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Abstrakt

1 Abstrakt

Beim Plasma, das auch als 4. Aggregatzustand bezeichnet wird, handelt es sich um ein
teilweise oder vollstandig ionisiertes Gas, das durch seine elektrische Leitfahigkeit einige
spezifische Eigenschaften besitzt und im medizinischen Bereich als kaltes und heil3es
Plasma zum Einsatz kommen kann. Nicht abschlieRend erforscht ist, ob kaltes Plasma,
bedingt durch seine antimikrobielle Wirkung, kariose Prozesse arretieren kann und seine
Anwendung prophylaktisch indiziert sein konnte.

Dies stellte den Gegenstand der durchgefuhrten Untersuchungen dar. In diesem
Zusammenhang wurden auch der antimikrobielle Effekt in Wurzelkanalen und auf
Implantatoberflachen untersucht, da eine voranschreitende Karies eine endodontische
Therapie erforderlich machen und nach Zahnverlust die Implantatversorgung mit dazuge-
horigen Problemen in den Fokus der Therapie gelangen kann. Hierzu erfolgte eine
Plasmabehandlung von zuvor mit Bakterien inkubierten Proben (Wurzeloberflachen,
Wurzelkanale, Implantate). Zudem wurden in einem ex vivo Versuch kariose Lasionen
frisch extrahierter Zahne mit kaltem Plasma (CP) behandelt. Auf karidsen
Dentinoberflachen zeigte die Kombination von CHX + CP mit 2,67 log CFU/ml gegenuber
der CHX Gruppe mit 4,45 log CFU/mlI ein signifikant besseres Ergebnis. Weiterhin fuhrte
die adjuvante Applikation von Plasma zum scaling und root planing (SRP) auf infizierten
Dentinoberflachen zu einem signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe (K) (SRP +CP:
0 log CFU/mI, Kontrolle: Median von 3,85 log CFU/ml). In Wurzelkanalen wurden
Reduktionsfaktoren (RF) fur CHX + CP von 3,56 log RF (p<0,01), CP von 3,27 log RF
(p<0,01) und CHX von 2,66 log RF (p<0,01) im Vergleich zur Kontrollgruppe erzielt.
Zudem zeigten sich signifikante Unterschiede auf Implantaten im Vergleich zu
Laseranwendung (DL) (K= 4,59 log CFU/mI, DL= 4 log CFU/mI, CP60= 2,38 log CFU/mI
und CP120= 2,66 log CFU/ml).

Die Nutzung von Plasma zur Kariestherapie erscheint, ausgehend von der geringeren
Resistenz von Prokaryota im Vergleich zu eukaryotischen Zellen, vielversprechend,
jedoch mussen weitere klinische Studien durchgefuhrt werden, um zu Uberprufen,
inwieweit die hier groRtenteils in vitro erlangten Ergebnisse, auch unter Mundhdhlen-
bedingungen Gultigkeit besitzen.
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English version

Plasma, also known as the 4th state of matter, is a partially or completely ionized gas.
Through its electrical conductivity it has a few specific characteristics and is used as cold
or warm plasma in medical fields. It's not completely researched if cold plasma, due to its
antimicrobial effect, is able to inactive carious processes and application could be
indicated prophylactically. This has been part of the present investigations.

In this context antimicrobial effect in root canals and on implant surfaces was investigated
as a progressing caries may require root canal treatment. After tooth loss implant
restoration could be a therapy option. For this purpose, bacterial incubated samples (root
surface, root canals, implants) were treated with cold plasma (CP). Furthermore, in an ex
vivo approach freshly extracted teeth with carious lesions were treated with plasma. On
carious dentin surfaces combination of CHX + CP (2,67 log CFU/ml) showed significant
better results compared to CHX group (4,45 log CFU/ml). Moreover, plasma adjuvantly
used to scaling and root planning (SRP) on infected dentin surfaces led to a significant
difference compared to the control (K) (median SRP+CP: 0 log CFU/ml, control: 3,85 log
CFU/ml). In root canals reduction factors (RF) of 3,56 log RF (p<0,01) for CHX + CP, 3,27
log RF(p<0,01) for CP and 2,66 log RF (p<0,01) for CHX were observed. Also, significant
differences on implant surfaces compared to laser usage (DL) were determined (K= 4,59
log CFU/mI, DL= 4 log CFU/mI, CP60= 2,38 log CFU/ml and CP120= 2,66 log CFU/ml).
The usage of plasma for caries therapy seems promising, based on the lower resistance
of prokaryotes compared to eukaryotic cells. However, further clinical studies are needed

to examine obtained results validity under oral cavity conditions.

2 Einfuhrung

2.1 Grundlagen des Plasmas
2.1.1 Physikalische Grundlagen

Neben den drei klassischen Aggregatzustanden fest, flussig und gasformig wird Plasma
auch als vierter Aggregatzustand beschrieben. Unter Plasma ist ein ganz oder teilweise
ionisiertes Gas zu verstehen, welches aufgrund seiner elektrischen Leitfahigkeit spezifi-
sche Eigenschaften zeigt (1).

Plasma entsteht, wenn einem Gas zusatzliche Energie z.B. in Form von Warme oder

starken elektrischen bzw. elektromagnetischen Feldern zugefuhrt wird, mit der Folge,
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dass es zu einer lonisation der Teilchen und der Herausloésung von Elektronen aus
Atomen oder Molekulen kommt. Es entstehen frei bewegliche Elektronen und ionisierte
Atome (2).

Auf Grund der annahrend gleichen Anzahl negativer und positiver Ladungstrager ist
Plasma als elektrisch neutral einzustufen (Quasineutralitat) (3).

Die Plasmaerzeugung beruht u.a. auf dem Prinzip von Gasentladungen. Werden nun
bestimmte Spannungen angelegt, konnen nach Roth (4) unterschiedliche Formen der
Entladung des Gases auftreten.

Zur grundsatzlichen Differenzierung von Plasmen lassen sich unterschiedliche
Parameter heranziehen, wie den bestehenden Gasdruck, die Gasdichte, die Temperatur
und die Form des Entstehens (3). Wichtig fur das weitere Verstandnis ist allerdings die
Unterscheidung in thermische und nichtthermische Plasmaquellen, wobei in der
plasmamedizinischen Literatur insbesondere die nichtthermischen kalten Plasmen von
besonderem Interesse sind (2).

Wahrend thermische Plasmen, welche zur Gewebeentfernung oder Kauterisation
verwendet werden (3, 5), durch sehr hohe Temperaturen der Elektronen und schweren
Partikel (lonen und Neutralteilchen) gekennzeichnet sind, lassen sich nichtthermische
Plasmen dadurch charakterisieren, dass Energie gezielt nur Elektronen zugefuhrt wird
und schwere Gasteilchen annahernd Raumtemperatur besitzen. Die erhdhten Tempera-
turen der Elektronen beeinflussen dabei nicht die geringe Gesamttemperatur des
Plasmas insgesamt (5).

Der Plasmaerzeugung liegen unterschiedliche Wirkungskonzeptionen zugrunde, von
denen die dielektrische Barriereentladung (DBD) und die Plasmajets am meisten
verbreitet sind (6).

Charakteristisch fur den ersten Entladungstyp ist, dass mindestens ein Dielektrikum
zwischen den zwei Elektroden eingefuhrt wird. Durch die dielektrische Barriere wird die
Aufladung im System begrenzt, weil der Stromfluss eingeschrankt wird. Ladungstrager
lagern sich am Dielektrikum ab und bauen ein elektrisches Feld auf, welches dem von
aullen angelegten Feld entgegengesetzt ist. Hierdurch wird die Spannung herabgesetzt,
die Entladung kann nicht mehr aufrechterhalten werden und erlischt (7).

Der Prozess lasst sich nur unter kontinuierlicher Wechselspannung aufrechterhalten.
Hierdurch wird verhindert, dass sich ein thermodynamisches Gleichgewicht ausbilden
kann und es zu einer Bogenentladung kommt. Kaltes Plasma kann auf diese Weise
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okonomisch und zuverlassig hergestellt werden kann (7).

FUr die Durchfuhrung der nachfolgend beschriebenen Versuche wurde das kINPen®
MED Gerat der Firma neoplas tools GmbH verwendet. Es handelt sich um ein
Atmospharendruck-Plasmajet, der aus einer zentralen Nadelelektrode besteht, die von
einem zylindrisch geformten Hohlraum umgeben ist, der von Argon durchstromt wird. Das
Anlegen einer hohen elektrischen Spannung fuhrt zur Erzeugung von Plasma, das
bedingt durch die Geometrie des Feldes nach aulden transportiert wird und dort
antimikrobiell wirken kann. Ublicherweise kommen Gasflussraten zwischen 4-6 slm
(Standardliter pro Minute) zum Einsatz (2).

Die Wirkungsweise des kalten Atmospharenplasmas zeigt jedoch Unterschiede in
Abhangigkeit davon, ob Prokaryota oder eukaryotische Zellen behandelt werden. Darauf
soll in den folgenden Abschnitten eingegangen werden.

2.1.2 Wirkung auf Prokaryota

Der genaue Wirkungsmechanismus des Plasmas auf Mikroorganismen ist noch nicht
vollstandig geklart. Moisan et al. (8) aufern folgende Vermutungen hinsichtlich
grundlegender Prozesse: Durch UV-Bestrahlung kommt es zu einer direkten Schadigung
des genetischen Materials. Zudem tritt eine Erosion der Mikroorganismen auf, die durch
zwei Prozesse, die Photodesorption und das Atzen, ausgel6st wird. Einerseits werden
durch UV-Photonen chemische Bindungen in den Mikroorganismen aufgelost und die
Atome konnen fluchtige Verbindungen bilden. Andererseits werden reaktive Spezies des
Plasmas auf die Mikroorgansimen adsorbiert und konnen mit Atomen zu fluchtigen
Verbindungen reagieren. Boudam et al. (9) beschreiben neben lokalen Schadigungen
der Zytoplasmamembran, der Proteine und DNA durch Oxidationsprozesse aul3erdem
die Auswirkung auf die Membran durch die von den geladenen Teilchen des Plasmas
erzeugte elektrostatische Kraft, die in der Konsequenz zur Lyse des Mikroorganismus
flhrt.

2.1.3 Wirkung auf eukaryotische Zellen

Der Effekt von kaltem Plasma auf eukaryotische Zellen wurde in einigen Studien
untersucht. Dabei konnten differierende Effekte in Abhangigkeit von Applikationszeit und
- dosis ermittelt werden (10). Zu dieser Erkenntnis kommen auch Haertel et. al (11), die
darauf hinweisen, dass eine Dosis-Wirkungs-Beziehung besteht und bei kurzer
Applikationszeit bzw. geringer Dosis stimulierende Effekte auf eukaryotische Zellen, bei
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langer Applikationszeit bzw. hoher Dosis letale Effekte auftreten. Weitere Studien zeigen,
dass nach 1-minutiger bzw. 10-minutiger Behandlung mit Plasma histologisch keine
signifikanten Veranderungen des oralen Gewebes festgestellt werden konnen (12, 13).
Zudem wird auf eine dosisabhangige Schadigung der DNA (14) und Veranderungen der
Zellphysiologie (15) verwiesen. Als weitere Effekte, die auf unterschiedlichen Ebenen der
Zelle wirken, konnen Schadigungen der Zellmembran uber Lipidperoxidation und
Veranderungen von Adhasionmolekilen der Zelle angesehen werden. Zudem sind
reaktive Molekdle in der Lage Proteine zu schadigen. Aullerdem konnen Radikale und
UV-Strahlung auch die DNA beeinflussen (11).

2.1.4 Grundlegende Unterschiede

Die Selektivitat in der Wirkung zwischen Prokaryota und eukaryotischen Zellen Iasst sich

nach Dobrynin et al. (16) und Liu et al. (13) wie folgt zusammenfassen:

e Die Zellmembran der Prokaryoten (Polysaccharide) ist gegenuber Peroxidationen
anfalliger als die von Eukaryoten (Phospholipide).

e Prokaryota konnten allein schon aufgrund geringer GroRe bzw. des kleineren
Volumens anfalliger auf Plasma reagieren als eukaryotische Zellen.

e Die Zellen von Saugetieren verfugen uber mehr Resistenzmechanismen gegenuber
aullerem Stress. Zudem fuhrt die unterschiedliche Stoffwechselrate zu einer
Diskrepanz in der Aufnahme vom Plasma produzierter Toxine.

e Prokaryota, die sich vermehren, besitzen im Gegensatz zu statischen eukaryotischen
Zellen freiliegende, schadigungsanfallige DNA.

e Die durch das Plasma erzeugten Atome sind nur einige Millisekunden vorhanden und
konnen in dieser Zeit keine Schadigung am normalen Gewebe hervorrufen.
AuRerdem konnen mitotische eukaryotische Zellen vorubergehend ihr Wachstum

einstellen, um die DNA vor Schaden durch oxidativen Stress zu schutzen (17).

2.2 Kariesentstehung

Voraussetzung fur die Entstehung von Karies ist zunachst die Bildung eines Biofilms.
Hierbei handelt es sich um eine von einer Matrix extrazellularer polymerer Substanzen
eingeschlossene Population von Mikroorganismen, die miteinander interagieren und an
einer Oberflache haften (18). Kommt es nun zur Aufnahme fermentierbarer Kohlenhy-
drate konnen bestimmte Bakterien durch das in ihnen enthaltende Enzym der
Laktatdehydrogenase aus Pyruvat Milchsaure produzieren, was zu einem raschen Abfall
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des pH-Wertes fuhrt und der ATP Gewinnung der Mikroorganismen dient (19). Wird durch
die Saureproduktion ein spezieller pH-Wert, der sog. kritische pH-Wert, unterschritten,
kommt es zu einer Demineralisation der Zahnhartsubstanz (20). Ein erneutes
Uberschreiten des Grenzwertes fiihrt zu einer Einlagerung von Mineralien, man spricht
von einer Remineralisation. Uberwiegen Demineralisationsprozesse bei ungeniigender
Remineralisation kann sich eine Karies entwickeln.

Wiahrend sich die Atiologie der Wurzelkaries gegeniiber der Karies im Schmelz nicht
unterscheidet, ergeben sich Besonderheiten hinsichtlich der Pathogenese (21).

2.3 Therapie der Karies und Restaurationsspirale

Um die Entstehung und Progression einer Karies zu verhindern, muss eine Beeinflussung
des entstehenden Biofilms, von De- und Remineralisationsprozessen sowie der Ernah-
rung erfolgen.

Viele Studien wurden bereits durchgefluhrt, die sich mit Moglichkeiten der non-invasiven
Therapie karidoser Lasionen beschaftigt haben. Neben der Verwendung von
fluoridhaltigen Zahncremes, Mundspulldsungen, Lacken und Gelen (22, 23) wurde die
Applikation von CHX zur Arretierung karioser Prozesse untersucht, wobei auf die Gefahr
von Verfarbungen hingewiesen wurde (24, 25). Aul3erdem konnten Wasserstoffperoxid
und Natriumhydrogencarbonat das Wachstum von S. mutans verhindern (26). Weiterhin
wurde der Effekt von Laser und Ozon betrachtet (27, 28). Wierichs et al. (24) zeigen in
einem systematischen Review, dass einige der genannten Agenzien die Entstehung und
Progression von karidsen Lasionen zwar in gewissem Male beeinflussen kdnnen,
weisen jedoch gleichzeitig darauf hin, dass die Anzahl der Studien hierzu begrenzt ist.
Daraus folgt, dass non-invasive Therapieansatze unverandert intensiv untersucht werden
sollten.

Eine invasive Therapie wird erforderlich, wenn die non-invasiven Alternativen fehl-
schlagen, mit der Konsequenz, dass eine Restaurationsspirale in Gang gesetzt wird (29):
Nach Insertion der 1. kleinen Fullung werden im Laufe des Lebens in geringerer Frequenz
weitere TherapiemalRnahmen notwendig. Endodontische Behandlungen konnen erfor-
derlich werden oder bei Zahnverlust eine prothetische Versorgung mit einem Implantat in

Erwagung gezogen werden.

2.4 Einflussfaktor Parodontitis
Eine haufige Ursache der Kariesentstehung, insbesondere bei alteren Personen, stellen
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pardontale Erkrankungen dar. Die mit Attachmentverlust assoziierte Entstehung von
Rezessionen der Gingiva steht hiermit in engem Zusammenhang (30). Therapeutische
Schwierigkeiten bereiten haufig verbleibende Bakterien auf schwer zu erreichenden
Oberflachen, die zusatzliche antimikrobielle Mallnahmen, wie Antibiotikagabe oder

Lasertherapie notwendig werden lassen (13).

2.5 Zielsetzung

Gegenstand der durchgefuhrten Untersuchung war es festzustellen, welche anti-
mikrobielle Wirkung gewebevertragliches Plasma auf verschiedene Bakterien hat, die auf
naturlichen (Wurzelkanal, Wurzeloberflache) und synthetischen (Implantat) Oberflachen
der Mundhohle lokalisiert sind. Im Vordergrund stand die Beurteilung der speziellen
Wirkung bei Anwendung in der Kariestherapie, dartber hinaus sollte zusatzlich auch der
Nutzen in angrenzenden Therapiebereichen einbezogen werden, die in Folge einer

fortschreitenden Karies entstehen konnen.

3 Methodik

3.1 Proben bakteriell besiedelten Dentins
3.1.1 Exvivo Ansatz

Probenherstellung

Das Probenmaterial umfasste 25 frisch extrahierte Zahne mit in vivo gereiften Biofilmen,
die bis zum Versuchsbeginn in einer Brain Heart Infusion (BHI) gelagert wurden. Es
konnten 16 symmetrisch erscheinende, kariose Lasionen identifiziert werden. Diese
wurden in zwei vergleichbar grof3e Teile geschnitten und daraufhin randomisiert einer der

unten genannten Versuchsgruppen zugeordnet.

Versuchsablauf und antibakterielle Behandlung

Die Karies wurde mit sterilen Rosenbohrern jeweils komplett entfernt, nachdem die

Proben zunachst - wie nachfolgend dargestellt - behandelt worden waren:

1. Kontrollgruppe (CHX): Die Proben wurden mit 1% CHX Gel fur 30 s behandelt.
Anschliel3end erfolgte eine Spulung mit 5 ml NaCl 0,9%.

2. CHX + kaltes Plasma (CP): Die Zdhne wurden zusatzlich zur Behandlung - wie in
Gruppe 1 - mit CP fur 60 s bei einer Flussrate von 4,9 sim bestrahit.
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Die Dentinspane wurden in BHI Uberfuhrt, verdinnt und auf Columbia-Agar Platten
abgegeben. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden konnten die koloniebildenden
Einheiten (CFU) bestimmt werden.

3.1.2 In vitro Ansatz

Probenherstellung

Nach Auswahl von 24 Oberkiefereckzahnen mit geraden Wurzeln und Entfernung
koronaler und apikaler Anteile, konnten standardisierte Areale von 4 x 5 mm auf jeder
Wourzeloberflache definiert und die gewonnenen Proben randomisiert einer der unten

beschriebenen drei Gruppen zugeordnet werden.

Kultivierung und Kolonisierung mit Bakterien
Es erfolgte die Inkubation der autoklavierten Proben fur 48 h in mit Streptococcus mitis,
angereicherte BHI. Nach 24 h wurden 25% des Nahrmediums durch neues ersetzt.

Versuchsablauf und antibakterielle Behandlung

Folgende drei Gruppen wurden eingeteilt:

1. Kontrolle (K): Die Proben wurden mit 5 ml sterilem NaCl 0,9% fur 30 s gespuilt.

2. SRP: Neben der Spulung gemald Gruppe 1, wurde ein SRP mit einer geschliffenen
Kurette durchgefuhrt.

3. SRP + kaltes Plasma (CP): Es erfolgte die gleiche Behandlung wie in der 2. Gruppe,
zusatzlich wurde CP fiur 60 s bei 4,9 slm angewendet.

Mit einem sterilen Skalpell konnte Probenmaterial gewonnen und anschlieend in BHI

aufgefangen werden. Nach Verteilung auf Agarplatten wurde unter anaeroben Bedin-

gungen fur 24 h inkubiert und die CFUs ausgezahlt. Unter dem Raster-

elektronenmikroskop (REM) wurden eine infizierte unbehandelte und eine behandelte

Probe betrachtet.

3.2 Proben bakteriell besiedelter Wurzelkanale

Probenherstellung

Das Probenmaterial setzte sich aus 32 Unterkieferpramolaren mit rundem
Wurzelquerschnitt und geraden Wurzeln zusammen. Es wurde darauf geachtet, dass
keine Veranderungen wie Risse, kariose Lasionen oder Obliterationen vorlagen. Mit
einem Gates-Glidden Bohrer Nr. 1 (0,5 mm) fand eine Standardisierung des Kanaldurch-
messers statt, nachdem zuvor die Lange der Kanale auf 8 mm festgelegt worden war.

10
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Die Proben wurden anschliefend in eine transparente Einbettmasse eingebracht, um
aullere Dentinkanale zu verschlie3en, wobei koronaler und apikaler Bereich mit einem

Dentinadhasiv versiegelt wurden.

Kultivierung und Kolonisierung mit Bakterien

BHI wurde mit Enterococcus faecalis konzentriert. Vor Autoklavierung wurden die Proben
ultraschallaktviert mit NaOCI 1%, EDTA 17% und Aqua dest. fur vier Minuten gespult. Zur
Verbesserung des Eindringens von BHI in die Dentintubuli erfolgte ebenfalls eine
ultraschallaktivierte Spulung. Die Inkubation fur sieben Tage bei 37° C unter anaeroben
Bedingungen schloss sich an. 25% des Nahrmediums wurden hierbei nach 24 h durch

neues ersefzt.

Versuchsablauf und antibakterielle Behandlung
Vier Gruppen wurden eingeteilt. Jede Probe wurde vorab ultraschallaktiviert mit 5 ml
steriler NaCl 0,9% gespult und randomisiert einer der folgenden Gruppen zugeordnet:
1. Kontrolle (K): Es wurden keine weiteren Verfahren angewendet.
2. CHX: Ultraschallaktiviert wurde mit 5 ml CHX 2% fur 30 s gespuilt.
3. CP: Die Proben wurden mit kaltem Plasma fur 60 s bei 4,8 sim behandelt.
4. CHX + CP: Nach ultraschallaktivierter Spilung mit 5 ml CHX 2% fur 30 s schloss sich
eine Plasmaapplikation fur 60 s bei 4,8 slm an.
Zur Probenentnahme erfolgte ein Abtrag der Kanalwande
e von 300 ym mit einem Peeso Reamer Nr. 3 (1,1 mm)
e von 500 ym mit einem Peeso Reamer Nr. 5 (1,5 mm)
e von 800 ym mit einem Rosenbohrer 021 (2,1 mm)
Die gewonnenen Spane wurden in BHI eingebracht, verdinnt und abschlieRend auf
Columbia-Agar aufgebracht. Die CFUs wurden nach anaerober Inkubationszeit von 24 h
ausgezahlt.

3.3 Proben bakteriell besiedelter Implantate

Probenmaterial

Es wurden 32 zweiteilige Titanimplantate mit einer sandgestrahlten, sauregeatzten und
hydrophilen, mikro-rauen Oberflache verwendet.

11
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Kultivierung und Kolonisierung mit Bakterien
Die BHI wurde mit Streptococcus mitis konzentriert. Die Implantate wurden in der
Bakteriensuspension unter anaeroben Bedingungen fur 84 h gelagert.

Versuchsablauf und antibakterielle Behandlung

Es wurden vier Gruppen eingeteilt. Um eine standige Rotation und Bewegung zu

gewabhrleisten, wurden die Implantate in ein Insertionsinstrument eingefugt und in ein

Handstuck gesteckt, dass an einer verstellbaren Werkbank befestigt war.

Folgendermallen wurde vorgegangen:

1. Negative Kontrolle (K): Spulung mit 5 ml NaCl 1%, 60 s, 60 rpm (rounds per minute),
Vorschub 0,22 mm/s

2. Diodenlaser (DL): Behandlung der Implantate mit einem DL fur 60 s, 60 rpm,
Vorschub 0,22 mm/s

3. Kaltes Plasma (CP60): Applikation von kaltem Plasma fur 60 s bei 4,3 slm, 60 rpm,
Vorschub 0,22 mm/s

4. Kaltes Plasma (CP120): Applikation von kaltem Plasma fur 120 s bei 4,3 sim, 60 rpm,
Vorschub 0,11 mm/s

Zur Probengewinnung wurde wie folgt verfahren:

Nach Inkubation in 1 ml BHI fand eine direkte Beschallung fur 60 s statt. AnschlieRend

wurde die Oberflache des Implantats mit einer Burste abgestrichen, der Burstenkopf

entfernt und in 2 ml BHI, das Implantat in 1ml BHI eingebracht. Beide wurden in einem

Ultraschallbad fur 60 s indirekt beschallt. Die Bakteriensuspension wurde auf Agarplatten

aufgebracht und bei 37 °C unter anaeroben Bedingungen inkubiert. Die Auszahlung der

CFUs erfolgte nach 24 h.

Zusatzlich fanden Untersuchungen behandelter Proben unter Fluoreszenz- und Raster-

elektronenmikroskop statt. Ein inkubierter zersagter Teil der Implantatspitze wurde unter

einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop betrachtet. Zur Identifikation der Bakterien

erfolgte eine Gram-Farbung sowie die Verwendung eines biochemischen Identifika-

tionssystems.

3.4 Statistische Auswertung
Zur Bestimmung der Reduktionsfaktoren (RF) wurden die ermittelten Werte logarithmiert
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und anhand folgender Formel bestimmit:

log RF= log (Kontrolle) — log (Desinfektionsmethode) (31)

Fur die Ansatze wurden unter Verwendung der SPSS Statistics 21.0 Software Kruskal-
Wallis Test und Mann-Whitney-U Test durchgefuhrt und p-Werte unter 0,05 als signifikant
angesehen.

4 Ergebnisse

4.1 Proben bakteriell besiedelten Dentins
4.1.1 Exvivo Ansatz

Es zeigte sich, dass die zusatzliche Anwendung von Plasma zum CHX mit 2,67 log
CFU/ml im Durchschnitt zu einem signifikant besseres Ergebnis fuhrte als die alleinige
CHX Applikation mit 4,45 log CFU/ml (p=0,002, Man-Whitney-U Test). Bis auf die Proben
drei, sechs und acht wurden in der Kontrollgruppe hohere Werte ermittelt als in der
Plasmagruppe. Wahrend bei 10 der 16 Proben aus der CHX + CP Gruppe eine Reduk-
tion von mindestens einer logarithmischen Stufe im Vergleich zur Kontrolle erzielt werden
konnte, war bei funf dieser Proben sogar eine Reduktion um mehr als zwei logarithmische

Stufen erkennbar und keine CFUs auf den Agarplatten mehr nachweisbar (s. Abb. 1).

m CHX CHX+Plasma
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o
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Probennr.

Abb. 1: ermittelte log CFU/ml der CHX und CHX + Plasma Gruppe

4.1.2 In vitro Ansatz

Die Begutachtung unter dem REM ergab bei der unbehandelten Probe die Besiedlung
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der Oberflache mit einem dichten Biofilm. Nach erfolgtem SRP und Spulung mit Wasser-
stoffperoxid konnten verbleibende Mikroorgansimen in Rillen und kleinen Nischen nach-
gewiesen werden.

Es lield sich eine schrittweise Reduktion der Zahl der verbleibenden Mikroorgansimen
beobachten: ausgehend von der Kontroligruppe mit einem Median von 3,85 log CFU/ml
uber die SRP Gruppe, die eine signifikante Reduktion auf 2,98 CFU/ml (p=0,002, Mann-
Whitney-U Test) zeigte, bis hin zur CP Gruppe, die sogar eine hoch signifikante
Reduktion auf 0 log CFU/ml (p=0,000) aufwies. Die sich hieraus ergebenden Reduktions-
faktoren (RF) lauteten fur die SRP Gruppe 0,87 log RF und 3,85 log RF fur die CP
Gruppe. Entsprechende Werte sind in Abb. 2 ersichtlich.

Eine vollstandige Elimination auf 0 CFUs konnte in sechs der acht Proben bei Plasma-
anwendung ermittelt werden. Bei zwei Proben der letzten Gruppe verblieben jeweils 20
CFUs. Die Durchfuhrung des SRP konnte bei funf Proben eine Reduktion um mindestens
eine log Stufe erreichen. Im Mittel fuhrte die Applikation von Plasma zu einer Reduktion
um mehr als 3 log Stufen gegenuber der Kontrolle.

log CFU/ml log RF

Abb. 2: log CFU/ml der drei Versuchsgruppen mit dazugehoérigen Reduktionsfaktoren

4.2 Proben bakteriell besiedelter Wurzelkanale

Bei der schichtenunabhangigen Betrachtung zeigte sich, dass in allen Desinfektions-
gruppen signifikant weniger Bakterien nachweisbar waren als in der Kontrollgruppe
(p<0,01, Mann-Whitney-U Test). Weiterhin konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
der weniger effektiven CHX und der CHX + CP Behandlung ermittelt werden. Alle

anderen Gruppen zeigten beim Vergleich untereinander keinen signifikanten Unter-
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schied. Der Median in der Kontrollgruppe betrug 6,82 log CFU/ml, in der CP Gruppe 3,55
log CFU/mlI, in der CHX Gruppe 4,16 log CFU/ml und bei der CHX + CP Behandlung 3,26
log CFU/mI. Ausgedruckt in RF resultierten Werte fur CHX + CP von 3,56 log RF (p<0,01),
CP von 3,27 log RF (p<0,01), CHX von 2,66 log RF (p<0,01).

In der detaillierten Betrachtung innerhalb der verschiedenen Schichten wurde eine
absteigende Effektivitat der Desinfektionswirkung in allen Gruppen ausgehend von der
oberflachlichen Schicht bis in die tiefste Schicht von 500-800 ym beobachtet. Wahrend
CHX + CP in der oberflachlichen Schicht (0-300 ym) den signifikant hochsten log RF mit
4,41 im Vergleich zu den anderen Gruppen aufwies (p<0,01), zeigte CHX in 500-800 pm
mit 2,02 log RF den besten Effekt. In einer Tiefe von 300-500 pm liel3 sich eine ahnlich
gute Effektivitat bei CHX + CP und CHX Anwendung beobachten. In 0-300 ym war die
Wirkung bei alleiniger CHX Applikation am geringsten, in 500-800 ym wiesen CHX + CP
das schlechteste Ergebnis auf (s. Abb. 3).

B CHX+CP CP B CHX

oeeomm e -
300500 i 219 -
=y B

0 2 4 6 8 10 12

loa RF

Abb. 3: Logarithmische Reduktionsfaktoren der Desinfektionsmethoden in verschiedenen Tiefen des
Dentins. (CP: kaltes Plasma)

4.3 Proben bakteriell besiedelter Implantate

Eine vollstandige Abtotung von Bakterien konnte bei keiner Methode der Desinfektion
erzielt werden. Die Anwendung von Plasma fuhrte im Vergleich zur Kontrollgruppe zu
signifikant geringeren CFU Werten (p=0,012 und p=0,024), wobei der Vergleich der
Plasmagruppen eine Unabhangigkeit des antimikrobiellen Effekts von der Behandlungs-
zeit zeigte (p=0,958).

Die Behandlung gemal} den einzelnen Gruppen fuhrte zu logarithmischen Mittelwerten
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von K=4,59 log CFU/ml, DL= 4,0 log CFU/mI, CP60= 2,38 log CFU/ml und CP120= 2,66
log CFU/mI. Diese sind mit den dazugehdrigen Reduktionsfaktoren in Abb. 4 dargestellt.
Die Laseranwendung zeigte gegenuber der Kontrollgruppe keinen signifikanten Unter-
schied (p=0,674).

m K DL W CP60 H CP120

0,59
[

log CFU/mI log RF

Abb. 4: log CFU/ml der vier Versuchsgruppen mit dazugehorigen Reduktionsfaktoren

In der Fluoreszenzmikroskopie konnten auf dem Implantat der Kontroligruppe
uberwiegend grun fluoreszierende Regionen beobachtet werden, die auf vitale Bakterien
hindeuten. Demgegenuber stehen rote Areale, wie auf den zuvor antimikrobiell behan-
delten Implantaten ermittelt, fur abgetotete Mikroorgansimen. In beiden CP Gruppen war
der Anteil hoher als in der DL Gruppe. Zwischen den einzelnen CP Gruppen zeigte sich
kein nennenswerter Unterschied. Im REM waren beim inkubierten Implantat runde und
oval geformte Strukturen auf der Oberflache zu erkennen. Auf der sterilen Implantat-

oberflache zeigte sich keine Bakterienkolonisierung.

5 Diskussion

5.1 Bewertung der Ergebnisse

Ziel der durchgefuhrten Untersuchungen war es, die Effizienz der antimikrobiellen
Wirkung des Plasmas beurteilen zu konnen. Grundsatzlich konnten in allen Teilbereichen
vielversprechende Ergebnisse erzielt werden.

Auf karidsen Lasionen fuhrte die zusatzliche Applikation von Plasma im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu einer signifikanten Effektivitatssteigerung, allerdings verbunden mit
einer deutlichen Variabilitat zwischen den einzelnen Proben. In funf mit Plasma
behandelten Proben lieRen sich keine Bakterien mehr nachweisen, in funf weiteren

zeigten sich Werte uber 4 log CFU/ml. Die unterschiedlichen Ergebnisse durften sich auf
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Form und GroR3e der karidsen Lasionen zuruckfuhren lassen. Demzufolge durfte auch die
Anzahl der besiedelnden Bakterien deutlich differiert haben. Zudem ist die Wirkung des
Plasmas in tieferen Lasionen bedingt durch Veranderungen des Dentin-Pulpa Komplexes
im Zuge einer Karies (32) moglicherweise verringert.

Ein unterschiedliches Spektrum an Mikroorganismen bei den verschiedenen Proben lasst
sich allerdings nicht ausschliel3en. Die von Klémpfl et al. (33) beschriebene gewisse
Variabilitat des Plasmas bei der Inaktivierungswirkung verschiedener Bakterien konnte
demnach ebenfalls zu Abweichungen beigetragen haben.

Die Inkubationsbedingungen des Versuchsteils fuhrten zu einer positiven Selektion
schnell wachsender, anaerober Bakterien. Demzufolge dirfte eine gute Ubertragbarkeit
auf Streptococcus mutans und Lactobacillus azidophiles bestehen. Der Effekt des
Plasmas auf S. mutans, einem wichtigen Leitkeim der Karies, konnte bereits in anderen

Studien nachgewiesen werden (34, 35).

Ausgehend von der 6kologischen Plaquehypothese (36) ist jedoch in Frage zu stellen,
ob eine alleinige Beeinflussung der Bakterienzahl durch Plasmabehandlung
therapeutisch vielversprechend ist. Nach Inaktivierung der kariogenen Bakterien konnte
es schnell zu einer Wiederbesiedlung der Oberflachen durch im Speichel enthaltende
azidogene und azidurische Spezies kommen. Baysan und Lynch stellen zwar die
Hypothese auf, dass eine initiale Herabsetzung der Bakterienzahl dazu fuhren wurde,
dass eine Rekolonisierung durch Resistenz der oralen residenten Flora verhindert wird
(27), jedoch mussen weitere Untersuchungen diese Auffassung erst noch abschlieRend
bestatigen. So konnte eine Kombinationsbehandlung mit einem Adhasivsystem zur
Versiegelung der Oberflache ein erneutes Eindringen von Bakterien in die Tiefe
moglicherweise verhindern.

Die Moglichkeit der Verwendung von Adhasivsystemen zur Arretierung der Progression
von karidsen Lasionen wurde in vielen Studien bereits untersucht (37, 38). Des Weiteren
wurden Adhasive mit antimikrobiellem Effekt entwickelt (39) sowie die Fahigkeit zur
Verringerung der Biofilmbildung beschrieben (40). Es zeigte sich jedoch, dass eine
Langzeitpravention fur die Demineralisation nicht erzielt werden konnte (30). Zhang et al.
(41) haben vor kurzem die Entwicklung eines vielversprechenden multifunktionalen
Adhasivs beschrieben, die allerdings durch weitergehende Untersuchungen verifiziert

werden musste.
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Zudem machten Sladek et al. (42) schon vor Jahren den Vorschlag, Plasma zur Therapie
von Karies einzusetzen. Dabei untersuchten sie ob es zu einer Schadigung der Pulpa
durch Temperaturerhohung kommt, was jedoch nicht bestatigt werden konnte.

Ergibt sich die Indikation zu invasiven Interventionen der karidsen Lasionen, besitzt die
Plasmaanwendung den Vorteil der Verbesserung des Haftverbundes von Restaura-
tionsmaterialien: Grundlage hierfur stellt die Fahigkeit des Plasmas dar, nach anschlie-
Rendem Rewetting, Dentinkanale zu 6ffnen und dadurch eine verbesserte Penetration
des Adhasivsystems zu ermoglichen (43). In der Konsequenz entsteht eine dickere
Hybridschicht. Weiterhin werden zahlreichere und tieferreichende Zapfen des
penetrierten Kunststoffes beschrieben (44), die auf einer erhdhten Benetzbarkeit des
Dentins nach Plasmaanwendung beruhen (45). Diese konnte nicht nur im Rahmen der
Fullungstherapie genutzt werden, sondern auch bei der Befestigung keramischer Restau-
rationen hilfreich sein (46).

Im in vitro Ansatz des bakteriell besiedelten Dentins konnte durch das SRP eine
signifikante Bakterienreduktion im Vergleich zur Kontrolle erreicht werden, wahrend das
Plasma sogar zu einer hoch signifikanten Reduktion fuhrte. Bei einem grof3en Teil der
Proben dieser Gruppe war kein Bakterienwachstum nachweisbar.

Es lasst sich bei kritischer Betrachtung anmerken, dass sich die Anzahl verbleibender
Bakterien mdglicherweise lediglich unterhalb der Nachweisgrenze der verwendeten
Quantifizierungsmethode befand und demnach die Wirkung des Plasmas Uberschatzt
werden konnte.

Der alleinige antimikrobielle Effekt des Plasmas wurde in diesem Versuchsteil nicht
untersucht. Es wird davon ausgegangen, dass eine initiale mechanische Entfernung des
Biofilms unumganglich ist, bevor adjuvant Plasma zur Abtotung noch verbleibender
Mikroorgansimen eingesetzt werden kann.

Zudem zeigte sich, dass es bei Applikation von Plasma in vitro zur einer verbesserten
Migration und Proliferation von Osteoblasten kommt (47), was sich positiv auf die
Gewebeheilung auswirken konnte.

Weiterhin wurde beobachtet, dass eine Parodontaltherapie dazu fuhren kann, dass es zu
einem Anstieg von kariogenen Bakterien kommt (48, 49) und in der Folge das Risiko
einer Progression bzw. Entstehung einer Karies erhoht ist. Diese enge Assoziation fuhrt
zur Annahme, dass eine adjuvante Applikation des Plasmas zur Elimination von

kariogenen Bakterien moglicherweise den Therapieerfolg verbessern konnte.

18



Diskussion

Die Plasmaapplikation in der Endodontie scheint adjuvant zur gangigen Anwendung von
Spullosungen wie CHX eine positive Beeinflussung in der Desinfektionswirkung
herbeizufuhren: In der Gesamtbetrachtung der Schichten fuhrte die Kombination aus
CHX + CP zum besten Ergebnis. Bis in Tiefen von 800 um konnte ein Desinfektionseffekt
des Plasmas ermittelt werden, wobei in der CHX Gruppe in der tiefsten Schicht am
wenigsten Bakterien verblieben.

Die Tiefenwirkung des Plasmas konnte zudem auch hinsichtlich der Kariestherapie
interessant sein, da bei der Entstehung von Wurzelkaries des Dentins Bakterien ebenfalls
in freiliegende Dentintubuli einwandern und bei Persistenz die Entwicklung einer Karies
verscharfen konnen (50).

Die Tatsache, dass in der oberflachlichen, am starksten kontaminierten Schicht, mit CP
+ CHX bzw. nachfolgend CP die hochste Reduktion von Bakterien erzielt werden konnte,
lasst zudem vermuten, dass insbesondere bei initialen, nicht tiefreichenden Lasionen der
Wourzeloberflache durch das Plasma eine effektive Bakterienreduktion herbeigefihrt
werden konnte. Eine direkte Ubertragung fallt jedoch bedingt durch die stattfindenden
Strukturveranderungen des Dentins im Zuge des Kariesprozesses schwer (32).
AbschlieRend zeigte sich eine signifikante Reduktion der CFUs bei Behandlung von
Implantatoberflachen im Vergleich zur negativen Kontrollgruppe. Die Vermutung, dass
eine Verdopplung der Applikationszeit eine deutliche Steigerung im antimikrobiellen
Effekt erzielen wurde, konnte jedoch nicht bestatigt werden.

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse bleibt offen, inwieweit eine ahnliche Wirkung
auch in vivo erzielt werden kann, da der Zugang zur Implantatoberflache eingeschrankt
sein durfte. Weiterhin waren verbleibende Bakterien bei jeder Desinfektionsmethode

nachweisbar.

5.2 Limitationen

Hinsichtlich der Bewertung der Ergebnisse ist auf gewisse Limitationen bezuglich der
durchgefuhrten Methodik hinzuweisen:

Kariose Lasionen waren nicht standardisiert, was bei weiterfihrenden Studien beachtet
werden sollte. Zusatzlich erscheint es sinnvoll eine negative Kontrollgruppe einzufuhren,
die im vorliegenden Versuchsteil fehlte.

Zu den infizierten, nicht kariosen Lasionen ist anzumerken, dass eine direkte
Ubertragung in die in vivo Situation nur eingeschrankt mdglich ist, da Proben lediglich mit

einer Bakterienspezies inkubiert wurden. Fur weitere Untersuchungen wurde sich
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anbieten, auf verschiedene Bakterienspezies zurtuckzugreifen, um die Bedingungen der
Mundhohle realistischer abzubilden. Weiterhin konnten in vivo gereifte Biofilme frisch
extrahierter Zahne genutzt werden.

Weitere Limitationen ergeben sich bei der Ubertragbarkeit der Untersuchungsergebnisse
in den Wurzelkanalen auf die in vivo Situation. Die Kanale wurden vor Inkubation auf 0,5
mm standardisiert und mit EDTA gespult, was ein erleichtertes Eindringen von CHX
ermoglichte. Die Wirkung konnte in vivo unter Umstanden auf Grund der suboptimalen
Bedingungen verringert sein, wobei das Plasma auch bei kleineren Kanalen ahnlich

effektiv sein dirfte

5.3 Schlussfolgerungen

Unter Berucksichtigung der Limitationen lassen sich zusammenfassend folgende
Aussagen festhalten:

Die Nutzung von kaltem Plasma zur Therapie der Karies stellt - aufgrund der nachge-
wiesenen antimikrobiellen Effekte auf karidsen Lasionen - einen aussichtsreichen Thera-
pieansatz dar. Allerdings sollten weitergehende Studien diese Ergebnisse verifizieren.
Die Applikation auf karidsen Lasionen erscheint vor allem bei solchen Patienten sinnvall,
bei denen alternative Therapieansatze aufgrund bestehender Risikofaktoren nur einge-
schrankt moglich sind.

Neben einer Bakterienelimination durch das Plasma sollte eine Kombination mit einer
abschliel3enden Versiegelung der Oberflache mit einem Adhasivsystem erfolgen, um ein
erneutes Eindringen von Bakterien in die Dentintubuli zu verhindern.

Uberdies lasst sich das Potential des Plasmas in der Parodontaltherapie adjuvant zum
mechanischen Debridement erkennen. Die Anwendung von CP auf Implantaten fuhrte
ebenfalls zu vielversprechenden Resultaten, wenngleich weitere antimikrobielle Mal}-
nahmen erganzend notwendig erscheinen, weil eine Desinfektionsqualitat nicht erreicht
werden konnte.

Abschliel3end scheint auch eine Anwendung im Rahmen der endodontischen Behand-
lung sinnvoll.

Grundsatzlich sollte schon im frihen Stadium der Karies non-invasiv interveniert werden,
um das Auslosen und Voranschreiten der oben beschriebenen Restaurationsspirale zu

unterbinden.
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