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15) Untersuchungen zur 6rt_lichen
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amalgam und einer eventuellen dies-
beziiglichen Beeinflussung durch Mund-

mischflorainfiltrationen an Ratten
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Problemstellung “
Die Untersuchungsreihen sollten Aufschluf dariiber geben, obies zxf
srtlichen Schadwirkungen durch freiwerdendes Hg austh:granLa g.eu:lli1
1 ' i nach-
Ui t oder nicht. Dies sollte im Tierversuc dadurc :
e B 758 daR an die Stirngegend Plittchen aus diesem Mat?rlal
implantiert wurden. Als Versuchstiere wurden deshalb Ratten g;\:ihhlp
weil diese Tiere, wie der Mensch, Omnivoren sind. Um den GLgT-l . e.1-
ten im menschlichen Mundmilieu niher zu kommen [entsprechend ei
ner gleichzeitigen Anwesenheit von Amalgam und (Eol;l.rifa:l;:z}?g;{g
iali i i iniger Gruppen zusétzlic :
lien), wurden bei den Tieren einiger . " 1 ¢ -
:)Ilé;tltch}en implantiert. Weiter wurde zur Simulierung der Mundm.tlleuf}ft
gebenheiten beim Menschen dadurch Rechnung getragen, dalti w.rs;: -
i 1 hemischen Gege eiten z -
wurde, die Erkenntnisse der elektroc benh iy e
iicksichti i iigend langen Versuchsdauer sollten
riicksichtigen. nach einer geniigen g v
i istologische Untersuchungen des Bindeg
analytische und pathohisto : o
des Amalgamimplantates
d Knochens aus der Umgebung
l':ill;ler eine etwaige Wirkung erbringen. Agﬁerdem wu:dc vers}lcl?t, dlll;‘,ll:
Infiltration von Mundmischflorasuspensionen an einigen :TleI(;.l‘l. uli
Gegend des Amalgamimplantates eine etwaige diesbeziigliche Wirkung
oder Beeinflussung nachzuweisen.

gewiesen werden,

Hypothese und Methode

Um in méglichst kurzer Versuchsdauer bereits sicher eine Schadwiﬂr-
kung an den Tieren aufzeigen zu kénnen, wurde mi.t den Impla:;tatgbro:
Ren der Amalgamplittchen und Goldplittchen (von je ca. 40 mm? Ober
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fliche| ein Mehrfaches der beim Menschen vorkommenden Maximaldo-
sis bei amalgam- und goldversorgtem Gebif gew:hlt. Bei Untersuchun-
gen am Menschen war festgestellt worden, daf} bei gleichzeitiger Anwe-
senheit von Goldreparaturen und Silberamalgam im Mund Quecksilber
in Losung geht, insbesondere dann, wenn Gold mit Silberamalgam durch
Ohmsche Widerstinde verbunden sind (1 — 4).

In Weiterfithrung dieser in (1 — 4) gewonnenen Erkenntnisse wur-
den die Gold- und Amalgamplittchen teilweise durch Ohmsche Wider-
stinde von 470 kOhm, 10 kOhm und 0 kOhm (direkter metallischer
Kontakt) miteinander verbunden, um auf diese Weise insbesondere beim
direkten metallischen Kontakt eine Quecksilberausschcidung Zu errei-
chen, die grofler ist, als bei Gold- und Amalgamimplantaten ohne elektri-
schen Kontakt.

Neben den soeben genannten elektrochemischen Gesichtspunkten
war noch aus zwei weiteren Griinden zu erwarten, dal} es zu einer etwas
vermehrten Ausscheidung von Hg kommen wiirde. Einerseits die fixierte
Montage der Metalle samt Widerstand (im Vergleich zu diesbeziiglichen
Gegebenheiten, wihrend der Zeit des Kau- und Trinkaktes im Mund des
Menschen| und andererseits durch den unterschiedlichen Stoffwechsel-
ablauf. Dadurch wird erméglicht, eine wahrscheinliche Wirkung von An-
reicherungen aus freiwerdendem Hg in einem kiirzeren Zeitraum im Bin-
degewebe und Knochen der Umgebung des Implantates aufzuzeigen.

Im Stadium der Vorversuche wurden Bakteriensuspensionen aus
Mundmischfloraabstrichen hergestellt. Die Abnahme erfolgte mit ge-
normter Ose von ein und denselben Patienten (leichte Gingivitis, Nor-
malmundflora). Nach einer Bebriitungszeit von 95 Stunden im Inkubator
(+ 37° C] in Rosenow-Bouillon nach Beerens, wurde sodann eine Verdiin-
nungsreihe von 10~! — 10-6 wieder in Rosenow Medium hergestellt und
an Ratten Infiltrationen von 0.1 ml dieser Suspensionslésung subperio-
stal im Stirnbereich vorgenommen. Als entsprechend wirksame Lisung
wurde eine Verdiinnung von 10-! nach mehreren Versuchen ausgewiihlt,
Bei dieser Konzentration traten regelmifig als Folgeerscheinung Schwel-
lungen von 7 — 10 mm Durchmesser und 1 — 2 mm Héhe auf, die nach
6 — 8 Tagen verschwanden. Die Infiltrationen wurden unter Narkose
vorgenommen. Fiir die Vorversuche wurden 30 Tiere benotigt.

Fiir die Hauptuntersuchungen wurden 10 Tiergruppen gebildet. Es
standen minnliche Sprague-Dawleratten gleichen Alters zur Verfiigung,
die unter gleichen Bedingungen aufgewachsen waren.
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Gruppen Anzahl
I Tiere mit einem Amalgam-Implantat an der Stirn 8
Vi Tiere mit einem Amalgam-Implantat und anschliefend
' mehrmaligen (M. I. Mundmischflorasuspensions-Infiltrationen) 8

1I Tiere mit Amalgam- und Goldimplantatin 4 — 10 mm

Entfernung nasenwirts ohne Verbindung 8
VII Tiere wie II, mit anschl. M. 1. in Zeitabstinden 8
Ila Tiere mit Amalgam- und Goldimplantat und

zwischengeschaltetem Widerstand von 470 kOhm 15
b Tiere wie ITla und anschliefenden, in Zeitabstinden

durchgefithrten M. L. 12
IVa Tiere mit Amalgam- und Goldimplantat und

zwischengeschaltetem Widerstand von 10 kOhm 16
Vb Tiere wie [Va und anschlieffenden, in Zeitabstinden

durchgefithrten M. . 14
viI Tiere mit Amalgam- und Goldimplantat und direkter

Golddrahtverbindung 8
X Tiere wie VIII und anschl. M. L. 8
A Tiere als Kontrollgruppe fiir Infiltrationsversuche,

ohne Implantat 8
0 Kontrolltiergruppe ohne Implantat und Infiltration 9
Zeitplan

Samtliche Tiere der Gruppen I, I, Illa, IlIb, IVa, IVb, VI, VII, VIII, IX
wurden zwischen dem 9. — 16. 9. 1977 operiert. Die Tiere hatten zwi-
schen 270 und 350 gr. Gewicht. Die Implantate wurden subperiostal ge-
legt. Als Narkose wurde eine kombinierte Ketalar- und Nembutal-Injek-
tionsnarkose gegeben. Die Operationsstelle wurde vorher desinfiziert,
dann ein ca. 2 cm langer Hautschnitt von der Stirn zur Nase gesetzt und
das Periost freipripariert. Durch einen 3 mm Querschnitt wurde dann
das Periost unterminiert. In die sich bildende Tasche wurden sodann die
Implantate und die Widerstinde eingeschoben. Anschlielend wurde so-
wohl das Periost als auch die Haut verniht. Die Einheilung der Implanta-
te erfolgte innerhalb von 12 Tagen (Abbildung 1 und 2).
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Die erste Infiltration mit der beschriebenen Bakterien-Suspension
erfolgte am 24. 10. 77 und wurde an samtlichen Tieren der Gruppen VI
V].I’ IIb, IVb und IX durchgefiihrt. In der Gruppe V wurden nur die Tieré
mit de_r Nummer 5 — 9 derartig infiltriert, die Tiere 1 — 4 erhielten eine
Bfaktenensusl?ension mit einer Phospharpuffcrverdﬁnnung‘ Die Infiltra-
tion geschah in Narkose und zwar zwischen Knochen und Am_-Implan-

tat. Es entstand eine 6 — 7 mm breite und 2 — 3
_ — 3 mm hohe Sch
die nach 5 — 6 Tagen abklang, i

Um die Lage der Implantate und Widerstande zu kontrollieren und
um festzustellen, welche Tiere durch Implantatverlust (Ausstofung) au-
B‘er Kontrolle kamen, wurde am 23. 11. 77 eine R6-Kontrolle mit Nume-
rierung der Tiere und die nétigen Nachoperationen an 12 Tieren am 7

12. 77 durchgefiihrt. Weitere M. I. fanden wie b ;
£ e eschrieb :
17.1. 78 und am 27. 2. 78 statt. <0 am20.12.77,

w

Abb. 1. Rattenkopf-Ré-Bild mit liegendem Amalgam- und Goldimplantat.

ADbb. 2. Rattenkopf-Ré-Bild mit liegendem Amalgam- und Goldimplantat

und zwischengeschaltetem Widerstand.
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Da auf Grund von Reaktionsbeobachtungen nach den letzten 3 ge-
nannten M. L. festgestellt wurde, daf8 die entstehenden Schwellungen so-
wohl an Grofle allmihlich abnahmen, als auch die Ausheilungszeit nur
mehr 2 — 3 Tage betrug, wurde fiir die letzte M. L. eine Aufschwemmung
von frisch abgenommenem Abstrichmaterial entsprechend verdiinnt am

24. 5. 78 appliziert.
Als Reaktion war wieder eine Schwellung im Ausmal} der ersten
zwei Reaktionsabliufe zu sehen, die nach 4 Tagen abheilte.

Fiir die 1. Kontrolluntersuchung wurden 11 Tiere am 25. 5. 78 ge-

totet.

Fiir die pathohistologischen Untersuchungen wurden neben jener
Stelle am Tier, in der Entfernung von etwa 2 mm vom Implantat, zwei
transversale Querschnitte senkrecht zur Kopfachse, durch die Nasenkno-
chen gefiihrt, wodurch eine etwa 9 mm dicke Priparatscheibe entstand.
Sodann wurde das Amalgamstiick entfernt und die Haut sorgfaltig abpri-
pariert und das Priparatscheibchen in 10% Formalin fixiert. Die Prépara-
te wurden entkalkt, geschnitten und gefirbt (Himatoxilin-Eosin, Gold-
nervan Gieson und fallweise Berliner Blau). Die Resultate dieser Unter-
suchungen und Befundungen wurden in hierzu vorbereitete Tabellen (I,
11, 1II, IV) eingetragen.

Fiir die analytischen Untersuchungen wurde das Knochenstiick,
iiber dem sich das Amalgamstiick befunden hatte, in der Grofe von etwa
1 — 2 cm? frei pripariert, herausgesigt, sorgfiltig gereinigt, desinfiziert
und der analytischen Arbeit zugefiihrt. Die Analyse erfolgte atomabsorp-
tionsspektrometrisch wie bereits beschrieben (5). Die Resultate wurden
ebenfalls in den Tabellen eingetragen. Da es sich bei den Amalgamim-
plantaten um kreisrunde Plittchen handelte, also nur um eine sehr klei-
ne Kontaktfliche mit dem Knochen und Bindegewebe, wurde beschlos-
sen, nicht an jedem Tier sowohl eine analytische als auch eine pathohi-
stologische Untersuchung durchzufiihren, sondem einen Teil der Tiere
analytisch und den anderen Teil der Tiere pathohistologisch zu befun-
den. Im Vordergrund stand der Nachweis von Hg im Knochen.

Die Resultate der analytischen Untersuchungen an den ersten Kon-
trolltieren waren der AnlaR, auch die iibrigen Tiere zu toten; dies ge-
schah am 21. 6. 78, 28. 6. 78 und am (Gruppe 0) 22. 8. 78.
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Diskussion der Resultate
Die analytisch-chemischen Untersuchungsergebl:.lisse des Knochdeins
zeigen in den einzelnen Gruppen eine breite S.treuupg in den Wlerten, » tu;-ts
konnte dahingehend ausgelegt werden, dafl einerseits die Ama gal:;p e:i _
chen nicht immer in der gleichen Weise am Knocht:.n auﬂage.n :lm .ande
rerseits, dafl auch an Ratten, wie beim Menschen immer wie e; ul'_llk ei
Toxikologie beschrieben, eine grofie i.l'!d.i‘.fiduelle Untt?rschwd 1; ket
hinsichtlich der Schadwirkung von Quecksilber an den"emz.e.lneuT}eren
festzustellen ist. Auf jeden Fall ist zu sehen, daf an samtht.he;[ 1e;e§
mit einem Amalgamimplantat bereits naf;h Ablauf von 8 ” 9 on;n e :
in der Umgebung des Implantates Quecksilber nach.welsbar ist. A_{I; : Ho
chen war auch makroskopisch an nahezu allen T;er‘en an jener Hg e,
wo das Amalgam implantiert war, eine mehr oder minder HEfe-i]Je f\fi
sehen, dies war unter den Goldpldttchen nicht zu sehe?. Unter. er; Selr
kroskop erschien der Knochen [unter dem m@plattcﬁééﬁ.t i o
Region wie angenagt und im Abbau begriffen, die Anwesenhei
Osteoklasten wurde festgestellt (Abb. 3).

Abb. 3. Tier aus Gruppe IVa. Kontaktfliche des Amalgamimplantats zun;
Kno.cb‘en mit lakunirem Knochenabbau, vereinzelt Osteoklasten. H &

Originalvergréfierung x 340.
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Das pathohistologisch im Bindegewebe vorkommende Pigment, das
bei Licht-Polarisation aufleuchtet, wurde nach Berlinerblaufirbung teil-
weise als Eisen (Folgen von Himosiderinbildung nach Operationen) er-
kannt. Die Feststellung, dafl andere Pigmentkorperchen unter Umstin-
den Hg-Ablagerungen sein konnten, ist nicht mit Sicherheit zu treffen,
da es diesbeziiglich noch keine sichere Nachweismethode mit Fiarbung
gibt. Aller Wahrscheinlichkeit nach handelt es sich aber um Hg-Ein-
schliisse. Da die implantierten Amalgamplittchen allesamt gleich grof}
und gleich schwer waren, weisen die unterschiedlichen Werte sowie teil-
weise auch der pathohistologische Befund, auf eine individuelle Ver-
schiedenheit gegeniiber der toxischen Schadwirkung von Hg aus Silber-
amalgamplittchen an den einzelnen Tieren hin. Die eindeutig nachge-
wiesenen Knochenabbauerscheinungen an den Kontaktzonen mit den
Amalgamplittchen sind nicht einfach als Drucknekrose anzusehen, son-
dern Ausdruck einer toxischen Schadwirkung, wie sie bereits G. Kellner
(6) an Fibroblastenkulturen und Goldschmidt, P, R. (7) an menschlichen
Zellen festgestellt haben. Ob diese 6rtliche Schadwirkung durch in fein-
ster Form freiwerdendes Quecksilber oder unter Umstinden durch Bil-
dung von Methquuecksilberverhindu_ngcn oder durch beides verursacht
wird, ist derzeit noch nicht zu sagen.

Der Trend einer Beeinflussung durch Bakterien aus unserer Mund-
flora scheint auch nachweisbar zu sein. Auf Grund der diesbeziiglichen
Unterschiede in den analytischen Resultaten findet dies aber nur in der
Zeit der Reaktionsgeschehnisse nach der Infiltration statt.

Wihrend der gesamten Versuchszeit gab es nur durch Narkosezwi-
schenfille, bei der 2., 3. und 4. Infiltration Ausfille durch Tod der Tiere.
Ansonsten gab es kein auffilliges Verhalten an den Tieren zu beobach-
ten. Es ist aber bekannt, daf§ Schwermetallvergiftungen bei Mensch und
Tier meist schleichend verlaufen und oft erst sehr spit als solche erkannt
werden (8). Auerdem werden in der Toxikologie Methylquecksilberver-
bindungen und ionogenes Hg zu den toxisch wirksamsten Substanzen ge-
zdhlt (9) und einige Schwermetallionen bereits als krebserzeugend be-
schrieben (10).

Zusammenfassung

Die analytischen wie auch die pathohistologischen Untersuchungen
weisen eindeutig darauf hin, daB es bei Implantationen von Silberamal-
gamplittchen an Ratten zu 6rtlichen Schadwirkungen in der Umgebung
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des Implantates kommt. Analytisch konnte Hg im Knochen an _s'ai.mth-
chen Implantattieren festgestellt werden. Diese Hg-We‘rte am Stm:nl.cna-
chen der Ratten stehen in keinem Zusammenhang mit einer etwaigen
Hg-Aufmahme der Ratte durch die Nahrung. Die paﬂnohlslifmloglschen
Untersuchungen zeigten an der Kontaktzone zum Amalgamplittchen am
Knochen deutliche Abbauerscheinungen.

Auflerdem scheint es zu einer erhéhten Hg-Ausscheidung aus den

Silberamalgamplittchen zu kommen, wenn Bakterien aus unserer
Mundflora in die Gegend des Implantates kommen.

Die Ergebnisse der Untersuchungsreihen bestitigen somit die Ric?l-
tigkeit der Annahme, daf das aus Silberamalgam freiwerdende Quecksil-
ber die Fihigkeit besitzt, ortliche Schidigungen in der Umgebung zu ver-
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Tab. lI. Bel Rattenfutteruntersuchungen (Atromin Type 1324, Haltedi&t) ergab die Hg-Un-
tersuchung bel 3 Proben negative Befunde. In einem Fall konnte ein sehr geringer Hg-
Gehalt (0,25 ppm) festgestelit werden. Dieses Ergebnis ist wahrscheinlich auf das Im Fut-
ter sehr inhomogen vertelite Fischprotein zurlickzufOhren.

Die Untersuchungsergebnisse an den Kontrolitieren welsen darauthin, dad kieinste Mengen
von Hg In der Nahrung keinen nachwelsbaren Wert von Hg Im Stirnknochen ergeben,

ursachen. Die Toxizitit dieses Materials erscheint dadurch einmal mehr
unter Beweis gestellt (zumindest an der Ratte). Ein Riickschluf auf den
Menschen scheint nicht nur auf Grund einer dhnlichen Emihrungswei-
se, sondern auch, wie aus den Resultaten zu entnehmen ist, auf Grund ei-
ner dhnlichen individuellen Reaktionsweise auf die toxische Substanz
Quecksilber (in dieser Form) erlaubt zu sein. Auferdem beweist das
menschliche Experimentierfeld nach 150jabrigem Gebrauch dieser Fiill-
substanz mit Giftwirkung durch ein beiingstigendes Ansteigen der Hiu-
figkeit des Auftretens parodontaler Abbauerscheinungen auf nunmehr
tiber 90% der Bevélkerung unserer zivilisierten Welt, die Richtigkeit die-
ser wissenschaftlichen Erkenntnisse.
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b, Va und IVb zelgen Im Bindegewebe In der Umgebung des Il pl tes (Amalgam)
reichlich Granulationsgewebe, Narbengewebe und Histiozyten.

Die Einrichtung der Mundfloraforschungsstation sowie teilweise die
experimentellen Arbeiten an dieser Station, wurden durch eine Subven-
tion des Bundesministeriums fiir Gesundheit und Umweltschutz ermég-
licht und geférdert, der diesbeziigliche Dank gebiihrt Frau Bundesmini-
ster Dr. I. Leodolter. Besonderer Dank gebiihrt auch Herm Prof. Dr. H.
Holzner, dem Vorstand des Institutes fiir Path. Anatomie der Univ. Wien,
fiir die Zurverfiigungstellung von Riumlichkeit, Instrumentarium und
entgegenkommendste Forderung fiir Arbeiten an der Mundflorafor-
schungsstation, ebenso Herrn Prof. Dr. A. Lindner, Vorstand des For-
schungsinstitutes fiir Versuchstierzucht d. Univ. Wien, fiir seine grofzii-
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gige Unterstiitzung und Forderung fiir die an seinem Institut durchge-
fiihrten Arbeiten. Spezieller Dank gebiihrt Herrn Prof. Dr. Dipl.-Ing. H.
Malissa, dem Vorstand d. Inst. fiir Analyt. Chemie und Mikrochemie an

.d. Techn. Univ. Wien, fiir seine groRziigige Forderung der notigen Unter-

suchungen an seinem Institut.

Grofler Dank gebiihrt auch der M. T. A. Frl. Andrea Herger fiir ihre
an der Mundfloraforschungsstation geleistete vorbildliche Arbeit.

Aus einer Zusammenarbeit des Pathol. Anat. Institutes der Univ.
Wien (Vorstand Prof. Dr. Heinrich Holzner) und des Inst. f. Analyt. Che-
mie u. Mikrochemie d. Techn. Univ. Wien (Vorstand Prof. Dr. Dipl.-Ing.
Hanns Malissa) und des Inst. f. Versuchstierzucht d. Univ. Wien (Leiter

Dr. med. vet. D. Adamiker)

Anschriften der Verfasser:

Prof. Dr. T. Till, Leiter d. Mundfloraforschungsstation am Path.
Anat. Institut, 1010 Wien, Riemergasse 14.

Dr. med. vet. D. Adamiker, Leiter d. Institutes f. Versuchstierzucht
d. Univ. Wien, Himberg, Brauhausgasse und ebendort Dr. W. Jettmar.

Dr. Dipl.-Ing. K. Maly, Institut f. Analyt. Chemie u. Mikrochemie d.
Techn. Univ, Wien, Getreidemarkt 9.

Dr. T. Radaskiewicz, Institut f. Path. Anat. d. Univ. Wien, Spital-
gasse 4.

Dr. Dipl.-Ing. ]. Rendl, Institut f. Analyt. Chemie u. Mikrochemie d.
Techn. Univ. Wien, Getreidemarkt 9.
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