Pellikelbildung beteiligtes Muzin ist [13].

MUC? kann Mikroorganismen im Speichel agglutinieren [14].

Die Glandula parotis produziert serdsen Speichel, wahrend die Glandula
sublingualis mukosen Speichel, der eine hohere Viskositat aufweist, produziert.
Die Glandula submandibularis produziert einen sero-mukdsen Speichel, der
hinsichtlich Viskositat zwischen den anderen Drusen angesiedelt ist. In der
Mundhoéhle vermengen sich anschlieRend die einzelnen Speichelarten zu einem

Gesamtspeichel.
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1.2.3 Amylase

Im Speichel befinden sich verschiedene Proteine. Hier ist vor allem die Amylase
interessant, die mit Konzentrationen im stimulierten Parotisspeichel zwischen
648 und 804 pg/ml eines der am starksten vertretenen Proteine des Speichels ist
[15, 16].

Sie ist nicht glykosyliert ein 56 kDa schweres Protein [16]. Der menschliche
Korper kann nur a-Amylase produzieren, die a-1,4-Glykosidbindungen der Starke
spaltet und daraus Maltose, Maltodextrose und verzweigte Oligosaccharide
herstellt. Dies ist der im Mundraum ablaufende erste Schritt der Verdauung der
Starke.

Im aktiven Zentrum der Amylase sind Calcium- und
Chloridionen vorhanden, die essentiell fir ihre enzymatische Funktion sind [17].
Alpha-Amylase bindet sowohl an das Hydroxylapatit der Zahne als auch an
Bakterien [18, 19], und kann so als ein wichtiger Faktor der bakteriellen
Besiedlung angesehen werden.

Amylase interagiert mit verschiedenen Spezies der oralen Streptokokken, den
Frihbesiedlern der dentalen Plaque [16]. Sie bildet nachgewiesene Bindungen
zu S. gordonii, S. mitis, S. cristatus, S. parasanguinis, S. vestibularis und S.
salivarius [20, 21].

Diese Streptokokken werden auch a-Amylase-bindende Streptokokken genannt.
Interessant ist, dass die Amylase auch an Bakterien gebunden ihre Funktion
beibehalt und weiterhin Starke spaltet [16]. Dies kann fur die a-Amylase-
bindenden Streptokokken ein Vorteil in der Nahrungsbeschaffung gegeniber

Konkurrenten sein.

1.2.4 Antimikrobielle Substanzen

1.2.4.1 Antikérper

Im Speichel befinden sich Antikérper des spezifischen Immunsystems. Diese
sorgen dafur, dass frei schwimmende Bakterien im Mundraum schon sehr frih

agglutiniert und anschliel3end geschluckt werden, was ihren Tod im sauren Milieu

13



des Magens bedeutet [22].
Im Speichel ist Immunglobulin A (IgA) mit tGber 85 % der am haufigsten vertretene
Antikorper [23]. Es ist ein Dimer, das von Schleimhauten sezerniert wird. Der Rest

der im Speichel vorhandenen Immunglobuline gehort zur IgG-Klasse [23].

1.2.4.2 Lysozym

Lysozym ist ein Abwehrprotein des Korpers, das gezielt die Zellwande von
Bakterien angreift und auflost. Dabei sind grampositive Bakterien angreifbarer,

da diese keine aulere Zellmembran lber der Zellwand besitzen.

1.2.4.3 Lactoferrin

Lactoferrin ist ein Protein, das vor allem von neutrophilen Granulozyten
ausgeschuttet wird und neben einer Peptidase-Wirkung die Fahigkeit hat, Eisen
zu binden, welches die Bakterien fur ihren Stoffwechsel bendtigen [24, 25].
Lactoferrin kann verschiedene Bakterien, unter ihnen auch S. mutans, im

Wachstum hemmen oder sogar téten [26].

1.2.4.4 Agqlutinine

Agglutinine sind Glykoproteine des Immunsystems, die dazu in der Lage sind,
Bakterien zu verklumpen [27]. Es werden unter anderem S. mutans und S.

gordonii agglutiniert [28].

1.2.4.5 Weitere antimikrobielle Bestandteile

Weiterhin sind im Speichel geringe Mengen von Peroxidasen, Myeloperoxidasen,

Histatinen und Defensinen zur Abwehr von Mikroorganismen vorhanden.
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1.2.5 Prolinreiche Proteine

Prolinreiche Proteine (PRPs) sind fur den Salzhaushalt wichtig. Sie binden
Calcium und verhindern ein Ausfallen von Calciumphosphat-Salzen im Mund und
auf Zahnoberflachen [29]. Zusatzlich sind sie Teil des Pellikels und haben
Rezeptoren, an die Bakterien (auch S. gordonii) andocken kénnen [19].

Prolinreiche Proteine andern ihre Konformation, sobald sie an eine Oberflache
adharieren. Dabei werden zuvor versteckte Rezeptoren an der Oberflache
freigelegt und damit nutzbar flr Bakterien [19, 30]. Sie sind fur die bakterielle
Adhasion vorteilhaft, da sie nur adsorbiert Rezeptoren zeigen, und so die
Bakterien nicht Gefahr laufen, an ein frei im Speichel schwimmendes Protein

anzudocken und vom Speichel weggespult zu werden.

1.2.6 Weitere Bestandteile

Im Gesamtspeichel, der sich im Mund sammelt, sind diverse Bestandteile aus
der Mundhohle vorhanden. Dies sind abgeschilferte Epithelzellen, Speisereste
und Bakterien. Bakterien sind mit einer Menge von 108 bis 10° pro ml im Speichel

vorhanden [31].

1.2.7 Bakteriostatische Funktion

Die Proteine im Speichel wirken meist nicht direkt gegen bestimmte
Bakterienarten, sie versuchen vielmehr, eine stabile und unschadliche Flora zu
etablieren [23].

1.3 Pellikel

Das Pellikel ist ein nicht-mineralisiertes ,Hautchen“ aus Speichelbestandteilen.
Nach der mechanischen Reinigung bildet sich in der Mundhdhle immer ein
Pellikel auf den Oberflachen der Zahne. Dieses besteht aus Albumin, Amylase,

Carboanhydrase, sekretorischem Immunglobulin A (sigA), IgG, Lactoferrin,
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Lysozym, PRPs, Statherin und in geringerem Malie Histatin1, IgM, und dem
Muzin MUC5B [13]. Die Bestandteile sind nicht in der gleichen Menge wie im
Speichel vorhanden, es findet eine selektive Adsorption durch Van-der-Waals-,
elektrostatische- und hydrophobe Krafte statt [30]. Auch Epithelzellen sowie
Peptide von Mikroorganismen sind enthalten [32].

Ein entscheidender Faktor fur die Zusammensetzung des Pellikels ist die
Oberflache, auf die es adsorbiert, da diese abhangig vom Material
unterschiedlich starke molekulare Krafte auf die einzelnen Speichelkomponenten
ausubt [30, 33, 34].

Versuche von Amaechi et al. zeigten, dass innerhalb einer Stunde ein Pellikel in
vivo mit einer Dicke von 0,3 - 1,06 ym [35], abhangig von der Zahnregion gebildet
wird. Dort docken im weiteren Verlauf Bakterien an. Interessant ist, dass die
Dicke des Pellikels nach einer halben Stunde stark zunimmt und anschlie3end
fir ca. eine Stunde ein Plateau bildet. Dies wird auf adsorbierende
Proteinaggregate aus dem Speichel zurtickgefuhrt [36].

Sobald das Pellikel etabliert ist, finden molekulare Austauschprozesse statt. So
werden nach ca. 2 Stunden PRPs durch Muzine (vor allem MUC5B) ersetzt [37].
Die Muzine auf der Zahnoberflache sorgen dafir, dass der Zahn nicht
austrocknet [23].

Edgerton et al. fanden heraus, dass sich ein Pellikel, das auf Titan gebildet wurde,
von einem auf Zahnschmelz gebildeten unterscheidet [38]. Diese Studie zeigte,
dass in beiden Pellikeln a-Amylase und prolinreiche Proteine vorhanden waren.
Im Gegensatz zum Zahnschmelz waren im Titanpellikel aber keine Cystatine und
keine leichten (,low-molecular weight*) Muzine zu finden. Dafur war im
Titanpellikel ein schweres (,high-molecular weight®) prolinreiches Glykoprotein
vorhanden, das auf Zahnschmelz in viel kleineren Mengen vorkam. Prolinreiches
Glykoprotein wird bei Scannapieco et al. als adhasionshindernd flir S. gordonii
beschrieben [39].

Trappetti et al. fanden heraus, dass die Biofilmbildung von S. pneumoniae, einem

Verwandten von S. gordonii, durch Sialinsauren angeregt wird [40].
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Die Bindung von Bakterien an Proteine des Pellikels ist risikobehaftet, da sich
diese Proteine auch im freien Speichel befinden. Bakterien, die an diese Proteine
binden, werden mit hoher Wahrscheinlichkeit verschluckt und konnen im Magen
nicht uberleben.

Fir die Spatkolonisierer ist es daher ein Vorteil, direkt an die Uberlebenden
Fruhkolonisierer, und so an die schon mit Bakterien bedeckte Oberflache zu
binden.

An das Pellikel adsorbieren neben Bakterien auch antimikrobielle Bestandteile
des Speichels. Deshalb ist das Pellikel nicht nur die Schnittstelle zwischen Zahn
und Speichel, sondern auch ein wichtiger Faktor fur die spatere Besiedelung mit
Bakterien, da der Biofilm abhangig von den Bakterien, aus denen er besteht,
verschiedene Eigenschaften, die fur den Korper in unterschiedlichem Male

schadlich sein konnen, mit sich bringt.

1.4 Bildung dentaler Biofilme

Bakterien haben im Mundraum optimale Vermehrungsvoraussetzungen: Die
Temperatur ist korperwarm, die Umgebung ist feucht, und es liegen ausreichend
Nahrstoffe, sowohl durch zuckerhaltige Nahrung als auch durch die
Abbauprodukte der Amylase, vor. Die Zahne sind insbesondere als
Besiedelungsort geeignet, da dort keine Zellabschilferung, die sonst Uberall auf
den Hauten und Schleimhauten des menschlichen Korpers geschieht, stattfindet.
Die Bakterien haben einen Lebensraum, auf dem sie sich dauerhaft niederlassen
konnen.

Orale Bakterien werden in Frihbesiedler und Spatbesiedler eingeteilt. Die
Frahbesiedler binden direkt an das Pellikel und bilden zusatzlich untereinander
Bindungen aus. Diese sind sehr spezifisch und sind sowohl innerhalb einer
Spezies als auch zwischen verschiedenen Spezies nachweisbar [41]. Es gibt
auch Fruhbesiedler, die nicht direkt an das Pellikel binden, sondern an die
Bakterien, die schon an das Pellikel gebunden haben.

Die ersten Bindungen von Bakterien an das Pellikel sind spezifisch und

geschehen Uber Rezeptoren an ganz bestimmten Regionen des Bakteriums,
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den Adhasinen (siehe 1.6.4). Dies bietet den Bakterien einen grofden Vorteil, da
sie so nicht durch den Flussigkeitsstrom im Mundraum weggespult werden [42].
Die Fruhbesiedler sind meist Kommensalen, die nicht schadlich fur den
Menschen sind. Eine wichtige Ausnahme hier ist Streptococcus mutans (S.
mutans), ein Bakterium, das Saure bildet, und so bekanntermalen kariogen wirkt.
Frihbesiedler sind vor allem Streptokokken, wahrend Spatbesiedler aus vielen
verschiedenen Bakteriengruppen bestehen, die nur an schon vorhandene
Bakterien binden, und nicht mehr direkt an das Pellikel. Sie profitieren unter
anderem von den durch den Metabolismus der Fruhbesiedler geanderten
Umgebungsbedingungen [30].

S. gordonii, die Bakterienart, die in dieser Arbeit untersucht und verwendet wird,
gehort zu den Fruhbesiedlern und kann an Amylase und andere Speichelproteine

binden, sie heftet sich also direkt an das Pellikel [16].

Im spateren Verlauf der Biofilmbildung werden von den im Biofilm enthaltenen
Bakterien extrazellulare polymere Substanzen (EPS) gebildet. Diese Substanzen
sind vorwiegend Polysaccharide, aber auch Proteine und extrazellulare DNA [6].
Mit Hilfe der so entstandenen Matrix kdnnen die Bakterien besser an Oberflachen
adharieren, manche Bakterienarten kdénnen die EPS sogar als Nahrungsquelle
benutzen [6]. Ein weiterer Vorteil, den die Matrix bietet ist, dass der Biofilm dichter
wird. Dadurch und durch viele weitere Mechanismen kénnen Antibiotika die
Bakterien im Biofilm schlechter erreichen [43]. Costerton et al. fanden heraus,
dass die Resistenz gegen Antibiotika in Biofiimen um das 500 — 5000-fache
groler ist als dies bei planktonischen Bakterien der Fall ist [44].

Ein weiterer Aspekt, der fur die schlechtere Wirkung von Antibiotika in Biofilmen
verantwortlich ist, ist der vermehrte Gentransfer, der Uber Artgrenzen hinweg
stattfinden und Resistenzgene flir Antibiotika beinhalten kann [5].

Die Spatbesiedler sind haufig fir den Menschen schadliche Bakterien, die sowohl
fur Karies als auch fur Parodontitis verantwortlich sind [45].

Der etablierte Biofilm kann sich kompartimentieren, so dass an verschiedenen
Stellen des Biofilms unterschiedliche Prozesse ablaufen (Proteinexprimierung,

Reproduktion) und unterschiedliche Bedingungen (elektrochemisches Potenzial,
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pH-Wert) herrschen kdénnen [46].

Dieser orale Biofilm ist durchlassig fur Wasser, es bilden sich Kanale im Biofilm,
die Stoffaustausch und ahnliche Prozesse zulassen [30]. AuRerdem ist der
Biofilm zum Quorum sensing in der Lage. Dabei geben die einzelnen Bakterien
im Biofilm Signalmolekile ab, die von anderen Bakterien erkannt werden und
zum vermehrten Ablesen bestimmter Gene flhren [47]. Bei grampositiven
Bakterien sind diese Signalmolekule kleine Peptide, wahrend es bei
gramnegativen Bakterien meist Lactone sind [43]. So ist der Biofilm dazu in der

Lage, auf auRere Veranderungen zu reagieren.

Der Biofilm kann im fortgeschrittenen Stadium Tochterkolonien freisetzen, die
entweder aus kleinen Bakteriengruppen oder aus ganzen Konglomeraten mit
Bakterien und EPS bestehen [48]. Die Tochterkolonien spalten sich ab und

kdnnen neue Lebensraume besiedeln [48].

1.5 Periimplantitis

Die Periimplantitis ist eine relativ junge Krankheit, sie beschreibt eine Entzindung
um eine implantierte Zahnwurzel. In Deutschland nimmt die Zahl der gesetzten
Implantate stetig zu und erreichte im Jahr 2018 eine Anzahl von ca. 1,3 Millionen
[49]. Folglich mussen sich Zahnarzte auch immer haufiger mit der Periimplantitis
auseinandersetzen. Diese Erkrankung schliel3t entzindete Mukosa und
entzindeten Knochen ein und kann bis zum Verlust des Implantats fuhren.
Neben dem Gebiet der Karies und Parodontitis spielen Biofilme auch bei der
Periimplantitis eine wichtige Rolle. Die Biofilme, die bei Periimplantitis entstehen,
unterscheiden sich Studien zufolge in den ersten Tagen fast nicht von Biofilmen,
die bei Parodontitis entstehen [50].

Bilden sich Biofilme im Raum zwischen Abutment und Mukosa, fihrt dies zu einer
Entziindungsreaktion des Koérpers mit Auflésung des Bindegewebes und im
weiteren Verlauf zur Aufldsung des Knochens und in die Tiefe wandernden
Bakterien.

Dies wird begunstigt vom reduzierten Zustand des Parodonts. Wie in Abbildung
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1 gezeigt, besteht dieses beim naturlichen Zahn aus verschiedenen Fasern, wie
zum Beispiel Sharpey-Fasern, die vom Zement zum Knochen fihren. Das
Implantat muss darauf verzichten, es liegt entweder direkt am Knochen an, oder
es besteht nur eine sehr diinne bindegewebige Schicht zwischen Implantat und
Knochen [51].

|

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Querschnitts durch den
Zahnhalteapparat an einem Implantat (links) und einem Zahn (rechts), Die
Fasern des Zahnhalteapparates sind rot dargestellt.

Es wird vermutet, dass durch die fehlenden straffen Fasern die Bakterien
einfacher einen Weg zwischen Implantat und Gingiva finden. Sind die
Mikroorganismen dort angekommen, produzieren sie verschiedene Endotoxine,
die das Immunsystem aktivieren, zur Entziindung flihren und so langsam den
Knochen um das Implantat zerstoren [52].

Im Gegensatz zur Parodontitis ist bei der Periimplantitis die Oberflache ein
entscheidender Faktor, da verschiedenste Implantatmaterialien von Keramik
uber Titan bis hin zu Kunststoffen existieren. Diese Oberflachen haben im
Gegensatz zur Zahn- oder Wurzeloberflache unterschiedliche Eigenschaften, die
auch die bakterielle Besiedelung beeinflussen kdénnen. Dazu gehdren die
Oberflachenrauheit und die freie Oberflachenenergie [30].

Im Versuch von Hahnel et al., die die Oberflacheneigenschaften von Zirkon, Titan,
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Polyetheretherketon (PEEK) und Polymethylmethacrylat (PMMA) verglichen, hat
Titan eine freie Oberflachenenergie von 35,62 mJ/m? und eine
Oberflachenrauigkeit Ra von 0,17 ym [53]. Titan war das raueste Material, hatte
aber eine geringere Bakterienanhaftung als PMMA und Zirkon nach 20 Stunden
[53].

In Studien wurde aullerdem festgestellt, dass der initiale Biofilm auf
Titanoberflachen vor allem aus Streptokokken besteht, und dass eine glatte
Oberflache die Adharenz vermindert [54].

Problematisch bei der Periimplantitis ist, dass sobald der Biofilm mechanisch mit
Hartmetallinstrumenten oder Pulverwasserstrahlgeraten entfernt wird, die
Implantatoberflache, speziell bei Titanimplantaten, stark aufgeraut wird [55], was
wieder mehr bakterielle Anhaftung zur Folge hat. Deshalb ware es fur die
Zahnmedizin von gro3em Interesse, sowohl die bakterielle Besiedelung von
Anfang an mdglichst gering zu halten, als auch die Entfernung der gebildeten
Biofilme durch entsprechende Oberflachenmodifikationen zu erleichtern.

Die mechanische Entfernung von Belagen hat sich bei der periimplantaren
Mukositis bewahrt, bei der Periimplantitis mit Knochenabbau wird zusatzlich bei
Notwendigkeit eine chirurgische Intervention empfohlen [56]. Dies kann bei
kleineren Defekten die Schaffung eines besseren Zugangs zur mechanischen
Reinigung und bei groReren Defekten ein regenerativer Aufbau des verlorenen
Knochens sein [57].

Laserbehandlungen gewinnen bei der Periimplantitisbehandlung auch immer
mehr an Popularitat und es gibt vielversprechende Studien bei der Reinigung der
infizierten Implantatoberflachen und bei laserunterstutzter chirurgischer
Behandlung nach vorgegebenen Protokollen [58, 59].

Auch wenn die mit Periimplantitis in Verbindung gebrachten schadlichen Keime
eher Spatbesiedler und gramnegative Bakterien sind [60], so sind auch die
Frahbesiedler und grampositiven Streptokokken wichtig, da sie die Grundlage
des Biofilms bilden, an den sich spater die schadlichen Keime anhaften. Cook et
al. zeigten, dass in einem nur aus S. gordonii und Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis) bestehenden Biofilm S. gordonii besser am Pellikel haftete, und dass

jede Art allein keinen substanziellen Biofilm bilden konnte, bei Adhasion von
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S. gordonii auf Pellikel und anschlieRender Adhasion von P. gingivalis allerdings
schon [61]. Es ware theoretisch mdglich, den gesamten Biofilm zu verhindern,
wenn die Adhasion der Fruhbesiedler an die Titanoberflache gestoppt werden
konnte.

Heitz-Mayfield und Lang weisen in ihrem Artikel darauf hin, dass die Entkeimung
von Implantatoberflachen unterhalb der Zahnfleischgrenze einen wichtigen
Beitrag zur  Vorhersehbarkeit von Behandlungserfolgen bei der

Periimplantitistherapie leisten wurde [62].

1.6 Streptococcus gordonii

1.6.1 Streptokokken

Streptokokken sind kugelféormige Bakterien, die sich in Kettenform
zusammenlagern. Sie haben eine Grofle von 0,5 — 2 um, sind grampositiv,

fakultativ anaerob und aerotolerant. Sie sind nicht motil und bilden keine Sporen.

1.6.2 Klassifikation

S. gordonii ist eine Bakterienart, die zur Viridans-Gruppe der Streptokokken
gehort [63]. Diese werden aufgrund ihres Lebensraums auch als orale
Streptokokken bezeichnet. Eine weitere Bezeichnung ist ,vergrinende
Streptokokken®, die auf der Fahigkeit dieser Bakterien beruht, Hamoglobin
unvollstandig abzubauen und dabei grunliche Abbauprodukte zu hinterlassen.
Diese Eigenschaft wird a-Hamolyse genannt. Da diese Fahigkeit aber nicht alle
Bakterien der Gruppe aufweisen, ist die Bezeichnung irrefihrend [64]. Innerhalb
dieser Gruppe gehort S. gordonii zur Mitis-Untergruppe, zusammen mit S.
cristatus, S. infantis, S. mitis, S. oralis, S. parasanguinis, S. pneumoniae und S.
sanguinis [65]. Die Bakterien der Mitis-Gruppe finden sich alle im Nasen-
Rachenraum des Menschen [65]. Sie sind grampositiv, fakultativ anaerob und
zeichnen sich, wie alle Streptokokken, durch eine grof3e Anzahl unterschiedlicher

Oberflachenproteine- und Polysaccharide aus, die der Anhaftung an
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verschiedene Oberflachen dienen. S. gordonii interagiert dabei mit
verschiedenen Speichelproteinen [66]. Manche Autoren ordnen S. gordonii auch
der Sanguinis-Gruppe zu, zu der aullerdem S. sanguinis und S. parasanguinis
gehoren [64, 67]. Aufgrund der Tatsache, dass diese Bakterien alle ,Aesculin-
positiv“ (Bildung eines Hofs auf Aeskulinagar) sind, und die der Mitis-Gruppe nicht,
ist diese Zuordnung durchaus gerechtfertigt. Das Problem der Zuordnung ergibt
sich vor allem durch die stark ausgepragte Homologie der Gene innerhalb der
Viridans-Gruppe der Streptokokken [64].

S. gordonii hat viele homologe Gene mit S. sanguinis, und wurde bis 1989 fir die
gleiche Spezies, damals ,S. sanguis® genannt, gehalten [68]. Vergleichende
Genomanalysen von Zheng et al. zeigten unter anderem, dass verschiedene
Stamme von S. gordonii 97-126 bekannte Virulenzgene besallen und
verschiedene Stamme von S. sanguinis 101-139. 79 dieser Gene kamen in
beiden Spezies vor, was auf groe Gemeinsamkeiten der beiden Bakterienarten
schlie3en Iasst [69].

Es wird angenommen, dass S. gordonii und S. sanguinis ein ,offenes Pan-
Genom“ besitzen, das bedeutet, dass sie sich konstant anpassen und
weiterentwickeln indem sie genetisches Material zum Beispiel durch
Bakteriophagen aufnehmen und mit anderen Bakterien austauschen [69].

Bakterien der Viridans-Gruppe sind angreifbar durch Vankomyzin-Antibiotika [70].

S. gordonii kommt bei gesunden Individuen vermehrt auf den Zahnen [3] vor,
wahrend es im Vergleich zu anderen Streptokokkenarten in eher geringer Anzahl
auf dem Zungenrtcken vorkommt [71].

Streptokokken der Viridans-Gruppe wurden bei 40 bis 60 % der Patienten mit
einer bakteriellen Endokarditis an nativen Herzklappen gefunden [72]. Sie
werden vor allem mit der subakuten Form der infektidsen Endokarditis in
Zusammenhang gebracht, wahrend die akute Form von Staphylokokken,
Streptokokken und Enterokokken ausgeldst werden kann.

Die Streptokokken der Viridans-Gruppe mussen folglich sowohl im Lebensraum
Mund als auch im Lebensraum Blut Uberleben kdnnen, daflr haben sie spezielle

Uberlebensmechanismen entwickelt [73, 74].
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1.6.3 Zellwand

Die Zellwand grampositiver Bakterien ist nicht nur eine Hulle, die Stabilitat
verleint, sondern ein aktives Zellorganell, das fur den Transport und
Zusammenbau der Zellwandproteine sorgt [75]. Diese Zellwandproteine sind
sehr vielfaltig und kdnnen auch Adhasine sein.

Lipoteichonsaure ist ein Bestandteil von grampositiven Zellwanden, dessen
Funktion noch nicht geklart ist. Lima et al. fanden heraus, dass sich bei Mutanten
von S. gordonii, die keine Lipoteichonsaure bilden konnten, die Anzahl der
vorhandenen Proteine stark vom Wildtyp unterschied [76]. Unter anderem war
mehr SspA und SspB (siehe 1.6.4.6) bei der Mutante vorhanden.

1.6.4 Adhasine

Adhasine sind definiert als bakterielle Oberflachenkomponenten, die es dem
Erreger ermoglichen, sich an die biologischen Strukturen eines Wirts anzuheften.
Diese konnen somit zellwandverankerte Proteine sein, die an bestimmte
Rezeptoren binden, aber auch Enzyme, die zum Beispiel fur die Herstellung oder
Sekretion der Extrazellularmatrix verantwortlich sind.

S. gordonii hat sehr viele unterschiedliche Adhasine, die der Bindung an
verschiedene Rezeptoren dienen. Im Folgenden sollen nun einige genauer

erlautert werden.

1.6.4.1 Bindung an Kollagen durch Collagen-binding domain protein (CbdA)

CbdA ist ein Protein, das an Kollagen bindet und dafiir sorgt, dass die Bakterien
in instrumentierten Wurzelkanalen (in der hier zitierten Studie ex vivo) Uberleben
kénnen [77]. Die Bindung an Kollagen sorgt unter anderem fur die Gefahr, die
von S. gordonii hinsichtlich der infektiosen Endokarditis ausgeht. Da an
kompromittierten Herzklappen oft Kollagen freiliegt, ist es fir S. gordonii einfach,

daran zu binden und die Bildung eines Biofilms zu initiieren.
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1.6.4.2 Bindung an Amylase durch Amylase-binding-protein A und B

Die Adhasine fir Amylase binden diese aul3erhalb des aktiven Zentrums, so kann
das Enzym seine Funktion beibehalten [78]. S. gordonii hat mindestens 2
bekannte Adhasine fur Amylase, amylase-binding-protein A (AbpA) und amylase-
binding-protein B (AbpB). Versuche zeigten, dass S. gordonii-Mutanten mit
ausgeschaltetem AbpA-Gen Amylase schlechter binden konnten, namlich nur im
gleichen Umfang wie andere nicht-Amylase-bindende Streptokokken [79].

Die Expression dieses Proteins wurde von Nikitkova et al. untersucht [80]. Sie
zeigten, dass AbpA vermehrt hergestellt wird, wenn Maltose oder Maltotriose
vorhanden sind. Da Amylase Starke zu genau diesen Produkten zerlegt, reagiert
S. gordonii spezifisch durch die Abbauprodukte von Amylase auf die Amylase,
um Rezeptoren zu produzieren, mit denen es diese binden kann.

Die Bindung von Amylase hat flir S. gordonii viele Vorteile: Es kann zur
Nahrungsbeschaffung dienen, zur Adhasion, und nicht zuletzt kann es eigene
Antigene damit maskieren und somit fur den Korper ungefahrlich erscheinen
lassen [81].

Ob Amylase dazu beitragt, dass sich S. gordonii gezielt an das Pellikel anhaftet,
ist noch ungeklart, da verschiedene Versuche unterschiedliche Ergebnisse
zeigten. So band bei Scannapieco et al. [39] S. gordonii sowohl an reine Amylase
auf Hydroxylapatit als auch an das Pellikel, wahrend Ligtenberg et al. keinen
signifikanten Einfluss der Amylase auf die Adhasion von S. gordonii an Microtiter-
Vertiefungen feststellen konnten [82].

Es ist moglich, dass sowohl die Amylase als auch die Bakterien stark
unterschiedlich auf verschiedene Oberflachen reagieren. Dies ist auch im
Hinblick auf Titanimplantate interessant.

Bindung von Amylase ist nicht weit verbreitet unter oralen Streptokokken, neben
S. gordonii kdnnen dies nur S. parasanguinis, S. mitis, S. cristatus und S.
vestibularis [20, 21].
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1.6.4.3 Fimbrien

Die Oberflache von S. gordonii ist mit Fimbrien unterschiedlicher Lange besetzt,
die verschiedene Funktionen wahrnehmen. So fanden McNab et al. heraus, dass
auf der Oberflache von S. gordonii ca. 60 nm lange Fimbrien vorhanden sind, die
uber CshA (Protein auf der Bakterienoberflache) an andere orale Bakterien
(Streptococcus oralis und Actinomyces naeslundii) und an Fibronektin binden
und gleichzeitig die Oberflache hydrophober machen [83]. Diese Fimbrien
wurden aber nur bei 35 % der untersuchten Bakterien gefunden.

Neuere Untersuchungen mit einem Rasterkraftmikroskop ergaben, dass beim
Stamm DL1 genau wie bei McNab et al. nur 35 % der Bakterien mit Fimbrien
einer Lange von durchschnittlich 154 nm (geschatzte Gesamtlange bei einer

sichtbaren Lange von 77 nm) besetzt sind, und dies eher an den Polen [84].

1.6.4.4 Bindung an Sialinsdurereste durch serine rich repeat proteins Hsa und

Gsp

Hsa und Gsp sind homologe Serin-reiche Oberflachenglykoproteine (serine-rich
surface glycoproteins) von S. gordonii, die an Sialinsaurereste [85], die sich
sowohl auf den Muzinen des Speichels [86], als auch auf den
Oberflachenmembranen von Thrombozyten befinden, binden (am Rezeptor
GPIba) [87, 88]. Sie sind auch fur die Gefahr, die von S. gordonii bei Endokarditis
ausgeht, verantwortlich. Dort spielt weiterhin eine Rolle, dass der Hsa-
Oberflachenrezeptor durch Interaktion mit Monozyten zu deren Differenzierung
zu dendritischen Zellen fihrt [89].

Urspringlich sind diese Adhasine aber flr die Adhasion am Pellikel evolutionar
entwickelt worden. Takamatsu et al. zeigten, dass Hsa und GspB an
verschiedene Proteine des Speichels binden, darunter MUC7 und Agglutinin,
wahrend Hsa zusatzlich noch IgA binden konnte [90].

GspB ist stark glykosyliert und braucht deshalb einen anderen Sekretionsweg
vom Zellinneren an die Bakterienoberflache als andere Oberflachenproteine [91].
Bensing und Sullam fanden heraus, dass dieser Sekretionsweg aus homologen
Genen des normalen Sekretionsweges besteht, die auf die Sekretion von GspB
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spezialisiert sind [91]. Ob weitere Proteine mit diesem Sekretionsweg

transportiert werden, wurde in dieser Studie nicht herausgefunden.

1.6.4.5 Bindung an Fibronektin durch CshA und FbpA

CshA ist ein schweres zellwandverankertes Protein, das Fibronektin bindet. Es
befindet sich auf den Fimbrien auf der Zellwand von S. gordonii [83].

Zusatzlich tragt es zur Hydrophobie der Oberflache des Bakteriums bei [83].
Ein weiteres Molekll, das Fibronektin bindet, ist FbpA. Es wird aber vermutet,
dass dieses eher regulatorische Bedeutung hat, da es abhangig vom
Sauerstoffgehalt hochreguliert wird und in nicht so grolen Mengen wie CshA
vorkommt [92].

Mutanten von S. gordonii ohne CshA und FbpA zeigten in Versuchen von

Giomarelli et al. eine deutlich schwachere Bindung an Kollagen [93].

1.6.4.6 Bindung an Glykoproteine durch SspA und SspB

SspA und SspB sind schwere zellwand-assoziierten Antigene [94] der I/lI
Polypeptid-Familie (Antigen 1/ll Family Polypeptides), die in allen oralen
Streptokokken vorkommen. Sie binden an das Pellikel, speziell an ,innate
immunity scavenger receptor glycoprotein-340“ (gp-340) [85]. Sie kdnnen aber
auch an Kollagen [95] und, abhangig von Hsa, an Thrombozyten [96] binden.
Speziell bei S. gordonii wurden 2 Proteine, die zu dieser Familie gehoren,
gefunden, SspA und SspB.

Diese beiden Proteine sorgen nicht nur fur Adhasion am Pellikel, sondern dienen
auch P. gingivalis [97, 98], verschiedenen Actinomyceten und Candida albicans
als Rezeptor, um an S. gordonii anzudocken [99, 100]. Es wird bereits versucht,
den Rezeptor von P. gingivalis fir SspA und SspB von S. gordonii mit einem
Inhibitor zu blockieren, um die Bildung eines pathogenen Biofilms zu verhindern
[101].
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1.6.4.7 Bindung an prolinreiche Proteine

S. gordonii kann an prolinreiche Proteine (PRPs) im Pellikel binden, wahrend es
an PRPs im Uberstand nicht bindet [102]. Dies ist vorteilhaft fiir das Bakterium,
da es nur durch Anhaftung an eine Oberflache in der Lage ist, einen Biofilm zu
bilden. Es wird daher vermutet, dass die Bakterien an sogenannte
,crypitopes*“ binden, Bindungsstellen, die nur frei liegen, wenn das Protein an eine
Oberflache gebunden hat [102].

Scannapieco et al. beobachteten, dass S. gordonii PRPs in ahnlichem Malde wie

Amylase bindet, wahrend glykosylierte PRPs die Adhasion eher verhinderten [39].

1.6.4.8 Bindung an Muzine durch MUCY recoqgnizing proteins

S. gordonii kann auch an MUCY7, ein im Speichel vorkommendes und in
Monomeren vorliegendes 200-250 kDa schweres Muzin [103] binden [104-106].

1.6.4.9 Herstellung von extrazelluldren Glukanen durch Glykosyltransferase

Glykosyltransferasen (GTFs) sind extrazellulare Enzyme, die Saccharose
spalten und die entstehende Glukose zu Glukanen zusammenfligen. Glukane
bilden einen wichtigen Bestandteil der Biofilmmatrix. S. gordonii besitzt im
Gegensatz zu S. mutans nur eine GTF, die Glukane mit a-1,3 und a-1,6
Glykosidbindungen herstellt [107].

1.6.5 Weitere Eigenschaften

Da im Mundraum eine sehr dichte Besiedelung von mehreren hundert
Bakterienarten besteht, ist dort der Selektionsdruck und die Behauptung
gegenuber anderen Arten stark ausgepragt.

Deshalb hat S. gordonii mehr als 16 Gene fur den Laktose- und
Galaktosemetabolismus, und kann Galaktose besser verwerten als S. mutans
[108]. Trotzdem gab es Versuche, die zeigten, dass sich S. mutans in einem nur
aus S. mutans und S. gordonii bestehenden Biofiim im Rattenmodell
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besser durchsetzt [109].

S. gordonii kann auch das fur andere Bakterien schadliche Wasserstoffperoxid
produzieren, um das Wachsen von Konkurrenten zu verlangsamen [108], und ist
gleichzeitig dazu in der Lage, die Bakteriozin-Produktion von S. mutans zu
unterbinden [110].

Eine in vivo Studie zur Adhasion verschiedener Bakterien auf Plattchen aus
verschiedenen Implantatmaterialien (gefrastes Titan, gegossenes Titan und
Zirkondioxid) zeigte fur S. gordonii nach 24 Stunden im Mundraum, gemessen
mit ,DNA checkerboard hybridistaion“ und dem Friedman-Test keine signifikanten
Mengenunterschiede [111].

S. gordonii ist auch dazu in der Lage, extrazellulare DNA (eDNA) freizusetzen,
allerdings nur, wenn in der Umgebung eine erhdhte Konzentration von H202
herrscht [112].

Abgesehen von den vielen Bindungsstellen fur Bestandteile des Pellikels hat S.
gordonii auch zahlreiche Bindungsstellen flr andere Bakterienarten, zum
Beispiel fur Fusobacterium nucleatum an dessen RadD Adhasin [113],

Actinomyces oris oder P. gingivalis [5].
S. gordonii kommuniziert nicht nur mit Bakterien, sondern hat auch Auswirkungen

auf Pilze. So verstarkt es die Adhasion von Candida albicans in der Mundhohle

uber Genregulation von Candida albicans in Anwesenheit von S. gordonii [114].

1.7 QCM-D

1.7.1 Entwicklung und Funktion

Die Schwingquarzmikrowaage oder QCM (Englisch von Quartz Crystal
Microbalance) ist ein Messgerat, das kleinste Masseveranderungen im
Nanogrammbereich mithilfe von Frequenzanderungen eines schwingenden
Quarzkristalls detektieren kann. Das publizierte Gunther Sauerbrey erstmals
1959 [115].
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Wenn ein scheibenférmiger Quarzkristall von beiden Seiten von Goldelektroden
bedeckt wird und an diese eine Spannung angelegt wird, verformt sich der
Quarzkristall aufgrund des inversen piezoelektrischen Effekts. Wird ein
Wechselstrom angelegt, schwingt der Quarzkristall periodisch. Bei einer QCM-D-
Messung wird dieser Effekt ausgenutzt. Wenn die Frequenz (F) des angelegten
Wechselfeldes mit der Eigenfrequenz des Quarzkristalls Ubereinstimmt, breitet
sich eine mechanische Deformationswelle senkrecht zur Quarzoberflache aus,
das heit die beiden Oberflachen des Quarzes schwingen gegenlaufig
zueinander in einer Dickenscherschwingung.

Um das zu erreichen, muss der Quarzsensor im richtigen Winkel aus einem
Quarzkristall herausgeschnitten werden. Es hat sich der AT-Schnitt bewahrt, bei
dem der Sensor in einem Winkel von +35° 15’ aus dem Quarz geschnitten wird
[115]. So geschnitten schwingt der Quarzsensor mit angelegtem Wechselstrom
in einer reinen Dickenscherschwingung wie in Abbildung 2 schematisch
dargestellt und wird zusatzlich nur in sehr geringem Umfang durch

Temperaturanderungen beeinflusst.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Querschnitts eines Schwingquarzes
mit an die Goldelektroden angelegter Wechselspannung in
Dickenscherschwingung in maximaler Auslenkung.

30



Die Dicke des Quarzsensors bestimmt dessen Resonanzfrequenz.

Die mechanische Deformation, die beim Anlegen eines Wechselstroms erzeugt
wird, ist bei einem kristallinen Material wie dem Schwingquarz symmetrisch.
Hat die Wechselspannung die gleiche Frequenz wie die Grundfrequenz des
Schwingquarzes, entsteht eine stehende akustische Welle im Kristall.

In Resonanz fallt die Kristalloberflache mit dem Schwingungsbauch zusammen,
dem Punkt, an dem die stehende Welle ihre grof3te Amplitude hat.

Folglich ist die Dicke des Quarzes (d) halb so gro3 wie die Wellenlange der
erzeugten stehenden Welle (A).

Abhangig von der Resonanzfrequenz fn ergibt sich die Formel

_TLC
fn_ Zd

Hierbei ist
¢ = Schallgeschwindigkeit im Quarz (3340 m/s bei Quarzen mit AT-Schnitt)

n = Nummer der Obertonschwingung

Folglich hat ein Schwingquarz mit einer Dicke von 0,334 mm eine Grundfrequenz
von 5 MHz.

Aufgrund dieser Abhangigkeit stellte Sauerbrey 1959 die Sauerbrey-Gleichung
auf, mit deren Hilfe sich die aufgelagerte Masse auf einem Quarzsensor
ausrechnen lasst [115].

Die Sauerbrey-Gleichung nimmt an, dass die adsorbierte Masse eine Verdickung
des darunterliegenden Quarzes ist, so kann mit der veranderten Frequenz das
Gewicht der aufgelagerten Masse bestimmt werden.
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Ay/Pqlq

Am = — Af
m 262
Hierbei ist
Am = Massenanderung in kg
A= Piezoelektrisch aktive Flache des Quarzes in m2

pq= Dichte des Quarzes in kg/m?
Hg= Schubmodul des Quarzes in kg/(s?xm)
fo=  Resonanzfrequenz in Hz

Af = Frequenzanderung in Hz

Bis 1980 benutzte man QCM nur im Vakuum oder Gas [116], vor allem, um
Gasadsorption und die Masse dunner, im Vakuum aufgebrachter Schichten von
Metallen zu bestimmen [116, 117]. Dann zeigten Nomura und Hattori, dass QCM
nicht nur an der Grenzflache zu Gas benutzt werden konnte, sondern auch, wenn
die Oberflache des Quarzes von Flussigkeit bedeckt war, in diesem Fall um die
mikromolare Konzentration einer Cyanidlésung zu definieren [118].

Es wurde weitere Forschung im flussigen Milieu durchgefihrt, und ein weiterer
Messwert, die Dissipation (D), wurde miteinbezogen [119]. Gerate, die auch die
Dissipation zusatzlich zur Frequenz aufzeichnen, werden QCM-D-Gerate (Quartz
Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring) genannt.

Dissipation bezeichnet einen Vorgang, bei dem Bewegungsenergie in Warme
umgewandelt wird und so die urspringliche Bewegungsenergie geringer wird.
Zur Bestimmung der Dissipation wird die Anregung des Quarzes periodisch
unterbrochen, kurz nachdem der Quarz in Schwingung versetzt wurde. Die
evaneszente Welle klingt ab, und der Quarz schwingt aus. Abhangig vom
Kontaktmedium und der auf dem Quarz angelagerten Masse fallt die Amplitude
in unterschiedlicher Kinetik ab. Aus diesen Daten der gedampften Schwingung
kann die Dissipation errechnet werden.

Mit der Dissipation wurde es moglich, auch wasserhaltige und viskoelastische

Filme zu detektieren und zu charakterisieren [120], was fur die Anwendung im
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Bereich der Biologie wichtig war.

Ist ein Film stark wasserhaltig, kommt die Schwingung nach Unterbrechung der
Anregung sehr schnell zum Stillstand, und der Film hat eine grof3e Dissipation.
Ein sehr fester, starr gebundener Film verliert hingegen nicht viel von seiner
Energie und schwingt lange anregungsfrei weiter, die Dissipation ist gering. Die
Dissipation wird vom QCM-D-Gerat genau wie die Frequenz zeitaufgelOst
dargestellt. Sie ist dimensionslos und wird in 1 E-6 (=10-%) angegeben, da dieses
Spektrum bei wasserhaltigen Filmen ublich ist [121].

Wird auf dem Sensor in wassrigem Milieu ein Biofilm gebildet, ist dieser
grundsatzlich wasserhaltig und dampft die Schwingung in hohem Ausmal. Die
Masse dieser viskoelastischen Filme kann nicht direkt mit der Sauerbrey-
Gleichung berechnet werden. Diese kann nur akkurat bei starren und
homogenen Filmen mit kleiner Dissipation (unter 10-7) benutzt werden [122]. Ist
die Dissipation groRRer, unterschatzt das Ergebnis der Gleichung die wahre Masse
[123].

FUr die Massenberechnung homogener viskoelastischer Filme kénnen Modelle
wie zum Beispiel das Voigt-Modell herangezogen werden [124].

Man kann auf dem Quarzsensor in flissigem Milieu grob unterteilt vier
verschiedene Schichttypen antreffen, dies sind homogene starre Schichten
(Metalle), inhomogene starre Schichten (Adsorption kleiner Proteine), homogene
weiche Schichten (Adsorption grol3er Proteine) und inhomogene weiche

Schichten (Viren, Bakterien, globulare Proteine) [125].

Mit modernen QCM-D-Geraten kdnnen auch ungerade Obertonfrequenzen der
Resonanzfrequenz gemessen werden, auch bei diesen wird im Quarzsensor eine
stehende Welle erzeugt und die Massenbeladung kann mit der Sauerbrey-
Gleichung berechnet werden. Die Obertonfrequenzen erzeugen kirzere
stehende Wellen, sie reichen nicht so weit in das Medium Uber dem Quarzsensor
hinein. Kanazawa und Gordon stellten mithilfe eines Modells eine Gleichung auf,
mit der die Lange der abklingenden evaneszenten Welle in wassrigem Medium
ausgerechnet werden kann [126]. Es berucksichtigt die Viskositat und Dichte der

Fllssigkeit, sowie das E-Modul und die Dichte des Quarzes [126]. Bei dem in
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dieser Versuchsreihe verwendeten Gerat von Q-Sense (D300, Goteborg,
Schweden) mit einer Grundfrequenz von 5 MHz reicht die stehende Welle in
Wasser 252 nm in das Medium, in der 3. Obertonfrequenz (15 MHz) 146 nm, in
der

5. Obertonfrequenz (25 MHz) 113 nm, und in der 7. Obertonfrequenz (35 MHz)
95 nm.

1.7.2 QCM-D im Bereich Biologie

QCM kann in der Biologie und deren Grenzbereichen auf vielfaltige Art eingesetzt
werden. So kdnnen im Bereich der Materialwissenschaften Nanopartikel mithilfe
von QCM-D genauer untersucht werden [127, 128] und in der Pharmakologie
kann QCM-D durch die Immobilisation von Antikérpern auf der Sensoroberflache

zur Detektion von Antigenen genutzt werden [129-131].

QCM-D wird in der Biologie vor allem eingesetzt, um Makromolekule genauer zu
charakterisieren [132, 133] und deren Wechselwirkungen nachzuweisen
[120, 121, 134]. Dabei sind vor allem Interaktionen zwischen Proteinen und
Oberflachen, und Interaktionen zwischen verschiedenen Proteinen interessant
(z. B. Antikorper, Adhasine) [134, 135].

Bei Versuchen mit lebenden Zellen und auch bei den in dieser Versuchsreihe
benutzten Bakterien ergeben sich aufgrund ihrer Gréf3e von ca. 0,5 um gewisse
Schwierigkeiten. Da die evaneszente Welle der Grundfrequenz, die am tiefsten
in die Probe misst, lediglich 252 nm weit in das wassrige Medium hineinreicht,
stellt sich die Frage, inwieweit Bakterien Uberhaupt detektiert werden kdnnen.
Die Bakterien verhalten sich nicht wie ein starrer Film, deshalb kann ihre Masse
nicht mit der Sauerbrey-Gleichung berechnet werden. Auch ein Modell fur
viskoelastische Filme, wie es haufig bei Proteinadsorption angewandt wird [136],
kann nicht einfach Gbernommen werden, da es homogene Filme berechnet.
Innerhalb der Bakterien sind verschiedene Strukturen mit unterschiedlichen
viskoelastischen Eigenschaften vorhanden. So unterscheidet sich zum Beispiel

eine bakterielle Zellwand sehr von ihrem Zellplasma. Berucksichtigt man nun
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noch das zwischen den Bakterien befindliche Wasser wird klar, dass der
gebildete Film schwer zu charakterisieren ist.

Weitere Probleme ergeben sich, wenn man berucksichtigt, dass Bakterien mit
unterschiedlich langen Fimbrien besetzt sein konnen. Olsson et al. fanden heraus,
dass dadurch die Frequenzsignale verandert werden [137].

Trotzdem werden immer mehr Versuche mit Zellen durchgeflhrt, so konnten
beispielsweise Veranderungen des Zytoskeletts dargestellt werden [138, 139].
Gemessen an den Verdffentlichungen gibt es aber immer noch deutlich mehr

Versuche mit Makromolekulen als mit lebenden Zellen [134, 140].
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1.8 Wissenschaftliche Ziele

Aufgrund  der Vielfalt der eingesetzten @ Werkstoffe sind  die
Materialwissenschaften in der Zahnmedizin eine wichtige Disziplin, an der in
grolem Malde geforscht wird. Die Entwicklung von antiadhasiven bzw.
bakteriziden Werkstoffoberflachen, an die weniger Bakterien adharieren bzw. die
Bakterien abtoten, ist in der Implantologie eines der vorrangigen Ziele. Die
genauen Mechanismen der bakteriellen Adhasion sind dabei aber noch
weitestgehend unklar, da ihnen ein komplexes Zusammenspiel einer Vielzahl
oraler Bakterien und Proteine mit der Oberflache des Werkstoffes zugrunde
liegen. Aufgrund ihrer Korrosionsbestandigkeit und Biovertraglichkeit gelten
Titanimplantate nach wie vor als Goldstandard flr den Ersatz naturlicher
Zahnwurzeln in der Zahnmedizin [141].

S. gordonii spielt eine Schlusselrolle bei der initialen Besiedelung oraler
Oberflachen, da es viele bekannte Bindungen zu verschiedenen
Speichelproteinen ausbildet. Durch Koaggregation binden im weiteren Verlauf
der Biofilmbildung andere Bakterienspezies an S. gordonii und schaffen

wiederum Bindungsstellen fur weitere Koaggregation [85].

Ziel dieser Arbeit ist es, die Bindungsvorgange, die sich zwischen Bakterium und
Titan und zwischen Bakterium und Pellikel abspielen, darzustellen.

Fir diesen Zweck wird ein QCM-D-Gerat benutzt. QCM-D ist ein massesensitives
Messgerat, das in den letzten 15 Jahren stark an Bedeutung gewonnen hat. Es
zeichnet akustische Signale in Echtzeit auf, ohne die Bakterien in der Messzelle
zu verandern. QCM-D hat gegenuber optischen Methoden, wie zum Beispiel der
Ellipsometrie, den Vorteil, dass es sowohl den Wassergehalt als auch die
adsorbierte Masse im Verlauf der Adhasion detektieren kann. Es istinsbesondere
zur Untersuchung von Grenzflachen geeignet. Trotzdem werden noch wenige
Versuche mit lebenden Zellen, im Vergleich zu Versuchen mit Proteinen,
durchgefuhrt. QCM-D gibt Masseadsorptionen zeitaufgeldst mithilfe einer
Frequenzkurve wieder. Ublicherweise deutet ein Abfall dieser Kurve auf eine
Massezunahme auf dem Quarzsensor hin. Die Anwendung von QCM-D in immer

weiteren Fachbereichen zeigte aber schon in diversen Versuchen mit lebenden

36



Zellen und Bakterien wahrend der Interaktion positive Frequenzanderungen
(siehe 4.3), die nicht mit der Sauerbrey-Gleichung erklart werden konnten, da
gleichzeitig eine Adhasion von Zellen auftrat.

Versuche von Krajewski et al. [84] und Xu et al. [142] mit QCM-D zeigten, dass
auch S. gordonii entgegen der gangigen Massenbeladungstheorie auf gold- und
titanbeschichteten QCM-D-Quarzen mit einer Resonanzfrequenz von 10 MHz
positive Frequenzanderungen zeigen kann.

Ein Faktor fur das Auftreten von positiven Frequenzanderungen konnte die
Starke des Verbundes der Bakterien mit der Sensoroberflache sein. Daher wird
in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die positiven Frequenzanderungen
auch bei einer Resonanzfrequenz von 5 MHz auf Titan, das eine
Implantatoberflache simuliert, auftreten und inwiefern sich die Frequenzkurven
wahrend der Biofilmbildung andern, wenn der Titanquarz zuvor mit
Speichelproteinen konditioniert wurde und sich ein Pellikel bildet. Da unter
anderem auch das QCM-D-Schwingungssystem und dessen Resonanzfrequenz
eine Rolle beim Auftreten von positiven Frequenzanderungen spielen konnten,
werden mit dem 5 MHz-System zusatzlich zur Grundfrequenz die ungeraden
Obertonfrequenzen bei 15 MHz, 25 MHz und 35 MHz untersucht.

Um die Besiedelung mit Bakterien zu erfassen, wird der Quarzsensor nach 30
Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden und nach 3 Stunden aus der Messzelle des QCM-
D-Gerats entnommen, und die Bakterien werden quantifiziert und untersucht.
Man kann aufgrund der hohen Zahl vorhandener Adhasine von S. gordonii fir
Bestandteile des Speichels davon ausgehen, dass die Steifigkeit des Biofilms,
der auf einem Pellikel gebildet wurde, groRer wird. Ziel ist es, diese
Veranderungen mit QCM-D darzustellen und die Ergebnisse in die bekannten
Theorien einzuordnen.

Um ein genaues Bild der Vorgange an der Grenzflache zu bekommen, werden
die Grundfrequenz und die ungeraden Obertonfrequenzen des QCM-D
ausgewertet, um eventuelle Unterschiede in verschiedenen Abstanden (252 nm,
146 nm, 113 nm, 95 nm) vom Quarzsensor darzustellen. Darlber hinaus wird die
Dissipation ausgewertet, um festzustellen, ob der auf Pellikel gebildete

Bakterienfilm mehr oder weniger Flussigkeit enthalt als ohne Pellikel.
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2 Material und Methoden

2.1 Zuchten der Bakterien

Gefrierkulturen von S. gordonii DL1 wurden in 50 ml nach Herstellerangaben
angemischtes Schaedlermedium (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland) gegeben. Nach 12-13 Stunden im Brutschrank (Heraeus
Instruments, Hanau, Deutschland) bei 37 °C wurden die Bakterien bei einer
Zentrifugalbeschleunigung von 4000 g fur 5 Minuten zentrifugiert (Megafuge 1.0
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland) und das Medium im Uberstand
abgegossen. Um das verbliebene Bakterienpellet aufzulésen, wurde es auf
einem Vortexmischer (Vortex Genie 2, Scientific Industries Inc., New York, USA)
gemischt, bis das Pellet sichtbar aufgelost war, dann wurden 5 ml PBS
(Phosphate Buffered Saline, Gibco, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland)
zugegeben und die Bakterien wurden mehrmals mit einer 5-ml-Pipette
aufgenommen und wieder entlassen. AnschlieRend wurde die optische Dichte
(OD) der Bakterien mit einem Mikrotiterplatten-Lesegerat (Infinite F50, Tecan
Group, Mannedorf, Schweiz) bestimmt. Abhangig vom Ergebnis wurde weiter mit
PBS verdiinnt, bis sich eine OD von 0,54 einstellte (OD von 0,54 entspricht 1x108
Bakterien/ml). So war eine konstante Bakterienzahl im Medium innerhalb der

einzelnen Versuche gewahrleistet.

2.2 Herstellung des modifizierten Speichels

Speichel wurde von einem gesunden Spender niichtern am Morgen durch Kauen
einer Paraffintablette gesammelt. Der Speichel wurde modifiziert, indem die
Bakterien und gréfliere Muzine herausgefiltert wurden. Daflr wurde der Speichel
zuerst durch ein Epithelzellsieb (Cell Strainer, PorengréfRe 70 um, BD Falcon,
Durham, USA) gegossen und anschlie3end bei einer Zentrifugalbeschleunigung
von 14000 g und einer Temperatur von 4 °C flr 30 Minuten zentrifugiert. Danach

wurde der Uberstand abpipettiert und nacheinander mit einer Spritze durch
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immer kleinporigere Filter gedrickt (5 um; 1,2 um; 0,45 ym Porengrdl3e; Acrodisc
Syringe Filters, Pall Corporation, St. Columb, GroRbritannien).

Der nun modifizierte Speichel wurde portioniert, 1:5 mit PBS verdinnt und
bei -20 °C eingefroren.

Vassilakos et al. wiesen schon 1992 mit Ellipsometrie nach, dass bei einer
Speichelkonzentration von 10 % auf Siliziumdioxidoberflachen die gleiche
Proteinmenge adsorbiert wie bei einer Speichelkonzentration von 100 % [143].
In der vorliegenden Arbeit wurde zur Sicherheit, da die Versuche in einer

Durchflusszelle stattfanden, eine Speichelkonzentration von 20 % verwendet.

2.3 QCM-D-Sensoren

FUr die Versuche wurden Titan-Schwingquarzsensoren vom Typ QSX 310
(Q-Sense, Goteborg, Schweden) verwendet. Auf deren Oberflache ist von Seiten
des Herstellers, wie in Abbildung 3 gezeigt, eine Titanschicht von 50 nm Dicke
aufgesputtert. Die Sensoren haben einen Durchmesser von 14 mm und eine
Dicke von 0.3 mm und sind im AT-Schnitt geschnitten, damit eine reine

Dickenscherschwingung auftritt.

~ Titan-Beschichtung

(—3 Gold-Elektrode
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau des Quarzsensors eines QCM-D-Geréts.

Die Titanoberflachen der Quarzsensoren weisen eine quadratische Rauheit (rms,
root-mean-squared roughness) von weniger als 1 nm auf.
Vor jedem Versuch wurden die Quarzsensoren fur 5 Minuten im Ultraschallbad

mit Ethanol 70 % gereinigt und anschlieffiend mit N2 getrocknet.
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Die Sensoren wurden nach einem Versuch mit dem nachfolgenden Protokoll
gereinigt:

1. 15 Minuten im Ultraschallbad mit Hellmanex 2 % (Hellma, Mullheim,
Deutschland) bei 30 °C
Erneut 15 Minuten im Ultraschallbad bei 30 °C mit Hellmanex 2 %
Einlegen in Millipore Wasser fur 10 Minuten
10 Minuten im Ultraschallbad mit Ethanol 70% bei Raumtemperatur

Einlegen in Millipore Wasser fur 10 Minuten

o 0k~ w D

Trocknen mit N2

Je ein gereinigter Quarzsensor wurde exemplarisch mit einer Vital-Fluoreszenz-
Doppelfarbung (siehe 2.8.2) und mit Kristallviolett (siehe 2.8.1) gefarbt, um

auszuschlief®en, dass Bakterienreste auf der Oberflache vorhanden waren.

2.4 QCM-D-Messung

Fir die Messung wurde der in Abbildung 4 und Abbildung 5 gezeigte Aufbau

verwendet.

i
= '

Ausgangsgefal S
auf Magnetriihrer Peristaltikpumpe Messzelle AbfallgefaR

Abbildung 4: Schematischer Aufbau der Versuche mit QCM-D. An die Messzelle
ist das QCM-D-Geréat angeschlossen.
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Abbildung 5: Aufbau einer QCM-D Messung mit
1 Ausgangsgefal auf Magnetriihrer

2 Peristaltikpumpe Ismatec ASIA
3 Fenster-Durchflusszelle

4 Abfallgefal3

5 QCM-D Elektronik-Einheit

6 Computer mit QCM-D Software

Pufferlosung oder Bakteriensuspension wurde von einem Ausgangsgefaly auf
einem Magnetrihrer Uber ein Schlauchsystem, das an eine Peristaltikpumpe
(Ismatec ASIA, lllinois, USA) angeschlossen war, mit einer Flussrate von 110
MI/min in eine Fenster-Durchflusszelle (Typ QWIiC 301, Q-Sense, Goéteborg,
Schweden) geschickt. An die Fenster-Durchflusszelle war die QCM-D Elektronik-
Einheit (Q-Sense QE 301, Goéteborg, Schweden) angeschlossen. Die Werte fur
die Frequenzen und Dissipationen, die das QCM-D-Gerat maf, wurden auf
einem PC mit der Steuerungssoftware von Q-Sense (QSoft) live dargestellt,
aufgezeichnet und gespeichert.

Danach wurde die Flussigkeit durch das Schlauchsystem in ein Abfallgefal
gefuhrt.
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Die Fenster-Durchflusszelle war auf einer Basis montiert, die fir eine konstante
Temperatur sorgte und Erschitterungen abdampfte. Abbildung 6 zeigt die

Fenster-Durchflusszelle und die daran angeschlossenen Elemente.

Abfluss

Fenster

Zufluss

Halterung

Basis

Steuerleitung

Abbildung 6: Fensterzelle QWIC 301 mit angeschlossenen Elementen.

Das QCM-D-Gerat vom Typ D300 (Q-Sense, Goteborg, Schweden) war Uber die
Steuerleitung direkt an die Messzelle angeschlossen, detektierte die Signale live
und zeichnete diese zeitaufgeldst mit 18 Datenpunkten pro Minute auf.

Das D300-Gerat von Q-Sense misst mit einer Grundfrequenz von 5 MHz und
zeichnet zusatzlich die dritte (15 MHz), funfte (25 MHz) und siebte (35 MHz)
Obertonfrequenz auf.

Wie in Tabelle 1 dargestellt, wurde zu Beginn der Messung PBS durch das
Schlauchsystem geschickt, bis das QCM-D-Gerat eine konstante Frequenz mit
einem Drift von unter 2 Hz pro Stunde und eine konstante Dissipation mit einem
Drift unter 0,2x106 pro Stunde zeigte. Diese Frequenz wurde als Grundlage und
Bezugslevel fur die weitere Messung verwendet. Alle Frequenzanderungen

wurden in Relation zu dieser Baseline berechnet.
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Im nachsten Schritt wurden die in PBS suspendierten Bakterien durch die
Messzelle geschickt.

Die Bakterien wurden fir 30 Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden oder 3 Stunden durch
die Messzelle geschickt.

Am Ende des Versuchs wurde 20 Minuten mit PBS gespdlt, um ein Medium zu
erhalten, das vergleichbar mit dem Ausgangsmedium der Baseline war, um
Differenzen zu berechnen. Dies war erforderlich, da sonst unterschiedliche
Viskositaten oder lonenstarken der umgebenden Flussigkeit zu Verfalschungen
der Messung fuhren kénnten. Mit dem gleichen Umgebungsmedium zu Beginn
und Ende der Messung konnte die Frequenzanderung, die allein die Bakterien
bei der Adsorption verursachten, berechnet und ausgewertet werden.

Bei den Messungen mit Speichel wurde nach PBS erst fur 30 Minuten mit
modifiziertem Speichel, dann fir 30 Minuten erneut mit PBS gesplilt. Erst danach
wurden S. gordoniiin PBS Uber den Quarzsensor geschickt. Bei den Messungen
mit Speichel wurden die Frequenzen und Dissipationen, die sich nach dem 2.
Spulen mit PBS (nach dem Speichel) einstellten, als Baseline verwendet, damit
die aufgezeichneten Kurven nur die Bakterienadhasion und nicht die

Speicheladsorption zeigen.

Tabelle 1: Darstellung der Fliissigkeiten, die bei den verschiedenen Messungen
durch die Messzelle geschickt wurden.

Messungen ohne Pellikel (1-3) Messungen mit Pellikel (1P-3P)

PBS bis Baseline PBS

Modifizierter Speichel 20 % in PBS

fir 30 min

PBS fiir 30 min, als Baseline

S. gordonii fur 30 min, S. gordonii fur 3 h
1h,2hoder3h

PBS fir 20 min PBS fiir 20 min
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Die Bakteriensuspensionen wurden mithilfe eines Magnetriihrers gemischt, damit
eine konstante Anzahl durch die Messzelle geleitet werden konnte und die
Bakterien sich nicht absetzen konnten.

Messungen, die 3 Stunden lang ohne Pellikel liefen, werden im Folgenden
Messung 1-3 genannt.

Messungen, die 3 Stunden mit Pellikel liefen, werden Messung 1P - 3P genannt.

PBS 1 10 -
8peichel PBS 3
I T 40 T T T T T ;\
-100 -50 ) 50 100 150 200 250 300
_5 -
Frequenz PTSZ
inH
in Hz 10 |
_15 -
S. gordonii
-20 - |
_25 J
Zeit in min

Abbildung 7: Darstellung einer typischen Messung mit Pfeilen bei den
Zugabezeitpunkten der verschiedenen Komponenten. Bei Messungen ohne
Speichel wére die x-Achse die Baseline, mit Speichel ist es die Frequenz, die
sich nach PBS2 einstellt (horizontale Linie eingezeichnet).

Abbildung 7 zeigt eine typische Messung mit den Reaktionszeitpunkten der
einzelnen FlUssigkeiten. Angeschlossen wurden die Flussigkeiten circa 7
Minuten friher, das ist die Zeit, die die FlUssigkeit brauchte, um die Messzelle
durch die Schlauche zu erreichen.

Wie in Abbildung 7 veranschaulicht, wurden bei Messungen mit Pellikel die
Frequenzwerte, die sich nach dem 2. Spulen mit PBS, nach Adsorption der
Speichelproteine einstellten, als Baseline benutzt. So werden von den zwei

Messungstypen (mit und ohne Pellikel) nur die Frequenzanderungen, die die
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Bakterien ausldsen, verglichen, und nicht die der Speichelproteine.

Die Temperatur der Messzelle wurde konstant bei 22,3 °C £ 0,05 °C gehalten, da
sich schon durch kleinste Temperaturanderungen die Viskositat und Dichte der
Flussigkeit verandert und der Quarzsensor dies mit einer Frequenzanderung

anzeigen wurde.

Am Ende der Messungen wurden die Schwingquarze aus der Messzelle
entnommen und zur Fixierung der Bakterien sofort in 3 % Paraformaldehyd (PFA)

gelegt. Danach wurde mit Kristallviolett (KV) gefarbt.

2.5 Reinigung

In die Messzelle wurde nach jedem Versuch ein Quarzsensor eingebaut, der nur
fur die Reinigung verwendet wurde. Dann wurde das komplette System nach dem
folgenden Protokoll gereinigt:
1. Ethanol 70 % mit maximaler Geschwindigkeit durch das System geschickt,
dann 30 Minuten stehen gelassen
2. Hellmanex 2 % mit maximaler Geschwindigkeit durch das System
geschickt, dann fir 10 Minuten stehen gelassen
3. Millipore Wasser mit maximaler Geschwindigkeit durch das System
geschickt, dann 10 Minuten stehen gelassen
4. Luft durch das System geschickt
5. Reinigungsquarz ausgebaut
6. Messzelle auseinandergebaut und die reinigungsfahigen Bestandteile mit
dem Reinigungsquarz zusammen 10 Minuten in Ultraschall mit Ethanol 70%
gereinigt

7. Trocknung mit N2

Die Schlauche wurden vor jedem neuen Versuch ausgetauscht, um eventuelle

Biofilmbildung darin auszuschlief3en.
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2.6 Kontaktwinkelmessung

Eine Kontaktwinkelmessung wurde einmalig mit einem
Tropfenkonturanalysesystem (DSA 10-MK2, Kriass, Hamburg, Deutschland)
durchgefuhrt. Ein Wassertropfen von 2 ul wurde auf der Titansensoroberflache
platziert und nach 20 s wurde der Kontaktwinkel mit der Circle fit Methode

berechnet, um die Oberflache der Quarzsensoren zu charakterisieren.

2.7 Vorversuche

Zu Beginn der Versuchsreihen wurden Pilotmessungen mit Laufzeiten von uber
24 Stunden und mit Zuckerzusatz (in Form von reiner Glukose und in einem
weiteren Versuch mit Glukose und Saccharose kombiniert) als Nahrung flr die
Bakterien durchgeflihrt. Da aber schon Glukosel6sung allein die Signale, die der
Quarzsensor aufzeichnete, stark veranderte, wurde beschlossen, kurzere
Messungen ohne Nahrungszusatz fur die Bakterien durchzufuhren.

Weiterhin wurden in Vorversuchen die Bakterien statt in PBS in verdinntem und

modifiziertem Speichel suspendiert. Siehe dazu 3.1. Agglutination.

2.8 Farbung der Bakterien

2.8.1 Kristallviolett

Die Quantifizierung erfolgte mit Kristallviolett (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Es
wurden bereits Versuche mit dieser Technik durchgefuhrt, um Streptokokken [144]
und auch S. gordonii zu quantifizieren [145].

Um die Bakterien zu quantifizieren, wurde der Quarzsensor nach der Messung
15 Minuten lang in KV-Fixierldsung gelegt und anschlieRend 3-mal vorsichtig in
destilliertes Wasser getaucht, um Uberschissige Farbe abzuwaschen. Um zu
verhindern, dass auf der Unterseite Farbe verblieb, wurde der Quarz mehrmals
auf ein Filtertuch gelegt und dann wieder mit der Unterseite in destilliertem

Wasser geschwenkt. Es folgte ein letzter Spulgang mit destilliertem Wasser.
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Der Quarz wurde 10 Minuten lang in eine 24 Well Platte mit 300 pl Methanol
gelegt, um die Farbe aus den Bakterien herauszuldsen. 250 pl des Methanol-KV-
Uberstands wurden abpipettiert und in einer 96-Well Platte im Mikrotiterplatten-
Lesegerat (340 ATTC, Tecan-Group, Schweiz) photometrisch bestimmt.

Die gefarbten Quarze wurden unter einem Binokular (Wild Makroskop M400,
Heerbrugg, Schweiz) untersucht und es wurden Bilder mit einer

Spiegelreflexkamera (Nikon 550D, Tokio, Japan) erstellt.

2.8.2 Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung

Um sicherzustellen, dass die Bakterien Uber die gesamte Versuchsdauer lebten,
wurde nach einer 4-stundigen Messung ein Quarzsensor mit einem Live/Dead
BacLight Viability Kit (Life Technologies, Carlsbad, USA) gefarbt. Der Quarz
wurde unter einem Fluoreszenz-Mikroskop (Optiphot-2, Nikon, Tokio, Japan)
untersucht und es wurden Bilder mit einer auf das Mikroskop montierbaren
Kamera (Nikon 550D, Tokio, Japan) erstellt.

2.9 Statistische Auswertung

Die Frequenz und die Dissipation sind in dieser Arbeit deskriptiv als Mittelwerte
und Standardabweichung (StAbw) dargestellt. Mittelwertvergleiche wurden Uber
den Student’s t-test durchgeflhrt, das Signifikanzniveau wurde auf 0,05
festgelegt.

Um Zusammenhange zwischen Frequenz und Dissipation und optischer Dichte

zu erfassen, wurden Korrelationsanalysen durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Agglutination

In Vorversuchen wurden die Bakterien nicht in PBS, sondern in verdinntem und
modifiziertem Speichel suspendiert und durch die QCM-D-Messzelle geschickt.
Es stellte sich jedoch heraus, dass dies zu einer massiven Ausfallung und
Verklumpung dieser Bakterien flhrte. Die Messzelle war nach Stunden komplett
von flockigem Material ausgefullt, durch das Fenster war die Metalloberflache
des Quarzsensors nicht mehr zu erkennen (Abbildung 8). Unter dem Mikroskop
zeigte das flockige Material die typische Kettenform von Streptokokken
(Abbildung 9). Diese Beobachtung spricht fur eine starke Bindung zwischen
Bakterium und Speichel. Da diese Verklumpungen bei langeren Messungen mit
in PBS suspendierten Bakterien nicht stattfanden, kann angenommen werden,
dass die Aggregate nicht nur aus Bakterien, sondern auch aus
Speichelbestandteilen bestanden.

Abbildung 8 zeigt Bilder nach einer Messung von 25 Stunden. Allerdings fielen
leichte Ausfallungen im Abfallgefald und in den Schlauchen auch schon nach 3
Stunden auf. Diese Ausfallungen betrafen nur Messungen, bei denen Bakterien

in verdiinntem Speichel, und nicht in PBS suspendiert wurden.
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Abbildung 8: Ausféllungen in der QCM-D-Messzelle durch das Fenster gesehen
(oben) und im Abfallgefal3 am Schlauch, der von der Messzelle kommt (unten)
einer Messung nach 25 h mit in verdiinntem Speichel suspendierten Bakterien.

Da anfangs vermutet wurde, die Ausfallungen waren durch Pilze verursacht,
wurde in spateren Messungen zu der Bakteriensuspension Amphotericin B
zugegeben, um das Pilzwachstum zu unterdricken. Da aber weiterhin
Ausfallungen auftraten, wurden diese unter dem Mikroskop untersucht.

Abbildung 9 zeigt die Ausfallungen unter einem Lichtmikroskop: Es sind typische
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Streptokokkenketten und auch Konglomerate von Streptokokken zu erkennen.
Weiterhin wurden die Konglomerate auf Agar, der mit Antibiotika vorbehandelt
war und Bakterienwachstum unterdruckt, ausgestrichen. Es wurde nach 3 Tagen
kein Wachstum festgestellt.

Abbildung 9: Mikroskopisches Bild der Konglomerate einer Messung nach 25 h
mit in verdiinntem Speichel suspendierten Bakterien. Vergré3erung 600-fach.

3.2 Farbung der Bakterien

3.2.1 Lebensfahigkeit nach 4 Stunden

Abbildung 10 zeigt, dass auf einem Sensor, der nach einer Messung von 4
Stunden mit der Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung angefarbt wurde, Gberwiegend
lebende Bakterien vorhanden waren. Die Bilder unterscheiden sich nicht von
Bildern von Bakterien mit Nahrmedium. Uber den getesteten Zeitraum von 3

Stunden ohne Nahrung sind die Bakterien folglich lebensfahig.
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Abbildung 10: Mikroskopische Aufnahme nach Vital-Fluoreszenz-Doppelféarbung

der Bakterien nach einer 4-stiindigen Messung. VergréBerung 100-fach (oben)
und 400-fach (unten). Griine Bakterien sind lebendig, rote sind abgestorben.
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3.2.2 Reinigung der Quarzsensoren

Die mit Kristallviolett und der Vital-fluoreszenz-Doppelfarbung gefarbten
gereinigten Quarzsensoren zeigten keine Veranderung im Vergleich zu neuen

Quarzsensoren.

3.3 Kontaktwinkelmessung

Die Kontaktwinkelmessung zeigte mit Wasser einen Winkel von 22° die

Titanoberflachen der Quarzsensoren waren hydrophil.

3.4 QCM-D-Messungen ohne Speichelkonditionierung

3.4.1 Frequenzkurven von S. gordonii auf Titan

Die Frequenzen zeigen wie in Abbildung 11 dargestellt nach Bakterienzugabe
zuerst einen leichten Abfall, der von einer gro3en Frequenzzunahme gefolgt wird.
Danach tritt eine Sattigung oder sogar eine leichte Abnahme in der letzten Stunde
der Messung ein. Die Abnahme am Ende ist tendenziell groRer und fruher in den

héheren Obertonfrequenzen.

30
25
20

15
Frequenz
in Hz

0 50 100 150 200 250
Zeit in min

F1 F3/3 F5/5 F7/7

Abbildung 11: Frequenzkurven einer Messung lber 3 h. Beispiel zeigt Messung
2. Die Messungen werden ab dem ersten sichtbaren Bakteriensignal gezeigt.
Davor lief mindestens eine halbe Stunde lang PBS.
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Von der 80. bis zur 120. Minute traten kleinere Stérungen auf, wie hier an
positiven Frequenzverschiebungen in allen Frequenzen zu sehen ist.
Auffallig ist, dass die 5. und 7. Obertonfrequenz anfangs zunehmen, ab der 100.

Minute aber wieder abfallen und zum Schluss negativ werden.

Tabelle 2: Endwerte der Frequenzen in Relation zur Baseline in Hz nach 3-
stiindiger Adhé&sion von S. gordonii auf Titan und Spiilung mit PBS fiir 20 min.

Endwerte | pessung1 Messung2 Messung 3 Mittelwert StAbw
AF in Hz
F1 16,11 25,05 23,69 21,62 4,82
F3/3 4,76 9,43 25,22 13,14 10,72
F5/5 -5,04 -2,06 8,63 0,51 7,19
F7/7 -10,60 -5,58 0,06 -5,37 5,33

Die Endwerte aus Tabelle 2 sind die Werte, um die sich die Frequenz ab
Bakterienzugabe insgesamt verandert hat. Auffallig ist, dass nur bei Messung 3

die 3. Obertonfrequenz hoher als die Grundfrequenz ist.

3.4.2 Dissipationskurven von S. gordonii auf Titan

Die Dissipation zeigt Sattigungskurven, wie exemplarisch in Abbildung 12 gezeigt.

Je langer die Messungen dauerten, desto ausgepragter ist die Sattigung.
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Abbildung 12: Dissipationskurven einer Messung U(ber 3 h. Beispiel zeigt
Messung 2. Die Messungen werden ab dem ersten sichtbaren Bakteriensignal
gezeigt. Davor lief mindestens eine halbe Stunde lang PBS.

Tabelle 3 zeigt, dass die Dissipationsanderungen starker ausgepragt sind als die

der Frequenz. Auffallig ist weiterhin, dass die Dissipationsanderung in den

Obertonfrequenzen immer geringer wird und in der siebten Obertonfrequenz nur

bei durchschnittlich 7 E-6 liegt. Messung 3 fallt wie bei der Frequenz mit deutlich

héheren Werten als die anderen Messungen auf. Mogliche Ursache konnte ein

Drift in der Baseline sein.

Tabelle 3: Endwerte der Dissipationen in Relation zur Baseline in 1 E-6 nach 3-
stiindiger Adhésion von S. gordonii auf Titan und Spdlung mit PBS fiir 20 min.

Endwerte Messung  Messung  Mittelwert StAbw
ADin 1 E-6 2 3
D1 73,96 144,65 99,93 38,90
D3 17,18 34,24 23,67 9,23
D5 6,97 16,00 10,70 4,71
D7 4,76 9,46 6,73 2,44
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3.4.2.1 Mittelwerte der 3-stiindigen Messungen

Die Frequenzkurven in Abbildung 13 zeigen die Mittelwerte der einzelnen
Frequenzen aus den 3-stundigen Messungen 1-3. Die leichten unregelmafigen
Ausschlage nach oben sind dabei Storungen des Gerats, die unterschiedlich

stark auftraten, im Mittelwert aber nur minimal zu erkennen sind.
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Abbildung 13: Mittelwerte der Frequenzen der 3-stiindigen Messungen.
Berechnet aus n=3 Messungen.

Die Frequenzen werden nach einer kleinen Abnahme zu Beginn stetig grof3er, bis
ungefahr zur 100. Minute. Danach fallen sie wieder ab. Dieser Abfall ist in der 5.
und 7. Obertonfrequenz starker ausgepragt.

Weiterhin ist in der Grundfrequenz und in der 3. Obertonfrequenz ein deutliches
positives AF am Ende der Messung zu erkennen, wahrend die 5.
Obertonfrequenz ungefahr bei 0 bleibt, und die 7. Obertonfrequenz ins Negative
abfallt.
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Abbildung 14: Mittelwerte der Dissipationen der 3-stiindigen Messungen.
Berechnet aus n=3 Messungen.

Abbildung 14 zeigt die Mittelwerte der Dissipation. Hier fallt auf, dass die
Dissipation in der Grundfrequenz fast 5-mal hoher ist als in den
Obertonfrequenzen. Weiterhin besteht bei der Dissipation, im Gegensatz zur
Frequenz, die am Ende abfallt, eine Sattigung und die Kurven nahern sich einem

positiven Wert an. AD ist am Ende immer positiv.

3.5 Quantifizierung von S. gordonii mit Kristallviolett

Abbildung 15 zeigt die Mittelwerte der optischen Dichte der mit Kristallviolett
gefarbten Bakterien. Diese wurden nach 30 Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden und 3
Stunden entnommen. Zwischen 2 und 3 Stunden erfolgte fast keine Zunahme

mehr, es wurde eine Sattigung erreicht.
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Abbildung 15: Messung der optischen Dichte der Bakterien nach 30 min, 1 h, 2 h
und 3 h. Werte sind Mittelwerte aus n=3 Messungen, bei 3 h n=4.

In Abbildung 16 und Abbildung 17 sind die mit Kristallviolett gefarbten Quarze
nach einer Messung von 30 Minuten und von 3 Stunden gezeigt. Es sind
unterschiedliche Stadien der Besiedelung mit Bakterien sichtbar.

Es ist zu erkennen, dass die Besiedelung des Quarzes immer dichter wird. Nach
30 Minuten sind noch unbesiedelte Areale, die sich schwarz darstellen,
vorhanden. Nach 3 Stunden sind violette Ablagerungen zu erkennen, die dicht

mit Bakterien besiedelt und sehr stark gefarbt sind.
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Abbildung 16: Bilder der mit Kristallviolett geférbten Quarze nach einer Messung
von 30 min. Die schwarzen Areale sind unbesiedelt, die braunen diinn und die

violetten Areale dicht besiedelt. Oben Ubersicht (5-fach vergréBert), unten
VergréBerung 20-fach.
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Abbildung 17: Bilder der mit Kristallviolett gefarbten Quarze nach einer Messung
von 3 h. Die braunen Areale sind diinn und die violetten Areale dicht besiedelt.
Oben Ubersicht (5-fach vergré3ert), unten VergréBerung 20-fach.
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3.6 Speicheladsorption

Die Adsorptionskurven der einzelnen Speichelmessungen weichen wahrend des
Durchflusses des verdinnten und modifizierten Speichels voneinander ab. Nach
der Spulung mit PBS fur eine halbe Stunde hat Messung 3P sowohl in der
Frequenz als auch in der Dissipation einen 4-fach hdheren Wert als die
Messungen 1P und 2P. Die Frequenz nimmt wahrend der Adsorption des
Pellikels immer ab, wahrend sich die Dissipation (aul3er D1 in Messung 2P) leicht
erhoht. In Abbildung 18 und Abbildung 19 ist eine Speicheladsorptionskurve
exemplarisch dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sich die Kurven ab der Zugabe
von PBS deutlich andern, ein Zeichen dafiir, dass das Umgebungsmedium eine

wichtige Rolle spielt.
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Abbildung 18: Frequenzkurven ab der Zugabe von modifiziertem Speichel. Ab
Minute 30 wurde mit PBS gespililt.
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Abbildung 19: Dissipationskurven ab der Zugabe von modifiziertem Speichel.
Ab Minute 30 wurde mit PBS gesplilt.

Tragt man die Frequenz- und Dissipationsanderungen, die sich am Ende der
Speicheladsorption nach Spulung mit PBS einstellten, nebeneinander auf, erhalt

man die in Abbildung 20 dargestellten Ergebnisse.
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Abbildung 20: Werte fiir die Frequenzen (oben) und die Dissipationen (unten) bei
Ende der Speicheladsorption. Messung 3P zeigt deutlich héhere Werte als die
anderen Messungen.

Abbildung 21 zeigt die Massenbelegung, die mithilfe der Sauerbrey-Gleichung

aus der adsorbierten Masse kalkuliert wurde.
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Abbildung 21: Berechnung der Massenbelegung (in ng/cm? aus der Anderung
der Grundfrequenz nach Speicheladsorption der einzelnen Messungen.

Man muss allerdings beachten, dass in dieser Versuchsreihe die
Obertonfrequenzen nach Division der Obertonzahl, F3/3, F5/5 und F7/7, nicht
deckungsgleich mit der Grundfrequenz F1 waren, was ein Zeichen dafur ist, dass
mit der Sauerbrey-Gleichung die Masse zu niedrig eingeschatzt wird, weil der
Film wasserhaltig ist.

Messung 3P zeigt eine viel hohere Massenbelegung, und es konnen nur
Vermutungen angestellt werden, warum die adsorbierte Masse fast 4-mal so grof

ist wie bei den anderen Messungen.

3.7 QCM-D-Messungen mit Speichelkonditionierung

3.7.1 Frequenzkurven von S. gordonii mit Speichelkonditionierung

Messungen, bei welchen auf dem Quarzsensor zuvor ein Pellikel durch
modifizierten Speichel gebildet wurde, zeigen innerhalb einer Messung
Frequenzkurven mit ahnlichem Verlauf wie die Messungen ohne Pellikel, aber
mit groRerer Frequenzanderung in der Grundfrequenz. Alle Messungen mit

Pellikel haben als Baseline den Wert, der nach der Speicheladsorption und
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halbstindiger Spidlung mit PBS erreicht wurde. So wird hier nur die

Frequenzanderung der Bakterienadhasion dargestellt und nicht die der Bildung

des Pellikels.
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Abbildung 22: Frequenzkurven einer Messung lber 3 h mit Bakterien nach
Bildung eines Pellikels. Beispiel zeigt Messung 2P. Die Baseline ist der Endwert
nach Speicheladsorption und Spilung mit PBS.

Wie in Abbildung 22 gezeigt fallt auf, dass die Frequenz in der 5. und 7.
Obertonfrequenz zu Beginn genau wie bei den Messungen ohne Pellikel leicht
abfallt, wahrend die anderen Frequenzen sofort ansteigen.

Weiterhin haben F1 und F3/3 den Charakter einer Sattigungskurve, wahrend
F5/5 und F7/7 am Ende wieder abfallen.

3.7.2 Dissipationskurven von S. gordonii mit Speichelkonditionierung

Verglichen mit den Messungen ohne Pellikel waren die Dissipationswerte mit
Pellikel weniger als halb so grof3.

Die Dissipation nimmt, wie in Abbildung 23 gezeigt, in allen Frequenzen stetig zu,
allerdings ist die Zunahme in der Grundfrequenz am starksten und wird mit

héherer Obertonfrequenz immer geringer.
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Abbildung 23: Dissipationskurven einer Messung (ber 3 h mit Bakterien nach
Bildung eines Pellikels. Beispiel zeigt Messung 2P. Die Baseline ist der Endwert
nach Speicheladsorption und Spilung mit PBS.

3.7.3 Mittelwerte der Messungen mit Speichelkonditionierung
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Abbildung 24: Mittelwerte der Frequenzen der Messungen 1P bis 3P mit Pellikel.
Die Baseline ist der Endwert nach Speicheladsorption.
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Abbildung 24 zeigt zu Beginn einen kleinen Abfall von F5/5 und F7/7. Es fallt auf,
dass F5/5 und F7/7 fast identisch bis zum gleichen Wert wie in Tabelle 4 gezeigt
zunehmen.

Tabelle 4: Endwerte der Frequenzen der Messungen mit Pellikel nach 3 h

S. gordonii und 20 min PBS. Man beachte die starken Abweichungen zwischen
den einzelnen Messungen.

Endwerte Messung Messung Messung  Mittelwert StAbw
AF in Hz 1P 2P 3P
F1 19,93 35,67 69,05 41,55 25,08
F3/3 6,96 24,48 26,14 19,19 10,63
F5/5 0,29 -3,20 15,81 4,30 10,12
F7/7 -3,79 2,59 11,66 3,49 7,76

Abbildung 25 zeigt fur die Mittelwerte der

Sattigungsverlauf. Wie in Tabelle 5 dargestellt, ist die Dissipation in der

Dissipationskurven einen

Grundfrequenz funf Mal héher als in den Obertonfrequenzen.

45
40
35
30

25
Dissipation
in1E-6

20

15

10

5

0

0 50 100 150 200
-5
Zeit in min
Mittelwert D1 Mittelwert D3 Mittelwert D5 Mittelwert D7

Abbildung 25: Mittelwerte der Dissipationen der Messungen 1P bis 3P mit Pellikel.
Die Baseline ist der Endwert nach Speicheladsorption.
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Tabelle 5: Endwerte der Dissipationen der Messungen mit Pellikel nach 3 h
S. gordonii und 20 min PBS.

Endwerte Messung Messung Messung  Mittelwert StAbw
ADin 1 E-6 1P 2P 3P
D1 39,54 53,63 27,05 40,08 13,30
D3 8,49 11,55 -0,51 6,51 6,27
D5 3,94 6,86 -2,28 2,84 4,67
D7 2,26 217 -1,83 0,87 2,33

3.8 Vergleich der Endwerte mit und ohne

Speichelkonditionierung

Abbildung 26 zeigt die Endwerte der Frequenzen nach 3 Stunden Messung.
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Abbildung 26: Mittelwerte und StAbw der Endwerte AF nach 3 h mit und ohne
Pellikel.
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Es ist zu erkennen, dass die Grundfrequenz mit Speichelkonditionierung deutlich
hoher ist. Die anderen Frequenzen sind mit Pellikel auch hoher, aber nicht so
deutlich.
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Abbildung 27: Mittelwerte und StAbw der Endwerte der Dissipationen nach 3 h
mit und ohne Pellikel.

Abbildung 27 zeigt die Endwerte der Dissipationen nach 3 Stunden Messung. Die
Dissipation ist ohne Pellikel sowohl in der Grundfrequenz als auch in allen

Obertonfrequenzen deutlich héher.

3.9 Anfanglicher Frequenzabfall

Zu Beginn der Bakterienadsorption traten kleine negative Frequenzabfalle auf,
die mit vorheriger Speichelkonditionierung schwacher ausgepragt waren. Tabelle
6 zeigt die kleinsten gemessenen Frequenzen zu Beginn jeder Messung.
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Tabelle 6: Negativwerte, die die Messungen zu Beginn ab Bakteriengabe zeigten.
Es wurde das Minimum verwendet. Messung 2P zeigte in der 5. Obertonfrequenz
einen negativen Drift, deshalb kann dieser Wert nicht vorbehaltlos ibernommen
werden.

Ohne Pellikel Mit Pellikel
AFin | Messung Messung Messung | Messung Messung Messung
Hz 1 2 3 1P 2P 3P
AF1 -2,1 -0,5 -1,1 / / /
AF3/3 -1,6 -1,1 -1,7 -0,3 -0,1 /
AF5/5 -2 -1,4 -2,6 -0,4 (-2,5) /
AF7/7 -2,3 -1,7 -2,4 -1 -1,7 -0,5

Es fallt auf, dass die Negativwerte der Messungen ohne Pellikel grof3er sind als

die der Messungen mit Pellikel.

3.10 Quantifizierung von S. gordonii auf Pellikel mit

Kristallviolett

Abbildung 28 zeigt die Messungen der optischen Dichte nach 3 Stunden
Interaktion von S. gordonii auf Titan mit und ohne Pellikelkonditionierung. Man
erkennt insgesamt niedrigere Werte fur die Anzahl der Bakterien mit Pellikel. Da
2 Messungen stark von Storungen betroffen waren, konnten deren Frequenz-
und Dissipationssignale nicht in die Kurvendarstellung ubernommen werden, die
Anzahl der Bakterien auf den Quarzen wurde aber trotzdem ausgewertet,

deshalb sind hier je n=4 Messungen gezeigt.
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Abbildung 28: Werte der optischen Dichte der Bakterien nach 3 h, mit und ohne
Pellikel. Werte aus je n=4 Messungen.

Auf den Quarzen mit Pellikel waren nach 3 Stunden 25 % weniger Bakterien
vorhanden als ohne Pellikel. Der t-test gibt hier einen statistisch signifikanten
Unterschied bei einem Signifikanzniveau von 5 % an.

Die Bilder der mit Kristallviolett gefarbten Quarze nach den Versuchen mit und
ohne Pellikel (Abbildung 29 und 30) zeigen im Vergleich keine Unterschiede, sie

sind in beiden Fallen dicht besiedelt.

Abbildung 29: Bilder der mit Kristallviolett gefdarbten Quarze nach einer Messung
von 3 h ohne Pellikel (links) und mit Pellikel (rechts) in 5-facher VergréBerung.
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Abbildung 30: Bilder der mit Kristallviolett gefédrbten Quarze nach einer Messung
von 3 h ohne Pellikel (links) und mit Pellikel (rechts) in 20-facher Vergréerung.

3.10.1 Korrelation der Bakterienzahl mit Dissipation und

Frequenz

Tragt man wie in Abbildung 31 alle zugehorigen Dissipationen Uber der optischen
Dichte auf, und zeichnet man eine lineare Trendlinie dazu, so erhalt man einen

R-Wert von 0,74, was auf eine nicht sehr ausgepragte Korrelation schliel3en Iasst.
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Abbildung 31: Auftragung aller Enddissipationen der Grundfrequenz (iber der
gemessenen optischen Dichte der jeweiligen Versuche mit linearer Trendlinie.
Insgesamt 13 Werte (3-mal 30 min, 3-mal 1 h, 3-mal 2 h, 4-mal 3 h). Alle
Messungen ohne Pellikel.
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Macht man dasselbe mit der Frequenz (Abbildung 32), kommt man auf einen

deutlich geringeren Korrelationskoeffizienten von 0,47.
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Abbildung 32: Auftragung aller Endfrequenzen der Grundfrequenz (iber der
gemessenen optischen Dichte der jeweiligen Versuche mit linearer Trendlinie.
Insgesamt 13 Werte (3-mal 30 min, 3-mal 1 h, 3-mal 2 h, 4-mal 3 h). Alle
Messungen ohne Pellikel.

72



Beobachtet man hingegen die Kurvenverlaufe der Mittelwerte in Abbildung 33, so

ahneln sich die Kurven der optischen Dichte und der Dissipation uber die Zeit

stark.
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& OD Kristallviolett Poly. (OD Kristallviolett)
Zeit in min
Dissipationsanderung
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& Dissipationsanderung Poly. (Dissipationsanderung)
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Abbildung 33: Mittelwerte der OD-Messungen (oben) und der Grundfrequenz der
Dissipation (unten) nach 30 min, 1 h, 2 h und 3 h.
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Eine Regressionsgerade gezeichnet mit den Mittelwerten der Dissipation und der
optischen Dichte bei 30 Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden und 3 Stunden, wie in
Abbildung 34 dargestellt, ergibt einen R-Wert von 0,99, was eine groRe

Korrelation zeigt.
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Abbildung 34: Mittelwerte der Dissipation am Ende der Messung aufgetragen
tiber die Mittelwerte der optischen Dichte nach 30 min, 1 h, 2 h und 3 h.

Im Gegensatz dazu haben die Mittelwerte der Kristallviolett-Werte und der

Frequenzwerte nur einen Korrelations-Koeffizienten von 0,78 (Werte nicht

dargestellt).
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4 Diskussion

4.1 Speicheladsorption

Wie in anderen Versuchen mit QCM-D, die ein Pellikel durch modifizierten
Speichel, der Uber eine Titanoberflache geschickt wurde, erzeugten, kommt es
bei der Adsorption von Speichel auf Titan zu einem Frequenzabfall [142, 146-
148]. Bei diesen Versuchen war eine zwei-stufige Adsorption zu erkennen, nach
der Spulung mit PBS wurde die Frequenz negativer. Dieser zwei-stufige Prozess
ist auch in der durchgefuhrten Versuchsreihe zu erkennen, bis zur 8. Minute der
Speicheladsorption fallt die Frequenz starker ab, danach wird die Kurve flacher.
Da im Speichel viele Bestandteile mit verschiedenen Bindungsmechanismen
auch untereinander vorkommen, ist davon auszugehen, dass verschiedene
Speichelbestandteile zeitversetzt adsorbieren.

Eine Messung zeigt viel hdhere Werte bei der Speicheladsorption als die anderen
Messungen. Madglicherweise unterschied sich die Proteinzusammensetzung des
modifizierten Speichels, oder der Speichel wurde nicht stark genug

durchgemischt und es adsorbierten mehr Speichelbestandteile.

Die Dissipation erhoht sich bei der Speicheladsorption leicht, da der Film Wasser
enthalt und so die Schwingung abdampft. Das gebildete Pellikel ist eher starr und
wenig wasserhaltig, da es aus Proteinen, also aus kleinen Komponenten im
Nanometerbereich besteht, die sich dichter zusammenlagern kénnen als groRere
Bestandteile wie Bakterien. Erkennbar wird dies an der negativen
Frequenzanderung in allen Frequenzen und der geringen Dissipation.

Ein interessanter Aspekt ist auch, dass die Adsorptionskurven, sobald nach dem
verdinnten und modifizierten Speichel mit PBS gespult wird, starker abfallen.
Das trat auch bei anderen Versuchen mit Speicheladsorption auf [84, 147]. Dies
hangt mit der unterschiedlichen Viskositat und dem lonengehalt der einzelnen
Fllssigkeiten zusammen.

In Versuchen von Doéring mit unverdiinntem modifizierten Speichel auf einem
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titanbeschichteten Quarzsensor traten im Durchschnitt héhere Frequenz- und
Dissipationsanderungen auf [148], wahrend bei Xu et al. bei einer
Speichelkonzentration von 20 % eine ahnliche Menge adsorbierte [142].
Maoglicherweise  adsorbieren durch die Verdinnung etwas weniger

Speichelbestandteile.

4.2 Agglutination von S. gordonii mit Speichel

Die Agglutination von S. gordonii mit verdunntem modifiziertem Speichel ist eine
interessante Nebenerkenntnis dieser Versuche. Da schon nach 4 Stunden
sichtbare Ausfallungen zu erkennen waren, kann vermutet werden, dass S.
gordonii nicht nur an Speichelbestandteile, die auf Oberflachen adsorbiert sind
andockt, sondern auch an frei im Speichel vorkommende Proteine. Dies ist
evolutionar gesehen interessant, da der Speichel sowohl anhaftungsfordernd als
auch eliminierend auf Bakterien wirken kann. Die Antikdrper im Speichel kdnnten
fur die Verklumpung verantwortlich sein. Es kénnten aber auch Speichelproteine
sein, die an keiner Oberflache haften, aber S. gordonii mit seinen Adhasinen
trotzdem binden, wie zum Beispiel Sialinsauren [85] oder Muzine [104].

Vermutlich ist Amylase nicht bei dieser Agglutination beteiligt, da Scannapieco et
al. zeigten, dass reine Amylase nicht zur Agglutination von S. gordonii fihrte [39].
Interessant ist auch, dass auf Bildern der verklumpten Bakterien (Abbildung 35)
in der Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung dichte Ansammlungen roter (also toter)
Bakterien zu sehen sind. Dies kdnnten Bakterien sein, die so stark agglutiniert
wurden, dass sie keine normale Funktion mehr ausfiuhren konnten und

abgestorben sind.
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Abbildung 35: Ausstrich von verklumpten Bakterien im Abfallgefél3 nach einer 25-
stiindigen Messung. Vergré3erung 600-fach. Aufféllig sind die verklumpten roten
Ansammlungen von Bakterien (Pfeile).

4.3 Positive Frequenzanderungen

In dieser Versuchsreihe traten durchweg positive Frequenzanderungen ab
Bakterienzugabe auf.

Da diese Versuche die initiale bakterielle Adhasion bei einer Maximaldauer von
3 Stunden untersucht haben, wird vermutet, dass die Messung beim
Vorhandensein der Einzelkultur von S. gordonii nicht durch andere
Mikroorganismen beeinflusst wird.

Normalerweise wirde eine Frequenzzunahme auf eine Desorption, also eine
Abnahme der Masse schlielen lassen. Da dies aber bei einer blanken
Titanoberflache, die mit Bakterien Uberspult wird, unmdglich sein dirfte, und da
auf den mikroskopisch untersuchten Quarzen immer Bakterien vorhanden waren,
muss man nach anderen Erklarungen suchen.

Positive Frequenzanderungen traten schon bei diversen anderen Versuchen in

verschiedenen Bereichen auf.
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Lapidot et al. lielRen Kalziumsufat-Kristalle auf einem QCM-D Sensor wachsen,
was anfangs durchweg negative Frequenzanderungen hervorrief, aber im
spateren Stadium des Kristallwachstums vor allem in den Obertonfrequenzen zu
positiven Frequenzanderungen fuhrte [149]. Sie entwickelten ein Modell, das
annimmt, dass die Kristalle anfangs starr sind und nach dem Sauerbrey-Modell
Frequenzabnahmen hervorrufen, wahrend im spateren Stadium die gréfReren
Kristalle elastisch schwingen, den Quarzsensor durch die starre Kopplung starker

in Schwingung versetzen und positive Frequenzanderungen erzeugen [149].

Bei lebenden Zellen beobachteten Molino et al. positive Frequenzanderungen bei
Messungen mit Kieselalgen. Sie vermuteten, dass die Frequenzanderungen
durch sich aktiv mit Aktinflamenten fortbewegende Kieselalgen verursacht
wurden [150]. In dieser Studie konnten die Frequenzanderungen nicht durch
morphologische Veranderungen oder viskoelastische Effekte der Kieselalgen
hervorgerufen worden sein, da diese eine harte Siliziumdioxidschale besitzen.

Da S. gordonii sich nicht aktiv fortbewegen kann, kann diese Erklarung nicht auf

die Ergebnisse der Versuche dieser Arbeit Ubertragen werden.

Positive Frequenzanderungen bei eukaryonten Zellen wurden von Galli Marxer
et al. festgestellt [139]. In deren Studie traten bei der Zugabe eines Aktin-
Polymerisations-Beschleunigers auf Leberepithelzellen positive Frequenz-
anderungen auf. Es wurde vermutet, dass eine festere Zelle, in der mehr
Zytoskelett vorhanden ist, eher positive Frequenzanderungen hervorruft als eine
normale Zelle.

Bakterien unterscheiden sich nicht nur in ihrer GréRe von Leberepithelzellen,
trotzdem konnte der Ansatz, dass festere Zellen positivere Frequenzanderungen
hervorrufen, auf S. gordonii GUbertragen werden. Eine festere Anhaftung auf der
Oberflache (durch mehr Adhasin-Rezeptor-Bindungen) koénnte zu einem
steiferen Biofilm fuhren, der positivere Frequenzanderungen hervorruft.

Bei Tymchenko et al. traten auch positive Frequenzanderungen auf, bei der
Adhasion von Fibroblasten auf Kollagen und Fibronektin [151]. Es wurden

morphologische Veranderungen der Zellen durch Zugabe von Cytochalasin D
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induziert, und es wurde angenommen, dass die viskoelastischen Eigenschaften
der Zellen fur die QCM-D Signale verantwortlich sind [151].

Olsson et al. brachten positive Frequenzanderungen verschiedener S. salivarius
Linien in Zusammenhang mit deren Fimbrienlange und -dichte [137]. Es zeigten
sich grollere positive Frequenzanderungen bei Linien mit mehr und dichteren
Fimbrien. Dies wurde mit einem grofderen Abstand zum Sensor und nicht mehr
in die Bakterienschicht hineinreichenden Obertonfrequenzen erklart.

AuRerdem wurde in einer anderen Arbeit das Wachstum von Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) und einer fimbrienfreien Mutante auf einem
Quarzsensor untersucht [152]. Es traten positive Frequenzanderungen auf, die
beim Wildtyp stark ausgepragt und bei der fimbrienfreien Mutante nur sehr
schwach waren [152].

Es wurden von Olsson et al. zwei Theorien flr die positiven Frequenzanderungen

aufgestellt:

1. Die abschwachende Scherschwingung des QCM-D-Gerats trifft mit der
Zellwand des Bakteriums auf ein dichteres Medium (davor Wasser), das die
Welle reflektiert. So konnte eine stehende Welle entstehen, die sich zwischen
den Bakterien und dem Quarzsensor befindet, und so selbst Oszillationen
hervorrufen kdnnte. Dies wirde erklaren, warum positive Frequenzanderungen
vor allem bei der Grundschwingung und niedrigen Obertonfrequenzen entstehen
(durch tiefere Eindringtiefe erhdht sich die Wahrscheinlichkeit einer stehenden
Welle).

2. Die Bakterien sind Massen, die punktférmig Uber die Fimbrien mit der
Quarzoberflache verbunden sind. Durch die punktférmigen Kontakte ist die
Masse des Bakteriums nicht fest mit dem Sensor verbunden und wird durch die
Oszillation des Quarzes selbst in Schwingung versetzt. Durch die punktférmigen
Kontakte und die GroRRe der Bakterien kommt allerdings eine Tragheit hinzu, die
auf den Quarzsensor eine Ruckstellkraft ausubt, die wiederum zu einer héheren

Frequenz des Sensors fuhren kann. Die ,aufgehangten® Bakterien wirken wie ein
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mitschwingendes Pendel, das im Gesamtsystem eine hdhere Schwingung
hervorruft. Diese Theorie wird, wie bei Dybwad (siehe Seite 81) [153] als

,coupled-resonator-model“ bezeichnet.

Olsson et al. stellten auBerdem fest, dass die Beschaffenheit der Grenzflache
von entscheidender Bedeutung ist.

Allerdings kann man die Ergebnisse von Olsson et al. nicht direkt auf die hier
durchgefuhrten Versuche Ubertragen. Man muss bedenken, dass nicht jedes
S. gordonii Bakterium Fimbrien besitzt, und dass diese nach heutigen
Erkenntnissen auch nicht sehr dicht verteilt sind [84]. Man wirde eine
fimbrienfreie Mutante von S. gordonii benétigen, um nachzuprufen, ob diese auch
positive Frequenzanderungen hervorruft oder nicht.

Es kann aber vermutet werden, dass ein Abstand zwischen Bakterium und
Sensor besteht. Ob dieser durch die sparlichen Fimbrien ausgel6st wird, oder ob
eventuell Speichelbestandteile oder EPS die Bakterien auf Abstand halten, ist

nicht sicher.

Le et al. untersuchten die Adhasion von Lactococcus lactis [154] (eine Linie, die
eine starke Adhasion zu PGM zeigte, und eine, die dies nicht tat) auf PGM (Pig
Gastric Mucin) und auf Styropor. Der Keim mit bekannter starker Adhasion zeigte
auf PGM eine deutlich grofliere positive Frequenz- und Dissipationsanderung als
der andere Keim. Die Autoren vermuten hier eine Adhasion nach dem coupled-
resonator-model von Olsson et al. [137] bzw. Dybwad [153] mit positiven
Frequenzanderungen. Weiterhin auffallig hier ist, dass trotz der eigentlich
starkeren Adhasion weniger Bakterien auf PGM als auf reinem Styropor
adharierten. Dies wird auf die eigentlich protektive Funktion des Muzins
zuruckgefuhrt.

Auch hier konnten die Daten nicht nach Sauerbrey ausgewertet werden, und es

wurde vermutet, dass die Steifigkeit der Bindungen eine wichtige Rolle spielt.

Bei Marcus et al. wurden positive Frequenzanderungen bei der Adhasion von

P. aeruginosa auf hydrophoben Oberflachen gemessen, sowohl wenn der Sensor
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hydrophob war, als auch wenn die Bakterienoberflache hydrophob war. Es wurde
eine stabile elastische Verbindung vermutet, bei der die Hydrophobie dafir sorgt,
dass mehr Wassermolekule die Oberflache verlassen und durch

Zellwandkomponenten ersetzt werden [155].

Dybwad benutzte QCM schon 1985, um den Kontakt zwischen dem Quarzsensor
und einer darauf liegenden Kugel an Luft zu untersuchen [153]. Da die Kugel
einen punktformigen Kontakt zum Quarzsensor hat, ist sie elastisch mit diesem
verbunden und hat beim Anlegen der Spannung eine eigene Resonanzfrequenz.
Ist die Masse der Kugel gering, ist die eigene Resonanzfrequenz der Kugel viel
groller als die des Quarzkristalls. Diese Situation ware mit der Sauerbrey-
Gleichung berechenbar.

Hat die Kugel aber eine GroéRe im Mikrometerbereich, ist die Eigenfrequenz der
Kugel geringer als die des AQuarzes. Dies resultiert in positiven
Frequenzanderungen nach dem coupled-resonator-model proportional zur

Steifheit des Kontaktes und unabhangig von der Masse der Kugel [153].

Pomorska et al. ubertrugen die Versuche von Dybwad ins wassrige Milieu und
untersuchten Kolloid-Partikel verschiedener Grolie [156]. Sie fanden heraus,
dass groliere Partikel (Uber 1 pm) auch in wassrigem Milieu positive
Frequenzanderungen zeigten. Durch Finite-Elemente Kalkulationen wurde
angenommen, dass diese Frequenzanderungen durch Punktkontakte zwischen
den Partikeln und der Sensoroberflache hervorgerufen wurden [156]. Adharierten
grol3e Objekte mit schwachen Bindungen auf dem Kristall, zeigte die positive
Frequenzanderung wie bei Dybwad nicht die Masse, sondern die Steifigkeit der
Verbindung des Objekts auf dem Quarz.

Dies ist sehr interessant, da punktférmige Kontakte auch bei Bakterien eine Rolle
spielen kdnnten. S. gordonii ist kugelformig und hat nur eine geschatzte Grolie

von 0,5 um, kénnte aber trotzdem noch in das Modell passen.

Auch fir S. gordonii traten schon mit einem QCM-Messsystem mit einem 10 MHz
Quarz (qCell T-Gerat, 3T analytik, Tuttlingen, Deutschland) positive
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Frequenzanderungen sowohl auf Pellikel als auch auf thrombozytenarmem
Blutplasma auf einem Goldsensor auf, wahrend sich mit thrombozytenreichem
Blutplasma negative Frequenzanderungen zeigten [84].

Da S. gordonii viele Bindungsstellen fur Thrombozyten hat, wurde angenommen,
dass der Film mit thrombozytenreichem Blutplasma eine hohere Steifigkeit hat
und mit der konventionellen Massentheorie erklart werden kann, wahrend auf

Speichel und thrombozytenarmem Plasma weichere Filme entstehen.

Mit demselben gCell T-Gerat traten bei S. gordonii auf einem Titansensor grof3e
negative Frequenzanderungen auf, wahrend auf Pellikel schwache positive

Frequenzanderungen wie in dieser Versuchsreihe zu erkennen waren [142].

Bei QCM-D-Messungen mit S. gordonii mit einem neuen System (OpenQCM Q',
Novaetech, Neapel, Italien) und einem 10 MHz Quarz traten auch positive
Frequenzanderungen auf [157], allerdings auf Gold. Es ist trotzdem auffallig,

dass S. gordonii wohl auf Gold ahnlich adhariert wie auf Titan.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass viele der hier erwahnten Studien positive
Frequenzanderungen mit punktférmigen Kontakten oder einer erhdhten
Steifigkeit der Bindung oder der Zellen selbst in Verbindung brachten.

Man muss allerdings beachten, dass bei den meisten Versuchen schwache
Verbindungen vorhanden waren. Das legt den Schluss nahe, dass positive
Frequenzanderungen insgesamt auf elastische und eher schwache Kontakte
hinweisen. Innerhalb der schwachen Verbindungen sind jedoch diejenigen mit
hdheren positiven Frequenzanderungen steifer. Bei einer starken Verbindung, die
nicht mehr elastisch ist, sind dann negative Frequenzanderungen zu erwarten.
Da S. gordonii bekanntermalien viele Adhasine fur Speichelproteine hat, und bei
den Versuchen mit Pellikel groRere positive Frequenzanderungen zu sehen
waren, ist es wahrscheinlich, dass auch hier mit Pellikel eine steifere Verbindung
als bei S. gordonii auf reinem Titan besteht. Diese Erkenntnis wiirde sich mit den
Versuchen von Pomorska et al. decken [156].
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4.4 Anfanglicher Abfall der Frequenz

Der anfangliche Abfall der Frequenz ab Bakterienzugabe trat ohne Pellikel
starker auf (siehe 3.9 Tabelle 6), und war in den hohen Obertonfrequenzen grol3er.
Er ereignete sich ohne Pellikel innerhalb der ersten 25 Minuten ab Bakteriengabe,
und hatte das Minimum bei 10 — 15 Minuten. Bei Adhasion auf die Pellikelschicht
trat er schwacher und auch nur in der 5. und 7. Obertonfrequenz auf, und zwar

innerhalb der ersten 15 Minuten mit Minimum bei ca. 10 Minuten.

Zu Beginn fallt die Frequenz leicht ab, die positiven Frequenzanderungen finden
also erst nach ca. 20 Minuten statt. Es liegt nahe, dass die Bakterien zu Beginn
noch uber den Quarzsensor ,rollen® und sich nur wenige Bindungen ausbilden.
Die wenigen schwach gebundenen Bakterien reichen nicht aus, um den
Quarzsensor nach dem coupled-resonator-model zu starkerer Schwingung
anzuregen. Stattdessen dampfen sie die Schwingung des Quarzes ab, was zu
einem kleinen Frequenzabfall fuhrt. Erst im weiteren Verlauf binden die Bakterien
elastisch an den Quarz und sind auf der Oberflache immer dichter gepackt, bis
sie Seite an Seite stehen und die Schwingungsenergie des Quarzes nicht mehr
an das Umgebungsmedium abgeben konnen. Erst in dieser Form kdnnen sie die

Frequenz des Quarzes erhdhen und positive Frequenzanderungen hervorrufen.

Ohne Pellikel wirde der Vorgang der schwachen Bindungen langer dauern, da
die Adhasion mit unspezifischeren Bindungen ablauft, wahrend mit Pellikel
schneller elastische Bindungen zu den Proteinen des Pellikels und so auch zum
Quarz ausgebildet werden kénnen. Der Ubergang zu den positiven

Frequenzanderungen findet mit Pellikel schneller statt.
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4.5 Vergleich der Sensorsignale mit und ohne Pellikel

4.5.1 Frequenz

Die Frequenz ist in der Grundfrequenz mit Pellikel am Ende der Messung doppelt
so hoch wie ohne Pellikel.

Da aber nicht mehr, sondern weniger Bakterien vorhanden sind, kann die grofiere
positive Frequenzanderung nicht von einer erhohten schwingenden
Bakterienmasse herriihren. Der Grund fur die Anderung muss innerhalb des
Biofilms liegen.

Eine wahrscheinliche Erklarung ist, dass die durch das Pellikel gegebene
spezifische Anhaftung eine steifere Verbindung zwischen Bakterien und Quarz
erzeugt, die daflr sorgt, dass weniger Energie an das Umgebungsmedium
abgegeben wird, und mehr an den Quarz. So schwingt das Gesamtsystem aus
Quarz und daran haftendem Bakterium schneller und die Frequenz erhéht sich
entsprechend dem coupled-resonator-model von Olsson et al. [137] bzw.
Dybwad [153]. Die verantwortlichen spezifischen Bindungen zwischen Adhasin
und Pellikel sind unspezifische Krafte, die aber hochlokalisiert auf bestimmten
Oberflachenregionen auftreten und deshalb starker als unspezifische Bindungen
sind [30].

Betrachtet man S. gordonii mit seinen vielen Adhasinen fur Bestandteile des
Pellikels, erscheint es logisch, dass es durch Rezeptoren fur Amylase [78],
Sialinsauren [86], PRPs [102], Muzine und Glykoproteine [104] eine steifere
Verbindung zum Pellikel aufbauen kann als zu einer reinen Titanoberflache, auf
die es mit unspezifischen Anhaftungssystemen adhariert.

Dass die positive Frequenzanderung mit der Hohe der Obertonfrequenz geringer
wird, kbnnte daran liegen, dass die Grundfrequenz am weitesten in die Probe
hineinreicht (252 nm), also die Bakterien am besten noch erreichen kann. Da die
Obertonfrequenzen nur 146 nm (F3), 113 nm (F5) und 95 nm (F7) weit in die
Probe reichen, nehmen sie weniger der positiven Signale der Bakterien auf und

messen eher in der Nahe des Pellikels, wo Proteine adsorbiert sind.
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4.5.2 Dissipation

Im Gegensatz zur Frequenz ist die Dissipation bei Messungen mit Pellikel in allen
Frequenzen geringer. Dies zeigt einen deutlich geringeren Einschluss von
Wasser in dem Biofilm mit Pellikel und eine héhere Steifigkeit.

Je hoher die Obertonfrequenz, desto niedriger die Dissipation. Dies liegt
hochstwahrscheinlich daran, dass der Biofilm weiter von der Sensoroberflache
entfernt immer wasserhaltiger wird, weil dort Bakterien detektiert werden,
wahrend in den untersten Schichten Proteine (entweder vom Pellikel oder
eventuell auch von den Bakterien sekretierte Proteine wie Glykosyltransferasen

oder AbpA) vorhanden sind, die den Film in den tieferen Ebenen dichter machen.

Auffallig ist weiterhin die Dissipation von 100 E-6 ohne Pellikel und von nur 40
E-6 mit Pellikel in der Grundfrequenz. Daran kann man erkennen, dass das
Pellikel, das sich ja nur in der untersten Ebene direkt Uber dem Quarzsensor
befindet, trotzdem einen Einfluss auf die Beschaffenheit des Biofilms Uber die
gesamten 252 nm, die detektiert werden konnen, hat. Die viel schwachere
Dissipation mit Pellikel legt einen geringeren Einschluss von Wasser nahe, der
durch einen dichteren Biofilm zu erklaren ist.

Es stellt sich allerdings die Frage, warum dann trotz dichterem Biofilm weniger
Bakterien an das Pellikel binden als an die blanke Titanoberflache.
Maoglicherweise sorgen die vergleichsweise groRen Bakterien daflir, dass
zwischen den Bakterien mehr Wasser eingelagert ist. Mit einer erhohten
Bakterienmasse konnte dann der Film wasserhaltiger werden.

Madglicherweise ist der Biofilm mit Pellikel auch insgesamt steifer, sodass die
evaneszente Welle des QCM-D-Gerats nach Beenden der Anregung nicht so
schnell zum Stillstand kommt wie beim Biofilm ohne Pellikel, der nicht so steif

gebunden ist.
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4.5.3 D/F Verhaltnis

Man kann die Dissipation Uber die Frequenz auftragen, um die Rigiditat des
Biofilms zu beurteilen. Dabei zeigt ein niedriges AD/AF Verhaltnis, also eine
niedrige Steigung der Kurve, eine Massezunahme ohne signifikanten
Dissipationsanstieg. Dies bedeutet, dass ein eher fester, starrer Film vorliegt
[154].

Ein hohes Verhaltnis spricht dagegen fur einen weichen und dissipativen Film.

Abbildung 36 zeigt ohne Pellikel eine steilere Kurve, was fiur einen weicheren
Film spricht. Auffallig ist der anfangliche Ausfall ins Negative, der den
anfanglichen Abfall der Frequenz bei der Messung ohne Pellikel zeigt. Das deutet
auf eine starre und dampfungsarme Bindung zu Beginn hin.

Die Kurven der Obertonfrequenzen verlaufen ahnlich, auch dort sind die Kurven

mit Pellikel flacher.
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Abbildung 36: D-F-Diagramme ohne Pellikel (oben) und mit Pellikel (unten).
Zusammengestellt aus den Mittelwerten der Grundfrequenz und den dazu
gehérenden Mittelwerten der Dissipation der Grundfrequenz.
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4.5.4 Kristallviolett

Auf der Titanoberflache mit Pellikel waren weniger Bakterien vorhanden als auf
dem unkonditionierten Titan. Dies entspricht dem Ergebnis von Rogers, der die
Adhasion von S. gordonii DL1 auf Hydroxylapatit mit und ohne Pellikel verglich
[158].

Zur Adharenz von S. gordonii mit und ohne Pellikel gibt es sehr widerspruchliche
Ergebnisse.

So zeigten Versuche von Gibbons et al. mit S. gordonii (hier Blackburn-Stamm)
mehr Bakterien auf Hydroxylapatit mit Pellikel [102].

Genauso stellten Edgerton et al., allerdings nur mit HSMSL-Pellikel (nur aus Gl.
submandibularis und sublingualis) eine erhdhte Adhasion von S. gordonii auf
Titan fest [38]. Es ist aber zu beachten, dass die Bedingungen nicht identisch
waren. Wahrend in den Versuchen dieser Arbeit eine Messzelle mit einer planen
Sensor-Oberflache benutzt wurde, verwendeten Edgerton et al. Titan-Granulat in
Tubes und inkubierten die Bakterien fir 2 Stunden auf einem Schuttler. Dabei
traten vermutlich groRere Scherkrafte auf als in der hier durchgefuhrten
Versuchsreihe. Dies konnte die These unterstlitzen, dass die Bakterien auf
Oberflachen mit Pellikel starker anhaften. Da auf einem Pellikel mehr spezifische
und somit starkere Bindungen vorhanden sind, konnte es sein, dass diese bei
grollen Scherkraften besser haften als Bakterien mit unspezifischen Bindungen
ohne Pellikel.

Die Scherkrafte, die in dieser Versuchsreihe auftraten, sind sehr gering. Wu et al.
zeigten schon, dass in einer QCM-D-Messzelle bei einer Durchflussrate von 110
ul/min Scherraten von 0,064 s-! auftraten [147]. Bei kleinen Scherkraften dieser
Grolenordnung kénnen diese vernachlassigt werden. Werden die Scherkrafte
jedoch groler, wie in der Studie von Edgerton et al., so kdnnten auf dem Pellikel
mehr Bakterien haften als auf der bloRen Titanoberflache, weil sie durch die
Bindung am Pellikel besser gegen Abscherung geschutzt sind.

Die Bakterienadhasion ist also sehr sensibel, Faktoren wie der Bakterienstamm,
die Oberflachencharakteristik oder die FlieRgeschwindigkeit der umgebenden

Fllssigkeit kdnnen starke Einflisse ausuben.
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Mithilfe der Kristallviolettmessung konnte gezeigt werden, dass bei in dieser
Versuchsreihe gebildeten Biofilmen mit Pellikel weniger Bakterien vorhanden
waren, trotz groRerer Frequenzzunahme. Dies zeigt, dass die Frequenzzunahme
durch eine Veranderung innerhalb des Biofilms und nicht durch die
Bakterienanzahl hervorgerufen wurde.

Hingegen steigt die Dissipation mit der Anzahl der Bakterien an, vermutlich weil
eine groRere Anzahl von Bakterien mehr Wasser mitzieht, beziehungsweise
einschlief3t.

Moglicherweise adharieren mit Pellikel weniger Bakterien, weil die
antibakteriellen Bestandteile des Speichels (unter anderem IgA, Lactoferrin und
Lysozym) eine bestimmte Anzahl der Bakterien eliminieren. Diese Theorie ist
aber eher unwahrscheinlich, da Bakterien im Uberschuss durch die Messzelle
geschickt werden, und im Verhaltnis dazu die Menge der adsorbierten
Speichelmolekile eher gering ist.

Die weiteren Erklarungen fur dieses Phanomen werden in Kapitel 4.7

Hypothesen diskutiert.

4.6 Vorgange an der Grenzflache

Fasst man alle bisherigen Erkenntnisse zusammen, kommt man zu dem Schluss,
dass die in dieser Versuchsreihe gebildeten Biofilme sich in ihrer Festigkeit
unterscheiden. So hat der auf Pellikel gebildete Biofilm einen geringeren
Wassergehalt (D niedriger als ohne Pellikel) und enthalt weniger Bakterien (KV
niedriger als ohne Pellikel), wahrend die Steifigkeit groRer (F hdher als ohne
Pellikel) ist. Der Biofilm, der sich ohne Pellikel bildet, hat einen hdheren
Wassergehalt, enthalt mehr Bakterien und ist weniger steif.

Wie aber bei bisher allen Versuchen mit positiven Frequenzanderungen kénnen
auch hier nur Hypothesen aufgestellt werden, da die Interpretation dieser Daten
schwierig ist, und die Herkunft der positiven Signale noch nicht eindeutig geklart
werden konnte.

Al-Ahmad et al. beschreiben in ihren Versuchen zur initialen Besiedelung von

Implantatmaterialien, dass fast nur die Oberflachentopografie fir die Besiedelung
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ausschlaggebend ist [54]. Betrachtet man nun die sich unterscheidenden
Frequenzen und Dissipationen mit und ohne Pellikel, die unter dem Mikroskop
auller der Anzahl der Bakterien keine Veranderungen zeigen, aber eine
Veranderung der Struktur des Biofilms nahelegen, ist das Pellikel ebenfalls eine
wichtige Komponente bei der bakteriellen Adhasion und sollte bei Versuchen mit
Biofilmen, die den Mundraum betreffen, nicht ignoriert werden.

Fir die weitere Forschung ware es sehr interessant, die Bindung von S. gordonii
an das Pellikel zu unterdrucken, da dies einen ersten Schritt zur Entwicklung von

bakterienarmen Oberflachen darstellen wirde.

4.7 Hypothesen

Da bei den hier durchgefuhrten Versuchen mit zunehmender Bakterienmasse die
Frequenz steigt und nicht wie man vermuten wurde abfallt, taucht man in das
Gebiet der bakteriellen Wechselwirkungen an Grenzflachen ein, eine fir diese
Organismen lebensnotwendige und evolutionar stark ausgepragte Eigenschaft.
Die Bindung von Bakterien an Oberflachen ist nicht starr, sondern geschieht in
verschiedenen Stufen und involviert verschiedene unspezifische und spezifische
Anhaftungssysteme (siehe 1.6.4 Adhasine).

Aufgrund der verschiedenen Anhaftungssysteme von Bakterien ist es schwer zu
differenzieren, welches im Einzelnen fiir eine bestimmte Reaktion verantwortlich
ist.

Im Folgenden werden 3 Hypothesen aufgestellt, wie die Veranderungen beim

Biofilm, der sich auf Pellikel bildet, zu erklaren sind.

1. Krajewski et al. entdeckten mithilfe von Rasterkraftmikroskopie, dass
Fimbrien vor allem an den Polen von S. gordonii DL1 lokalisiert sind [84].
Nimmt man nun an, dass S. gordonii-Ketten vor allem mit ihren Fimbrien
an den Polen an das reine Titan binden, da durch die vergroRerte
Oberflache starkere Van-der-Waals Krafte wirken, konnten sich die
Bakterienketten im weiteren Verlauf teilweise aufstellen, da die mittleren

Bakterien in der Kette nicht so stark binden kbnnen und von neuen
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endstandigen Bakterien anderer Ketten verdrangt werden. Im Gegensatz
dazu waren im Versuch mit Pellikel auf allen Bakterien (nicht nur an den
endstandigen) viele Bindungsstellen fur das Pellikel vorhanden (dies sind
zum Beispiel Adhasine auf der Zellwand fur Amylase, Sialinsaurereste,
Glykoproteine, prolinreiche Proteine, Muzine und Agglutinin, siehe 1.6.4).
Dadurch legen sich die Streptokokkenketten auf die mit Pellikel
konditionierte Oberflache und sie adharieren fester, sorgen dadurch aber
auch dafur, dass weniger Bakterien insgesamt adharieren konnen. Diese
Theorie, in Abbildung 37 skizziert, wirde die gréf3ere Anzahl von Bakterien
ohne Pellikel erklaren, genauso wie die groRere Dissipation ohne Pellikel
(Die Bakterien stehen nicht so dicht, die Ketten ragen beweglich und
dampfend ins Medium hinein und es befindet sich mehr Wasser in den
Zwischenraumen) und die geringere Frequenzanderung ohne Pellikel

(aufgrund des nicht so steifen Films).

G Bakterium
%, | Pellikel
(
Ll
\ 1 71
Ohne Pellikel Mit Pellikel

Abbildung 37: Schematische Darstellung von Hypothese 1: Ohne Pellikel binden
die Bakterien vor allem mit ihren Fimbrien (rot), die an den polaren Regionen
lokalisiert sind, am Quarz, wédhrend mit Pellikel (griin) Rezeptoren auf der
gesamten Quarzoberfldche gebunden werden kbnnen.
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2. Abbildung 38 zeigt schematisch, wie spezifische Bindungen im Pellikel fur
ein starkeres Anhaften der Bakterien sorgen koénnten. Es sind mehr
Bindungen vom Biofilm zum Quarz vorhanden, dadurch entsteht eine
steifere Verbindung zwischen Quarz und Bakterien und der Quarz wird
aufgrund des coupled-resonator-models starker in Schwingung versetzt.
So steigt die Frequenz starker als bei den schwacher gebundenen
Bakterien ohne Pellikel. Die erhdohte Anzahl von spezifischen, also
starkeren Bindungen kann gut mit dem Vorhandensein des Pellikels und
mit den darin enthaltenen verschiedenen Speichelproteinen, die an S.
gordonii binden, erklart werden. Ohne Pellikel binden die Bakterien nur mit
unspezifischen Bindungen, sind elastischer gebunden und versetzen den
Quarz nicht so stark in Schwingung wie die steifer an das Pellikel
gebundenen Bakterien. Dass ein Bakterium S. sanguinis, ein naher
Verwandter von S. gordonii, 13.000 bis 33.000 Proteine Amylase binden
kann [159], zeigt anschaulich, wie viel mehr Bindungsstellen mit Pellikel
vorhanden sein konnten. Weiterhin ist Amylase nur eines der Proteine, an
das S. gordonii binden kann, es gehort zu den Bakterien mit den meisten
Bindungsstellen fir Bestandteile des Speichels [5]. Eventuell sind mit
Pellikel weniger Bakterien vorhanden, weil die anhaftenden Bakterien in
einen Biofiilmmodus wechseln, bei dem zwischen den Bakterien mehr

Abstand gelassen wird, um spater genug Platz fir Nahrstoffe und die

Biofilmmatrix zu haben.

Ohne Pellikel Mit Pellikel

Abbildung 38: Schematische Darstellung von Hypothese 2: Ohne Pellikel sind
nicht so viele Bindungsstellen (rote Areale auf den Bakterien) vorhanden, was fiir
ein schwécheres Anhaften sorgt. Mit Pellikel (griin) gibt es mehr Bindungsstellen
und die Bakterien kbnnen mehr Bindungen zum Pellikel ausbilden.
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3. S. gordonii sekretiert Substanzen sobald es mit Pellikelbestandteilen in
Berihrung kommt. Da in Vorversuchen schon die Gabe von Zuckerlésung
das QCM-D Signal veranderte, ist es wahrscheinlich, dass sezernierte
Substanzen dies auch tun wirden. Im Uberstand von Bakterienkulturen
von oralen Streptokokken wurde AbpA nachgewiesen [17]. Weiterhin kann
S. gordonii, wie in der Einleitung erklart, Glykosyltransferasen freisetzen,
die Glukane bilden. Die Produktion dieser Proteine und mdglicherweise
weiterer, bis jetzt noch nicht identifizierter Proteine, kdnnte zu einer
dichteren Verteilung dieser Proteine in der Nahe des Quarzsensors flhren.
Nicht sicher ist allerdings, ob S. gordonii wirklich mehr dieser Proteine
herstellt, wenn ein Pellikel vorhanden ist. Bis jetzt ist nur bekannt, dass
AbpA vermehrt hergestellt wird, wenn in der Umgebung von S. gordonii
Maltose oder Maltotriose vorhanden sind. Im modifizierten Speichel
konnten diese vorhanden sein. Zwar wurde der Speichel nilchtern
gesammelt, dennoch koénnten noch Reste von Starke oder deren
Abbauprodukte durch Amylase vorhanden gewesen sein. Die sezernierten
Substanzen wirden, wie in Abbildung 39 skizziert, flr einen dichteren
Biofilm sorgen und erklaren, warum die Dissipation mit Pellikel geringer ist.
Falls die sezernierten Substanzen Adhasine sind, kdnnten sie wiederum
fur eine starkere Bindung der Bakterien an den Quarz sorgen und zu

groRerer Frequenzanderung fuhren.

200099 200 90

Ohne Pellikel Mit Pellikel

Abbildung 39: Schematische Darstellung von Hypothese 3: Ohne Pellikel binden
die Bakterien unspezifisch. Mit Pellikel (griin) wird durch dessen Bestandteile die
Ausschlittung von Stoffen ausgelést (rot), die den Biofilm verdichten.
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4.8 Korrelation der Bakterienzahl mit Frequenz und
Dissipation

Die Kristallviolettfarbung zeigt, dass die Dissipation besser mit der Bakterienzahl
korreliert als die Frequenz. In den einzelnen Messungen ist dieser Trend nicht
sehr deutlich auszumachen, was vermutlich an dem zwar schwachen, aber
unterschiedlich starken Drift, der in den verschiedenen Messungen vorkam, liegt.
Auch Westas et al. fanden, allerdings bei menschlichen Fibroblasten, eine
Korrelation zwischen Dissipation und Zellzahl auf den Quarzsensoren [160].

Die Korrelation der Dissipation mit der Anzahl der Bakterien ist nachvollziehbar,
da die Dissipation anzeigt, wie viel Wasser ein Film enthalt und durch eine hdhere
Anzahl vergleichsweise grof3er Bakterien der Film wasserhaltiger wird.

FuUr die Korrelation der Bakterienzahl mit der Dissipation spricht weiterhin, dass
mit Pellikel kleinere Dissipationswerte und gleichzeitig weniger Bakterien
auftraten, wahrend ohne Pellikel mehr Bakterien adhéarierten und dort auch die
Dissipation hdéher war. Trotzdem waren mit Pellikel 72,2 % der Bakterien
verglichen mit der Zahl ohne Pellikel vorhanden, wahrend die Dissipation nur
40 % verglichen mit der Dissipation ohne Pellikel war. Im Vergleich mit und ohne
Pellikel passt die Korrelation nicht so gut wie im Vergleich verschiedener gleicher
Messungen Uber die gesamte Zeit.

Nicht nur deshalb sollte die Dissipation nicht vorbehaltlos als Indikator der
Bakterienanzahl Ubernommen werden. Es konnen zwischen einzelnen
Messungen auch leicht gro3ere Schwankungen, zum Beispiel verursacht durch
einen anfanglichen Drift, entstehen. Kristallviolettmessungen sind ein wesentlich
sichererer Indikator fur die Anzahl der Bakterien.

Ein weiteres Problem ergibt sich bei unterschiedlichen Anhaftungsbedingungen
wie in den hier durchgefihrten Versuchen. Da mit Pellikel der komplette
Anhaftungsprozess verandert wurde, kann man nicht mit Sicherheit sagen, ob
mogliche Anderungen des Wassergehaltes von einer Veranderung der
Bakterienzahl oder von einer Anderung der Struktur des Biofilms herriihren.
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4.9 Vergleich des D300-Systems mit anderen QCM-D-

Systemen

Es wurden schon diverse Versuche mit QCM-D und S. gordonii durchgefuhrt, bei
denen unterschiedliche QCM-D-Systeme zur Anwendung kamen. Um die
Ergebnisse zu vergleichen und einzuordnen, wurde Tabelle 7 erstellt, die
Versuche zeigt, deren Durchlaufprotokolle denen dieser Arbeit ahneln.

Xu et al. [142] und Krajewski et al. [84] benutzten das qCell T-Gerat (3T analytik,
Tuttlingen, Deutschland), das eine Grundfrequenz von 10 MHz hat und keine
Obertonfrequenzen aufzeichnet, wahrend Schultheil3 [157] das relativ neue
OpenQCM Q' (Novaetech, Neapel, ltalien) benutzte. Dieses kann mit
Quarzsensoren mit verschiedenen Grundfrequenzen betrieben werden, und es
kénnen Obertonschwingungen gemessen werden, allerdings nicht simultan.
Weiterhin konnte mit diesem System die Temperatur in der Messzelle nicht
konstant gehalten werden, was die Messungen etwas verfalscht.

Die Laufzeiten der Versuche in dieser Arbeit waren langer, da die Kurven aber
einen Sattigungscharakter hatten und sich in der letzten Stunde nicht mehr stark
veranderten, konnen sie verglichen werden. Die Flussrate dieser Arbeit (110
pI/min) war auch hoher als die der anderen hier zitierten Versuche (60-71 pl/min),
kann aber immer noch als sehr gering eingestuft werden. Es ist unwahrscheinlich,
dass sich das Adhasionsverhalten bei einem Unterschied der Flussrate dieser
GrolRenordnung andert.

Da bei allen Arbeiten S. gordonii Uber Titan und Gold mit und ohne
Speichelkonditionierung geschickt wurde, sollten die erhaltenen Werte fur die
einzelnen Metalle dhnlich sein. Auf Titan sollten die Werte der 10 MHz-Sensoren
zwischen den gemessenen 5 MHz und 15 MHz Werten dieser Arbeit liegen.

Es fallt allerdings auf, dass die gemessenen Werte ohne Pellikel sich sehr stark
voneinander unterscheiden, die beobachteten Frequenzanderungen gehen von
+59 bis -445 Hz, wahrend die gemessene Dissipation sogar von +24 bis +1298
E-6 reicht.

Im Gegensatz dazu sind die gemessenen Werte mit Pellikel einheitlich, und auf

Titan mit Pellikel stimmen die Werte nahezu (berein.
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Tabelle 7: Vergleich verschiedener QCM-D-Messungen mit S. gordonii mit und
ohne Pellikel. Die Frequenz- und Dissipationsdnderungen sind Mittelwerte aus
mindestens n=3 Messungen, die mit (E) gekennzeichneten Werte sind
Einzelwerte.

Diese Arbeit Xu et al. Schultheil Krajewski et
al.
Sensoroberflache Titan Titan Gold Gold
QCM-D-Gerat Q-Sense 3T analytik OpenQCM 3T analytik
D300 gCell T Q1! gCell T
Aufgezeichnete Fre- 5 MHz,
guenzen 15 MHz, 10 MHz 10 MHz 10 MHz
25 MHz,
35 MHz
Laufzeit Bakterien 180 min 120 min 120 min 150 min
Flussrate 110 pl/min 60 pl/min 70,8 pl/min 60 pl/min
Kontaktwinkel 22° hydro-  47° moderat n. a. 66° moderat
phil hydrophil hydrophil
AF nur S. g. (Hz)
5 MHz +22
10 MHz -226 +59 -445
15 MHz +14
AD nur S. g. (1 E-6)
5 MHz +100
10 MHz +398 +135 (E) +1298
15 MHz +24
AF Pellikel + S. g.
(Hz)
5 MHz +42
10 MHz +39 +144 +101
15 MHz +20
AD Pellikel + S. g.
(1 E-6)
5 MHz +40
10 MHz +28 +35 (E) +76
15 MHz +7

Mit Pellikel fallt die Oberflache des Sensors nicht stark ins Gewicht, es sind
sowohl auf Titan als auch auf Gold positive Frequenz- und
Dissipationsanderungen zu erkennen.

Es ist bekannt, dass abhangig von der Oberflache unterschiedliche Bestandteile
des Speichels in unterschiedlichem Male adsorbieren [38]. Daran bindende
Bakterien kdnnten dann ein unterschiedliches Adhasionsverhalten auf Titan und
Gold zeigen, was die kleineren Unterschiede in Frequenz und Dissipation
zwischen den Versuchen mit Pellikel auf Gold- und Titanoberflachen erklaren

wurde.
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Ohne Pellikel spielt die Oberflache eine grof’e Rolle. Wahrend unter dem
Mikroskop bei allen Versuchen dicht mit Bakterien besiedelte Sensoren zu
erkennen waren, zeigen die QCM-D-Signale eine unterschiedliche Art der
Anhaftung.

Die Anhaftung von Bakterien wird beeinflusst durch das Material, auf das die
Bakterien adharieren, aber auch durch Oberflacheneigenschaften dieser
Materialien. Da sich die Signale auf Titan in den zwei Versuchen (diese Arbeit
und Xu et al.) so stark voneinander unterscheiden, stellt sich die Frage, was den
Unterschied verursacht haben kénnte. Die Sensoren des Q-Sense und des qCell
T Gerats haben eine vergleichbare Rauheit, deshalb kdnnen die Unterschiede
nicht damit erklart werden. Die Hydrophilie unterschied sich in den Versuchen.
Schon 1988 zeigte Absolom, dass sowohl die Hydrophilie von Bakterien als auch
die Hydrophilie von Oberflachen eine wichtige Rolle bei der bakteriellen Adhasion
spielen [161]. Schweikl et al. fanden eine schwache Korrelation der Hydrophilie
der Oberflachen von zahnarztlichen Werkstoffen zur Anzahl von adharierten S.
gordonii [162]. Mit zuvor aufgetragenem Speichel gab es keine solche Korrelation
[162]. Moglicherweise hat die Hydrophilie einer Oberflache Auswirkungen auf das
Adhasionsverhalten von S. gordonii.

Es wurde schon festgestellt, dass S. mutans aus der Gruppe der Viridans-
Streptokokken abhangig vom Umgebungsmedium seine Hydrophilie andern
kann [163], mdglicherweise kann S. gordonii dies auch.

Auch die Reinigung des Quarzes konnte fir die unterschiedlichen Signale
verantwortlich sein, entweder aufgrund nicht detektierbarer Verschmutzungen
auf der Oberflaiche oder der Anderung der Hydrophilie durch bestimmte

Reinigungsprotokolle.
In Abbildung 40 sind schematisch zwei Bakterien in verschiedenen Abstanden

zum Sensor dargestellt, zusammen mit den Eindringtiefen der akustischen

Wellen der verschiedenen QCM-D-Systeme.
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200nm

Sensor

Abbildung 40: Schematische Darstellung von zwei Bakterien (A und B) in
verschiedenen Abstdnden vom QCM-D-Sensor. Grbé3en néherungsweise
malstabsgetreu mit: Durchmesser Bakterien 500 nm, und den akustischen
evaneszenten Wellen, die 252 nm (5 MHz), 180 nm (10 MHz), 146 nm (15 MHz),
113 nm (25 MHz) und 95 nm (35 MHz) in das Medium ragen.10 MHz werden vom
qCell T-Geréat und vom OpenQCM Q" aufgezeichnet, die restlichen Frequenzen
vom Q-Sense Gerét.

Bakterium A wirde, sofern verhaltnismaRig fest auf dem Sensor gebunden,
negative Frequenzanderungen in allen Frequenzen hervorrufen. Bakterium B
wurde, sofern eine punktféormige Bindung zum Sensor besteht, positive
Frequenzanderungen unter bestimmten Bedingungen hervorrufen. Dafir muss
die Eigenresonanzfrequenz fe des Bakteriums unter der Resonanzfrequenz des
Quarzsensors liegen [152]. Die Eigenresonanzfrequenz wird mit der folgenden
Gleichung, abgeleitet von der Schwingungsgleichung eines Federpendels,
beschrieben [152, 153, 156, 164].
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Hierbei ist
fe = Eigenresonanzfrequenz in Hz
k = Steifheit des Kontaktes zum Sensor in N/m

m = Masse des Bakteriums in kg

Wenn die Steifheit des Kontakts grof3 genug ist, um eine Eigenresonanzfrequenz
hervorzurufen, die Uber der des Quarzsensors liegt, entstehen negative
Frequenzanderungen, ist die Steifheit des Kontakts geringer, werden positive
Frequenzanderungen aufgezeichnet.

Diese Gleichung gqilt allerdings nur flr punktférmige Kontakte. Sollten die
Bakterien Uber eine groRere Flache mit dem Quarz fest verbunden sein, wirden
sie immer negative Frequenzanderungen nach der konventionellen
Massenbeladungstheorie hervorrufen.

Bakterium B wiurde also bei geringer Steifheit des Kontakts zum Sensor bei 5
MHz, 10 MHz und 15 MHz positive Frequenzanderungen hervorrufen. Bei 25
MHz und 35 MHz wurden keine Veranderungen zu erkennen sein. Da davon
auszugehen ist, dass nicht alle Bakterien genau den gleichen Abstand zum
Sensor haben, werden die Frequenzsignale sich gegenseitig tberlagern und eine
durchschnittliche Gesamtfrequenzanderung hervorrufen.

Wegen der grol3en negativen Frequenzanderungen in beiden Versuchen mit dem
gCell T-System ohne Pellikel ist es wahrscheinlich, dass die Bakterien relativ fest
auf dem Quarz liegen (vergleiche Bakterium A, Abbildung 40) und keine
punktférmigen Kontakte vorhanden sind. Beim Q-Sense Gerat und beim Open
QCM-" sind ohne Pellikel allerdings, aufgrund der positiven Frequenzanderungen,
punktférmige Kontakte vorhanden (vergleiche Bakterium B, Abbildung 40). Es
kann vermutet werden, dass verschiedene Oberflacheneigenschaften der
unterschiedlichen Sensoren daflir verantwortlich sind. Ob es wirklich die
Hydrophilie der Oberflache ist, die diesen grolten Unterschied bei der Anhaftung

verursacht, ware fur die weitere Forschung sehr interessant. Es kdnnte an beiden
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Sensoren eine Plasmareinigung durchgefiihrt werden, um ihnen eine
vergleichbare Hydrophilie zu geben, was mit einer Kontaktwinkelmessung
bestatigt werden konnte. Waren die Ergebnisse dann ahnlich, ware ersichtlich,
dass die Hydrophilie das Adhasionsverhalten der Bakterien stark beeinflusst.
Mit Pellikel kdnnen die Bakterien nicht mehr direkt auf dem Quarz liegen und es
entstehen punktférmige Kontakte, durch Fimbrien, Adhasine oder EPS. Es liegt
immer ein Abstand zum Sensor vor und die Werte werden bei allen drei QCM-D-
Systemen vergleichbar.

Sowohl auf Titan als auch auf Gold kann S. gordonii also positive oder negative
Frequenzanderungen zeigen, wahrend auf Pellikel nach jetzigem Kenntnisstand
auf Titan und Gold bei 5 MHz und 10 MHz immer positive Frequenzanderungen

auftreten.

4.10 QCM-D zur Detektion von Biofilmen

QCM-D ist allein nicht geeignet, um die genaue Beschaffenheit von Biofilmen
festzustellen. Es kdnnen nur Hinweise enthommen werden, die ohne zusatzliche
Untersuchungen mit anderen Methoden schwer zu entschllsseln sind. Dies trifft
insbesondere auf die im Versuch erhaltenen Ergebnisse mit positiven
Frequenzanderungen zu. Man kann nicht sicher sagen, ob die positiven
Frequenzanderungen nach dem coupled-resonator-model erfolgen, oder ob
manche Bakterien negative Frequenzanderungen hervorrufen, die von den
positiven Uberlagert werden. Die Dissipation kann allerdings einen Hinweis
darauf liefern, wie wasserhaltig der Biofilm ist, und in diesem Fall auch, wie viele

Bakterien darin enthalten sind.

Da der Biofilm mit Pellikel weniger Wasser enthalt, ist es wahrscheinlich, dass
die Bakterien fester an das Pellikel binden oder Substanzen sekretieren. Daraus
resultieren eine starkere Bindung und ein festerer Biofilm. Um genauere
Informationen zu erhalten, sollte der auf den Sensoren gebildete Biofilm, und
auch die Oberflache der Bakterien genauer untersucht werden.

Es gibt mittlerweile auch QCM-D-Systeme, die bis zur 13ten Obertonfrequenz

100



messen, bei Versuchen mit Bakterien zeigten diese aber meist sehr ahnliche
Werte fur alle Obertonfrequenzen oberhalb der Siebten [154]. Da Bakterien
verhaltnismalig grofd sind, und die hoheren Obertonfrequenzen immer weniger
tief in die Probe reichen, sind diese Systeme mit hoheren Obertonfrequenzen
zumindest fir die Detektion von Bakterien nicht notwendig.

Dass sich die gebildeten Biofilme auf reinem Titan mit zwei verschiedenen QCM-
D-Systemen stark unterschieden, legt nahe, dass Eigenschaften wie die freie
Oberflachenenergie und die Hydrophilie eine gro3e Rolle bei der bakteriellen
Adhasion spielen. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, kann bei Versuchen
mit Bakterien empfohlen werden, wenn maoglich, die Sensoren mit einer vorher
aufgebrachten Schicht (Pellikel, Nahrmedium, etc.) zu versehen, damit die

Ergebnisse mit anderen Systemen verglichen werden konnen.

QCM-D ist ein sehr gutes Messgerat zur Detektion von Proteinen und auch der
Bindung von Proteinen an andere Proteine und Oberflachen.

Fir die Messung mit Bakterien ist es jedoch bis jetzt nur bedingt geeignet, da es
noch nicht moglich ist, die Ergebnisse eindeutig zu interpretieren. Allerdings lasst
das Auftreten von positiven Frequenzanderungen auf ein verandertes
Bindungsverhalten schlieen, was mit anderen Methoden nicht festzustellen
gewesen ware.

QCM-D hat groRRes Potenzial fur lebende Zellen, da es deren Signale live und
ohne Markierung auswerten kann. Unter einem Mikroskop sehen die Biofilme,
die mit und ohne Pellikel gebildet werden, identisch aus, trotzdem konnen mit
QCM-D Unterschiede detektiert werden, die sonst unentdeckt bleiben wurden.
Ein weiterer Vorteil von QCM-D ist, dass sehr viele Versuchsaufbauten maoglich
sind. So kdénnen die Quarze nicht nur mit den verschiedensten Materialien
beschichtet werden, es konnen auch verschiedene Flussigkeiten durch die
Messzelle geschickt werden und die Stromungsgeschwindigkeit kann verandert
werden. Gerade die Stromungsgeschwindigkeit kdnnte fur zukunftige Versuche
interessant sein. Man kdnnte sowohl mit als auch ohne Pellikel gebildete Biofilme
in speziellen Durchflusszellen héheren Scherkraften aussetzen und herausfinden,

ob der Biofilm mit Pellikel wirklich stabiler und schwieriger abzuldsen ist.
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Abbildung 41 zeigt die Vorgange am Sensor, und nur einige der Faktoren, die
Einfluss auf die gemessenen Frequenzen haben kdnnten. In Anbetracht der
GrolRenverhaltnisse sollten bei Messungen mit Bakterien alle Frequenzen
betrachtet werden, da die Obertonfrequenzen moglicherweise die Bakterien gar

nicht detektieren kbnnen.

200nm
Hydrophilie,
Oberflichenenergie,

Polaritat
Dicke der
Zellwand

Lange/Vorhanden- ;

selrvor Firribrien T o 0 " Sekretion.von

Fl bl W sty Substanzen
F5 F3
F7 Dicke des Pellikels || Abstand Bakterium-Sensor

Sensor

Abbildung 41: Schematische Darstellung der Vorgdnge am QCM-D Sensor bei
Bakterienadhé&sion mit méglichen Einflussfaktoren. Gré3en n&herungsweise
malstabsgetreu mit: Bakterien 500 nm Durchmesser, Zellwand 20-80 nm Dicke,
Fimbrien 150 nm Lénge, und den akustischen evaneszenten Wellen, die 252 nm
(F1), 146 nm (F3), 113 nm (F5) und 95 nm (F7) in das Medium ragen.

102



5 Zusammenfassung

Biofilme sind ein wichtiger Gegenstand der dentalen Forschung. Da die meisten
Erkrankungen der Zahne durch sie ausgelost werden, und diese Biofilme auch
systemische Auswirkungen haben konnen, wie zum Beispiel das erschwerte
Einstellen eines Diabetes bei gleichzeitig vorhandener Parodontitis, oder eine
durch aus der Mundhohle eingeschleppte Bakterien ausgeldste Endokarditis,
werden sie das auch noch lange sein.

Eine Schwingquarzmikrowaage mit Dissipationsmessung misst kleinste
Masseveranderungen im Nanogrammbereich in Echtzeit, indem die
Frequenzanderungen eines angeregten Quarzsensors ausgewertet werden. In
einer Durchflusszelle montiert kann QCM-D auch den Wassergehalt eines
aufgebrachten Films anzeigen.

Die vorliegende Arbeit bestatigt, dass die Adhasion von S. gordonii auf reinem
Titan und auf einem Pellikel, gemessen mit QCM-D, positive
Frequenzanderungen entgegen der konventionellen Massenbeladungstheorie
hervorruft.

In den Versuchen konnte weiterhin gezeigt werden, dass S. gordonii, ein
Frihbesiedler mit vielen Adhasinen fur das dentale proteinreiche Pellikel,
unterschiedlich adhariert, wenn auf einer Titanoberflache ein Pellikel vorhanden
ist. Der Biofilm, der sich auf Pellikel bildet, besteht aus weniger Bakterien, hat
weniger Wasseranteile und ist hochstwahrscheinlich steifer gebunden als auf
reinen Titanoberflachen.

Um diese Ergebnisse abzusichern, und auch um die aufgestellten Hypothesen
betreffend des Biofilmaufbaus und der unterschiedlichen Sensoren zu bestatigen
oder zu widerlegen, werden die positiven Frequenzanderungen noch genauer
eingeordnet werden mussen. Diese traten zwar schon in verschiedenen
Versuchen auch mit Bakterien auf, aber eine eindeutige Erklarung steht noch aus.
Die Agglutination von S. gordonii in verdinntem modifiziertem Speichel ist ein
weiteres Ergebnis dieser Arbeit und zeigt die antibakteriellen Eigenschaften des

Speichels, der Bakterien verklumpt, damit sie verschluckt und aus der Mundhohle
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eliminiert werden konnen.

Es ist fir die Zahnmedizin von groRem Interesse, die Mechanismen der Adharenz
von Fruhbesiedlern in Biofilmen zu verstehen. Um den ersten Schritt genauer zu
untersuchen, ist das Bakterium S. gordonii sehr gut geeignet, da es nach
aktuellem Kenntnisstand die meisten bekannten Adhasine fur Bestandteile des
Speichels hat und so ein grobes Modell der ersten Besiedelungsphase der von
Speichel bedeckten Titanoberflache darstellt.

AulBerdem ist es durch Bindungsstellen fur das bekanntermal3en bei Parodontitis
und Periimplantitis involvierte P. gingivalis ein Risikofaktor flr eine spatere
pathologische Ausdifferenzierung des Biofilms.

Ein grolRer Vorteil des QCM-D-Gerats ist, dass sowohl die Steifigkeit der Bindung
als auch das im Biofilm eingeschlossene Wasser in Echtzeit dargestellt werden.
Diese Vorteile mit optischen Verfahren zu kombinieren kénnte in Zukunft tiefere
Einblicke in die genauen Adhasionsmechanismen von Biofilmen gewahren.
Weitere Forschung und entsprechende Assayentwicklung ist notig, um
Bakteriensignale mit QCM-D sicher interpretieren zu konnen, aber sobald dies
gelingt, werden zweifelsfrei viele neue Erkenntnisse zu den Vorgangen an

Grenzflachen folgen.
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