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1. Abstract

Deutsche Version
Gewebevertragliches Kaltplasma (KP) ist in der Dermatologie bereits zur
Dekontamination von Wunden mit therapieresistenten Keimen etabliert. Resistente
Keime limitieren auch in der Zahnmedizin, speziell in der Endodontologie, den
Therapieerfolg. Daher sollte in dieser Untersuchung gezeigt werden, ob die Anwendung
von KP als Erganzung zu bestehenden Therapieansatzen geeignet ware.
Diese Fragestellung wurde in drei Studien mit in-vitro- und ex-vivo-Versuchen bearbeitet.
In der ersten Studie wurde die Wirkung von KP in verschiedenen Tiefen von infizierten
Dentintubuli untersucht. Dazu wurden die Dentintubuli mit Enterococcus faecalis infiziert
und anschlieBend mit verschiedenen Dekontaminationsmethoden (Kontrollgruppe:
Spulung mit 5 mL physiologischer 0,9 % Kochsalzlosung, CHX-Gruppe: 30 s Spulung mit
5 mL einer ultraschallaktivierten 2 % Chlorhexidindigluconatlésung (CHX), KP-Gruppe:
30 s KP-Anwendung und eine Kombinationsgruppe: 30 s Spulung mit einer
ultraschallaktivierten 5 mL 2 % Chlorhexidindigluconatlosung und 30 Sekunden KP-
Anwendung) behandelt. Die Kombination aus Chlorhexidindigluconat mit KP war
signifikant effektiver in der Keimreduktion Uber alle Schichten betrachtet als die
Anwendung in der CHX-Gruppe.
Ziel der zweiten Studie war die Analyse der Dekontaminationswirkung von KP auf
Dentinoberflachen, da das Endodont aus diesem Material besteht und eine komplette
Entfernung durch mechanische Aufbereitung meist nicht moglich ist. Es wurden zwei
Versuche durchgefuhrt.
Bei dem ex-vivo-Versuch wurden karidose Lasionen halbiert und die CHX-Gruppe mit 1 %
CHX-Gel und die KP-Gruppe fur 60 s mit KP behandelt. Die KP-Gruppe wies signifikant
weniger Keimzahlen auf als die Kontrollgruppe. Fur den in-vitro-Versuch wurde auf den
Wurzeloberflachen von 24 Oberkiefereckzahnen ein Areal von 4 mm x 5 mm definiert und
mit Streptococcus mitis besiedelt. Die Behandlung erfolgte in der Kontrollgruppe
(Spulung mit 5 mL 0,9 % NaCl fur 30 s), der SRP-Gruppe (Spulung wie Kontrolle,
zusatzlich erfolgte ein Scaling (SRP) der Oberflache mit einer scharfen Kurette) und in
der SRP+KP-Gruppe (Vorgehen wie bei SRP-Gruppe, anschlieBend Applikation des
Plasma-Jets fur 60 s). Auch hier war die zusatzliche Behandlung mit KP signifikant
effektiver als die Anwendungen in den Vergleichsgruppen.



Bei der dritten Studie stand die Dekontaminationswirkung des KP in bakteriell
besiedeltem Knochen im Fokus des Interesses, der bei einer apikalen Entzindung
vorliegen konnte. Es wurden verschiedene Schichten untersucht, wobei die Keimzahlen
in der KP-Gruppe (KP-Anwendung fur 60 s) signifkant niedriger waren, als in der
Kontrollgruppe (1 % Nacl, 60 s gespult) und in der CHX-Gruppe (Spulung mit 0,2 % CHX
fur 60 s) uber alle Schichten betrachtet.

Kaltplasma wies in allen drei Untersuchungen eine bakterizide Wirkung auf. Somit konnte
Kaltplasma als Erganzung in der endodontischen Therapie eingesetzt werden.

English version
Tissue tolerable cold plasma (CP) is established in dermatology for decontaminating
therapy-resistant infected wounds. Resistant germs limit the therapeutic success also in
dentistry, especially in endodontics. Hence, this study attempted to show if CP could
complement the current therapeutic concepts.
This scientific issue was processed by three studies including in vitro and ex vivo
approaches.
In the first study, bactericidal efficacy of CP in different depths of infected dentinal tubules
was examined. Dentinal tubules were infected with Entercoccus faecalis and treated
subsequently with different decontamination methods (control group: rinsing with 5 mL
saline 0,9 %; CHX-group: 30 s ultrasonically enhanced irrigation with chlorhexidin
gluconate 5 mL; combination group: 30 s ultrasonically enhanced irrigation with
chlorhexidin gluconate 5 mL and 30 s CP application). Thereby the combination of CHX
and CP was significantly more effective in the overall disinfection than the CHX-group.
The second study analyzed the decontamination effect of CP on dentinal surfaces,
because in general dentin coats the endodont and a complete root canal preparation
often is not achievable. Two approaches were performed.
In the ex vivo approach caries lesions were bisected and treated in the CHX group with
1 % chlorhexidine gel and in the CP group with 60 s of CP. The CP group showed
significant less numbers of germs as the control group. For the in vitro approach, on each
surface of the 24 canines, one area of 4 mm x 5 mm was defined and an infection with
Streptococcus mitis was effected. Then the treatment in the different groups (control
group: rinsing with 5 mL 0,9 % saline for 30 s; SRP group: rinsing like in the control group
and additionally scaling with a sharp curette; SRP+CP group: performance like in the



SRP-Group, additionally application of CP for 60 s) was implemented. The treatment in
the SRP+CP group was significantly more effective.

In the third study, the decontamination effect of CP in infected bone, which could exist
during an apical inflammation, was investigated. Different layers were analyzed, whereby
the germ number in the CP group (CP application for 60 s) was significantly lower as in
the control group (irrigation with 0,9 % saline for 60 s) and in the CHX group (irrigation
with 0,2 % CHX for 60 s).

In all studies, CP showed a bactericidal effect, so CP could supplement the current
therapeutic concepts.

2. Einfuhrung

2.1 Infektion des Endodonts

Eine Infektion des Endodonts kann allgemein durch die Kommunikation des Dentins mit
Biofilmen geschehen, beispielsweise durch eine Caries profunda (1,2).

Bei einem vitalen Zahn resultiert hieraus eine entzindliche Veranderung, die zuerst noch
reversible Pulpitis. Bei unbehandeltem progredienten Krankheitsverlauf kann sich eine
irreversible Pulpitis entwickeln, die in der weiteren Pathogenese eine Pulpanekrose zur
Folge haben kann (3).

Bei persistierender Infektion des Endodonts ist die Entstehung einer Parodontitis apicalis
mit Resorption des angrenzenden Knochen mdglich (3,4). Besteht eine Parodontitis
apicalis Uber einen langeren Zeitraum ohne Therapie, so ist die Bildung eines bakteriellen
Biofilm um den Apex radicis dentis denkbar (5). Diese Lasionen konnen prinzipiell an
allen Verbindungen zwischen Endodont und Parodont entstehen (6). Somit liegt eine
bakterielle Kontamination im Dentin, in den Tubuli und abhangig vom Schweregrad der
Infektion auch im periradikularen Knochen vor (Abb. 1 a).

2.2 Endodontische Therapie

Als therapeutisches Ziel der endodontischen Behandlung wird die Entfernung der
Mikroorganismen aus dem Endondont formuliert (7).

Dieses wird konventionell durch die Kombination von mechanischer Reinigung und

chemisch-medikamentdser Desinfektion versucht zu erreichen (8). Die mechanische



Reinigung erfolgt idealerweise durch die Entfernung von vitalem und nekrotischen
Gewebe sowie von Biofimen aus dem Wurzelkanal. Dafur stehen diverse
Aufbereitungstechniken zur Verfugung (9).

Etablierte Substanzen fur die chemische Desinfektion sind Natriumhypochlorit (NaOCI)
und Chlorhexidindigluconat (CHX) (10). Das NaOCI wirkt durch unspezifische Proteolyse
auflosend auf Bakterien und organisches Gewebe (11). CHX weist eine positive Ladung
auf und kann sich dadurch an die negativ geladene Bakterienoberflachen anlagern. Dies
fuhrt zu einer Destabilisierung und Perforation der Zellwand sowie der Zellmembran,
wodurch konzentrationsabhangig eine bakteriostatische oder eine bakterizide Wirkung
resultiert (12). Sekundare Effekte sind Interaktionen mit proteolytischen und
glykosidischen Enzymen (13).

In einigen Fallen fuhren die Komplexitat und die interindividuellen Unterschiede in der
Wurzelkanalanatomie zu einem Therapieversagen, sodass resistente Keime wie z.B.
Enterococcus faecalis im Kanalsystem verbleiben und durch weiteres Wachstum erneut
zu einer entzundlichen Reaktion fuhren konnen (14), die als ein Therapieversagen
bewertet werden muss.

Daher ist es notwendig, die bestehenden Therapiekonzepte zu erganzen

beziehungsweise neue Ansatze zu entwickeln.

2.3 Prinzip des gewebevertraglichen Kaltplasmas

Der Begriff ,Plasma“ bezeichnet den vierten Aggregatzustand. Fugt man einem Gas
weiter Energie zu, so resultiert eine lonisierung der darin befindlichen Atome. Somit wird
das Gas elektrisch leitend und der Plasmazustand ist erreicht.

Medizinisch relevante Komponenten des gewebevertraglichen Kaltplasmas sind unter
anderem die reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies, die UV-Strahlung, das
resultierende elektromagnetische Feld sowie die Warmestrahlung.

Die genannten Komponenten sind sehr wirkungsvoll in der Abtétung von gramnegativen
und grampositiven Bakterien. Diese induzieren eine oxidative DNA/RNA-Zerstorung, eine
Schadigung der Zellwand und der Zellmembran sowie eine Veranderung der
Proteinfaltung in der Zelle mit konsekutivem Funktionsverlust und folgendem
Zelluntergang (15). Aufgrund der physikalischen Wirkungsweise ist nicht mit Resistenzen

der Mikroorganismen zu rechnen (16).



Des Weiteren bewirken die Komponenten positive Effekte auf Wundheilungsprozesse
durch eine Aktivierung von Immunzellen (Induktion von 30 % mehr neutrophilen
Granulozyten im Wundgebiet (17)), Freisetzung von B-Defensinen, Forderung der
Angiogenese (Forderung der Ausschuttung von z.B. FGF, aus Endothelzellen der
Gefalde) und Aktivierung von Fibroblasten (TGF-B4 und TGF-B2) (18).

2.4 Anwendung in der Medizin

In der Dermatologie wird das gewebevertragliche Kaltplasma bereits erfolgreich in der
klinischen Therapie eingesetzt. Ein Beispiel ist die Anwendung an chronischen Wunden.
Studien zeigten eine signifikant effektivere Reduktion der Wundkeime unter zusatzlicher
Anwendung von KP im Vergleich zu konventionellen Behandlungsprotokollen (19,20).

2.5 Zielstellung

Das Ziel dieser Untersuchungen war, anhand von drei in-vitro-Modellen zu prifen, ob
gewebevertragliches Kaltplasma das Potenzial besitzen koénnte, die bestehenden
Therapiekonzepte in der Endodontologie zu erganzen oder ob sogar ein neuer
Therapieansatz denkbar ware.

Im Endodont befinden sich vielfach auch nach der chemisch-mechanischen Aufbereitung
Bakterien in den Dentintubuli, auf Dentinoberflachen und in einigen Fallen auch in
periradikularen Knochenlasionen (Abb. 1b) (5). Daher sollte anhand von in-vitro-Modellen
untersucht werden, ob kaltes Plasma in diesen Bereichen effektiv Bakterien abtoten
konnte. Als Vergleich dienten konventionelle antibakteriellen Anwendung.

Untersuchung der infizierten Dentintubuli

Bakterien in den Dentintubuli sind schwer erreichbar fur desinfizierende Agenzien.
Studien zeigten, dass Bakterien bei einer Infektion des Endodonts bis zu 653 pm in die
Dentintubuli penetrieren konnten (7). Nach Literaturangaben penetrierte passiv
ultraschallaktiviertes CHX ca. 209 pm (21) und NaOCl ca. 300 um (22) in die Dentintubuli.
Aufgrund dieser Diskrepanz sollte untersucht werden, ob KP eine effektivere
Tiefenwirkung aufzeigen konnte.

Der Desinfektionserfolg in den Dentintubuli sollte in drei verschiedenen Eindringtiefen
untersucht werden, in jeweils 0-300 ym, 300-500 um und in 500-800 pm Tiefe.



Untersuchung der infizierten Dentinoberflachen
Hierbei sollte generell untersucht werden, inwiefern bakteriell besiedelte
Dentinoberlachen durch gewebevertragliches Kaltplasma desinfiziert werden konnen, da
Dentin das Material im Endodont ist. Auch nach erfolgter chemisch-mechanischer
Aufbereitung bestehen Schlupfwinkel aus Dentin, in denen Bakterien bzw. Biofilme
verbleiben (23).

Untersuchung des infizierten Knochen
Die konventionelle endodontische Therapie, bestehend aus mechanischer Aufbereitung
und chemischer Desinfektion, bezieht normalerweise nicht das periapikale Gewebe mit
ein, im Gegenteil, eine Applikation der konventionellen Agenzien wie NaOCI Uber den
Apex hinaus muss vermieden werden (24). Jedoch befinden sich in einigen Fallen
Bakterien im periapikalen Gewebe (23).
Das Ziel bei dieser Untersuchung war, herauszufinden, ob kaltes Plasma eine

Keimreduktion in infiziertemm Knochen erreichen kann.
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Abb. 1 a Uber einen lidngeren Zeitraum bestehende Infektion des Endodonts durch eine Caries
profunda mit konsekutiver Entwicklung einer Parodontitis apicalis.

Abb. 1 b Modbglicher Zustand des Endodonts nach chemisch-mechanischer Aufbereitung.
Gekennzeichnet sind drei Bereiche, die mit der konventionellen endodontischen Therapie

schwierig zu dekontaminieren sind und in denen Bakterien die Therapie lberleben kénnen.



3. Methodik

3.1 Entwicklung der in-vitro-Modelle

Zur Bearbeitung der Fragestellung mussten fur die drei verschiedenen Bereiche jeweils
eigenstandige Modelle entwickelt werden, welche in Vorversuchen getestet wurden.

Fir die Erstellung von infizierten Dentintubuli wurden 32 geeignete menschliche
Pramolaren ausgewahlt. Diese mussten ein rundes, nicht obliteriertes Lumen, einen
geraden Kanalverlauf und durften keine sonstigen unphysiologischen Veranderungen
aufweisen. Anschlie3end erfolgte eine standardisierte Aufbereitung: Die Apices wurden
in circa 3 mm Lange abgeschnitten, ebenso wie die Krone, sodass eine exakte
Kanallange von 8 mm resultierte. Eine standardisierte Lumenweite wurde durch
Aufbereitung mit einem Gates-Glidden-Bohrer No. | (0,5 mm) gewahrleistet. Die
nachfolgende Einbettung in Acrylkunsstoff (Technovit 4004) erzeugte eine geschlossene
Wurzeloberflache. Mit einem Dentaladhasiv wurde die apikal und koronal frei liegende
Zahnoberflache versiegelt. Dabei wurde das Wurzelkanallumen nicht mit einbezogen.
Bei den infizierten Dentinoberflachen wurden zwei Ansatze definiert, eine in-vitro- und
eine ex-vivo-Untersuchung. Fur die ex-vivo-Untersuchung wurden von 25 frisch
extrahierten Zahnen insgesamt 16 kariose ICDAS 6 Lasionen ausgewahlt, welche ein
annahernd symmetrisches Erscheinungsbild aufwiesen. Diese wurden halbiert und die
Halften jeweils einer der beiden Gruppen (s. u.) zugeordnet. Fur den in-vitro-Ansatz
wurde auf 24 Oberkiefer-Eckzahnen jeweils ein standardisiertes Areal von 4 mm x 5 mm
angelegt.

Der in-vitro-Versuch der infizierten Knochenproben wurde mit zylindrischen
Schweineknochenblécken durchgefuhrt. Dabei betrug der Durchmesser 4 mm und die
Lange 3 mm.  Zur Vergleichbarkeit mit menschlichem Knochen wurde jeder
Versuchsgruppe ein humaner Knochenblock (6 mm x 10 mm x 10 mm) zugeordnet.
Wahrend der Versuchsdurchfuhrung wurden die porcinen Knochenproben in speziell
gefrasten Technovit-Blocken gelagert, sodass 3 Zylinder in einem exakt passenden Slot
Ubereinander angeordnet waren. Daher ergab jeder Knochenzylinder eine Schicht (I 0-3
mm, Il 3-6 mm und Il 6-9 mm).

Die humanen Knochenblocke wurden erst nach der Versuchsdurchfihrung in horizontale

Scheiben gesagt, woraus drei Schichten resultierten: | 0-2 mm, |l 2-4 mm und Il 4-6 mm.
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3.2 Bakterielle Besiedelung

Die verwendeten anaeroben Modellkeime wurden vor Versuchsbeginn unter anaeroben
Bedingungen angezuchtet. Zur Inkubation wurden die Bakterien in eine sterile Brain-
Heart-Infusion (BHI) dberfuhrt.

Als Modellkeim fur die infizierten Dentintubuli wurde Enterococcus faecalis gewahlt, da
dieser in der Literatur als ein Problemkeim bei Therapieversagen beschrieben wurde. Die
sterilisierten Proben wurden fur sieben Tage in der Bakteriensuspension inkubiert.

FUr den in-vitro-Ansatz der infizierten Dentinoberflachen wurde Streptococcus mitis als
geeignet angesehen, wie auch fur die in-vitro-Infizierung der Knochenproben. Dabei
wurden die Dentinoberflachen 48 h und die Knochenproben fur 24 h inkubiert.

Nach 24 h wurde bei allen inkubierten Proben 25 % der Suspension enthommen und mit
frischer BHI aufgefullt.

Die fur den ex-vivo-Versuch verwendeten karidsen Lasionen waren bereits mit einem
Biofilm versehen zum Zeitpunkt der Extraktion. Daher wurden die frisch extrahierten
Zahne in steriler BHI gelagert bis zur Versuchsdurchfuhrung, um den Biofilm zu erhalten.
Es lag dementsprechend eine Mischflora vor.

3.3 Anwendung der antibakteriellen Agenzien

Nachdem die Besiedelung mit den Bakterien Uber den jeweils festgelegten Zeitraum
erfolgte, wurden die antibakteriellen Agenzien in den definierten Gruppen angewendet.
Hierbei lagen individuelle Ablaufe bei den einzelnen Modellen vor.

Der KINPen Med® wurde in allen Versuchen als Quelle fiir das KP verwendet.

Infizierte Dentintubuli
Alle Wurzelkanale wurden zuerst mit 5 mL steriler Kochsalzlésung (0,9 % NaCl) gespult.
Es wurden vier Gruppen zu je acht Wurzelkanalen gebildet:

1. Kontroll-Gruppe: Keine weitere Behandlung erfolgte auler der 5 mL NaCl-Spulung.

2. CHX-Gruppe: 5 mL 2 % CHX wurden durch den Wurzelkanal gespult. Dabei wurde
das CHX fur 30 s mit Ultraschall aktiviert zur Wirkungssteigerung.

3. KP-Gruppe: Der Plasma-Jet wurde fur 60 s im Abstand von 3 mm in den
Kanaleingang appliziert.

4. Kombinationsgruppe: Zunachst wurden 5 mL 2 % CHX durch den Wurzelkanal

11



gespult, welches fur 30 s mit Ultraschall aktiviert wurde. Anschlieend wurde der

Plasma-Jet fir 60s im Abstand von 3 mm in den Kanaleingang appliziert.

Infizierte Dentinoberflachen
Bei den infizierten Dentinoberflachen wurde differenziert nach in-vitro- und ex-vivo-
Versuch. Dabei wurden verschiedene Agenzien angewendet, acht Dentinoberflachen pro
Gruppe:
1. Exvivo: CHX-Gruppe = Die kariésen Lasionen wurden mit einem CHX-Gel 1 %
fur 30 s behandelt, welches mit 5 mL NaCl 0,9 % abgespult wurde.
KP-Gruppe = Diese Gruppe wurde zuerst wie die Kontrollgruppe
behandelt, anschlieend erfolgte eine Applikation des Plasma-Jets fur 60 s.
2. Invitro:  Kontroll-Gruppe = Die Oberflache wurde mit 5 mL NaCl-Lésung 0,9 % flr

30 s gespult.

SRP-Gruppe = Zusatzlich zur Spulung wie in der Kontrollgruppe erfolgte
ein Scaling (SRP) der Oberflache mit einer scharfen Kurette.

SRP+KP = Zuerst wurde vorgegangen wie in der SRP-Gruppe,
anschlie3end erfolgte die Anwendung des Plasma-Jets fur 60 s.

Infizierte Knochenproben
Die infizierten Knochenproben wurden randomisiert in drei Gruppen eingeteilt, wobei jede
Gruppe aus acht porcinen und einer humanen Knochenprobe bestand.

1. Kontroll-Gruppe: Die Proben wurden mit einer NaCl-Losung 0,9 % fur 60 s gespult.

2. CHX-Gruppe: Die Proben wurden mit einer CHX-L6sung 0,2 % fur 60 s gespuilt.
3. KP-Gruppe: Die infizierten Knochenzylinder wurden fur 60 s mit dem
Plasma-Jet behandelt in einem Abstand von 8 mm.

3.4 Materialgewinnung zur mikrobiologischen Untersuchung
Nach der Anwendung der antibakteriellen Agenzien wurde Material von den Proben
entnommen, um uber mikrobiologische Verfahren die Keimzahl in diesen zu bestimmen.

Die Materialgewinnung erfolgte modellspezifisch.
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Infizierte Dentintubli
GemalR den Uberlegungen fur das Modell der infizierten Dentintubuli wurden drei
Schichten mit rotierenden Instrumenten gleichmallig zirkular abgetragen:

1. Schicht: 300 ym mit einem Peeso-Reamer No. Il (Durchmesser 1,1 mm)

2. Schicht: 500 ym mit einem Peeso-Reamer No. V (Durchmesser 1,5 mm)

3. Schicht: 800 yum mit einem Rosenbohrer 021 (Durchmesser 2,1 mm)

Infizierte Dentinoberflachen
Bei der ex-vivo-Untersuchung wurden die kariosen Lasionen vollstandig mit einem
sterilen Rosenbohrer 018 exkaviert. Die Materialgewinnung bei der in-vitro-Untersuchung
erfolgte mit einer sterilen Skalpellklinge pro Probe, wodurch die oberflachliche Schicht
abgetragen wurde.

Infizierte Knochenproben
Fur die Materialgewinnung wurden die porcinen Knochenzylinder aus den Slots des
Technovit-Blocks entnommen und jeder Knochenzylinder der entsprechenden Schicht
wurde separat mit 20 N in vier Durchgangen zermahlen.
Ebenso wurden die drei Scheiben des humanen Knochens mit 20 N in vier Durchgangen
zerkleinert.

Alle gewonnen Probenpartikel der jeweiligen Modelle wurden jeweils in ein Eppendorf-
Gefald mit 1 mL BHI dberflhrt. AnschlieRend wurde eine Verdinnungsreihe erstellt und
von einer bestimmten Verdinnung wurden 100 pyL auf einer Agar-Platte ausgestrichen.

3.5 Auswertung

Die Auswertung der Agar-Platten erfolgte jeweils mittels Zahlung der Kolonie bildenden
Einheiten (CFUs) nach 24 h Inkubationszeit unter anaeroben Bedingungen bei 37°C. Aus
der Kontroll- und der Versuchsgruppe wurde fur die jeweiligen Paare der logarithmische
Reduktionsfaktor log RF berechnet: log RF =log (CFUkontrolie) — 109 (CFUversuchsgruppe) (25).
Die statistische Auswertung erfolgte fur die Untersuchung der infizierten Dentintubuli, der
infizierten Dentinoberflachen und der infizierten Knochenproben mit dem Kruskal-Wallis-
und dem Mann-Whitney U Test.

SPSS Statistics 21 wurde verwendet, das Konfidenzniveau wurde auf 95 % festgelegt.
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4. Ergebnisse

Einen Uberblick Uber die zusatzliche antibakterielle Wirkung von KP liefert Abb. 2.

Nachfolgend werden die einzelnen Versuchsergebnisse aufgefuhrt.

4.1 Infizierte Dentintubuli
Die Auswertung erfolgte als Vergleich zwischen den jeweiligen Schichten (0-300 pm,
300-500 pm und 500-800 uym), sowie uber alle Schichten betrachtet (0-800 ym).

Vergleich uiber alle Schichten betrachtet (0-800 pm)
Grundsatzlich zeigten alle untersuchten Agenzien signifikant weniger CFUs als die
Kontrollgruppe. Hierbei zeigte die Kombination aus CHX und KP den hochsten log RF
von 3,56. Die KP-Gruppe wies einen log RF von 3,27 und CHX-Gruppe einen log RF von
2,65 auf. Es bestand nur ein signifikanter Unterschied zwischen der Kombinationsgruppe
(CHX und KP) und der CHX-Gruppe.

Vergleich der Einzelschichten

Die untersuchten antibakteriellen Agenzien zeigten in den Schichten 0-300 pm und 500-

800 pm signifikant weniger CFUs als die Kontrollgruppe. Der Vergleich zwischen den

Einzelschichten ergab folgende Unterschiede:

0-300 ym:  Die Kombination aus CHX und KP war in der ersten Schicht signifikant
effektiver als die beiden anderen Gruppen.

300-500 um: Hierbei zeigten die KP- und die CHX-Gruppe ahnliche CFU-Werte, die
Werte fur die KP-Gruppe waren geringfugig hoher. Es resultierten daher
keine signifikanten Unterschiede.

500-800um: In der letzten Schicht war die CHX-Gruppe effektiver als die jeweiligen
Vergleichsgruppen, aber nicht signifikant.

Der Vergleich der Schicht-abhangigen logarithmischen Reduktionsfaktoren zeigte, dass

nur in der ersten Schicht ein signifikanter Unterschied vorlag. Die Kombination von CHX

und KP war in der ersten Schicht signifikant effektiver in der Keimreduktion als die beiden
anderen Gruppen. Zwischen den log RF der anderen Schichten lagen keine signifikanten

Differenzen vor.
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4.2 Infizierte Dentinoberflachen
Bei der Auswertung wurde zwischen dem ex-vivo- und dem in-vitro-Ansatz differenziert:

Ex-vivo-Modell
Es bestand ein signifikanter Unterschied zwischen der CHX- und der KP-Gruppe
hinsichtlich der CFU-Zahlen. Die durchschnittliche CFU-Anzahl lag bei der CHX-Gruppe
bei 4,45 log(CFU/mL) und in der KP-Gruppe bei 2,67 log(CFU/mL). Logarithmische
Reduktionsfaktoren per definitionem konnten hierbei nicht errechnet werden, da eine

Kontrollgruppe fehlte.

In-vitro-Modell
Zwischen der Kontroll-, der SRP- und der SRP+Plasma-Gruppe bestanden signifikante
Unterschiede untereinander. Hierbei konnte die SRP+Plasma-Gruppe alle Keime
abtoten, es lag ein medianer CFU-Wert von 0 vor.
Es errechnete sich fur die SRP-Gruppe ein log RF von 0,87 und fur die SRP+Plasma-
Gruppe ein log RF von 3,85.

4.3 Infizierte Knochenproben
Die Auswertung erfolgte bezogen auf die verschiedenen Schichten, erwahnt werden nur

signifikante Abweichungen.

Porciner Knochen: Vergleich uiber alle Schichten betrachtet (0-9 mm)
Hierbei zeigte die Plasma-Gruppe signifikant weniger CFUs als die Kontroll- und die CHX-
Gruppe. Allerdings lagen die logarithmischen Reduktionsfaktoren weit unter 1. Fur die
Plasma-Gruppe resultierte ein log RF von 0,24, fur die CHX-Gruppe ein log RF von 0,04.

Porciner Knochen: Vergleich der Einzelschichten
0-3 mm: Die KP-Gruppe zeigte geringere CFU-Werte, allerdings lagen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen vor.
3-6mm: In der mittleren Schicht zeigte die KP-Gruppe signifikant weniger

CFU-Werte als die anderen beiden Gruppen.

15



6-9mm: Ebenfalls wies die KP-Gruppe in der letzten Schicht die geringste Anzahl
an koloniebildenden Einheiten auf, wobei nur zur CHX-Gruppe ein

signifikanter Unterschied bestand und nicht zur Kontrollgruppe.

Humaner Knochen:
Da pro Gruppe nur eine Probe vorlag, konnte keine statistisch gesicherte Aussage
getroffen werden. Aufgrund der Unterschiede in der Probengrof3e und der Schichtung
ware auch kein Vergleich zwischen den Schichten des humanen und des porcinen
Knochens moglich. Jedoch zeigten die ermittelten logarithmischen Reduktionsfaktoren

ahnliche Werte wie die der porcinen Knochenproben.

Schmelz
Dentin
N Biofilm / Bakterien

Knochen

Infizierte Dentintubuli
0 - 800 um: log RF 3,56 (CHX+KP) / 2,65 (CHX)

Infizierte Dentinoberflachen:
in vitro: log RF 3,85 (SRP+KP) /0,87 (SRP)

P

Infizierter Knochen:
0-9mm: logRF 0,24 (KP)/ 0,04 (CHX)

Abb. 2 zeigt als Ubersicht die logarithmischen Reduktionsfaktoren (log RF) der effektivsten
Gruppen (griin) und daneben die log RF der entsprechenden Vergleichsgruppe (schwarz).
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5. Diskussion

5.1 Bewertung der Ergebnisse

Gewebevertragliches Kaltplasma demonstrierte in allen drei in-vitro-Modellen eine
bakterizide Wirkung.

Im Modell 1 der infizierten Dentintubuli wies die Kombination aus CHX und KP die
hochste Dekontaminationswirkung auf. Dabei zeigte sich, dass der zusatzliche Effekt des
KP durch eine effektivere Keimreduktion in der ersten Schicht bedingt ist. In der ersten
Schicht wurde eine 43-fach hohere Bakterienbesiedelung im Vergleich zur zweiten
Schicht festgestellt. Eine Studie mit extrahierten Zahnen, die eine chronische apikale
Entzindung aufwiesen und nicht behandelt wurden, zeigte, dass die Bakterien nur zu
300 ym in die Dentintubuli eingedrungen waren (26). Daher ist ein bakterizider Effekt in
der ersten Schicht 0-300 pym als besonders wichtig zu bewerten.

Betrachtet man die CFU-Anzahl in der letzten Schicht 500-800 pm, so fallt auf, dass die
alleinige Wirkung von CHX geringere CFU-Werte aufwies als die Kombination aus CHX
und KP. Zu erwarten ware jedoch, dass beide Gruppen ahnliche Werte zeigen wirden
wie in der mittleren Schicht, da die Anwendung des CHX in beiden Gruppen gleich
erfolgte. Eine Interaktion von CHX und KP durfte auszuschlie3en sein, da beide Agenzien
unterschiedliche Wirkmechanismen aufweisen, die unabhangig voneinader ablaufen.
Diese Ergebnisse sind wahrscheinlich auf die Schwachen des in-vitro-Modells
zuruckzufuhren, welche unter 6.3 diskutiert werden.

Die Betrachtung uber alle Schichten (0-800 um) zeigte, dass die Kombination aus CHX
und KP die effektivste bakterizide Methode war.

Ebenfalls zeigte das Modell 2 der infizierten Dentinoberflachen, dass KP im Vergleich zu
der jeweiligen Vergleichsgruppe infizierte Dentinoberflachen effektiver dekontaminieren
kann. Dieses Modell konnte auf die Situation Ubertragen werden, in der Bereiche im
Wurzelkanal nicht effektiv mechanisch aufbereitet wurden, wie es durch die komplexe
interindividuelle Anatomie bedingt sein konnte. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die
kombinierte Anwendung von CHX und kaltem Plasma auf Mischinfektionen eine
signifikant effektivere Wirkung aufwies als die alleinige Anwendung von CHX. Das
durchgefuhrte SRP des In-vitro-Versuchs lasst sich auch prinzipiell auf die alleinige,
unvollstandige mechanische Aufbereitung, d.h. ohne die gewunschte Entfernung des
Biofilms, Ubertragen. Auch hierbei war die Kombination mit dem kalten Plasma dem
alleinigen SRP uberlegen.
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Basierend auf diesen Untersuchungen lasst sich konstatieren, dass kaltes Plasma in-vitro
die chemisch-mechanische Aufbereitung des Endodonts unterstutzen kann.

Ein weiteres Problem stellt die periapikale Entzindung dar, die durch die konventionelle
Therapie nicht direkt behandelt wird. Durch das Ausbreitungsverhalten des kalten
Plasmas ware es denkbar, dass sich dieses auf den periapikalen Bereich auswirken
konnte, je nachdem wie die Lasion beschaffen ist. Das Modell 3 der infizierten
Knochenproben verdeutlichte, dass die Dekontamination von Knochen komplex ist.
Konnten in Modell 1 und 2 logarithmische Reduktionsfaktoren im Bereich von 1,78 bis
3,5 erzielt werden, so lagen diese bei Modell 3 zwischen 0,04 und 0,24. Da die direkte
Wirkung auf den Knochen nicht die Hauptintention bei der Wurzelkanalaufbereitung ist,
ware bereits eine geringe Keimreduktion im periapikalen Bereich als ein positiver
Nebeneffekt zu bewerten.

5.2 Kritische Betrachtung der Versuchsmodelle

Generell besteht die Problematik, dass in-vitro-Modelle nur eine begrenzte Aussagekraft
in Bezug auf die Situation in-vivo haben. Die durchgefuhrten Untersuchungen sollten
daher Moglichkeiten des gewebevertraglichen Kaltplasmas fur die Anwendung in der
Endodontie abschatzen.

Unter naturlichen Bedingungen weisen unbehandelte Wurzelkanale variable Anatomien
des Endodonts auf (27). Aufgrund dieser Tatsache wurden bei dieser Untersuchung die
Wurzelkanale standardisiert aufbereitet, sodass eine kontinuierliche Aufbereitung von
einer ISO 50 GrofRe resultierte. Die Grundlage fur dieses Modell bildete das von
Haapasalo et al. eingefuhrte in-vitro-Modell (8), welches aber fur diesen Versuch
modifiziert wurde.

Zusatzlich wurden die Dentintubuli durch die Anwendung von 17 % EDTA-LG6sung
geoffnet, sodass eine Infektion der Tubuli begunstigt wird. Eine solche Situation liegt
unter naturlichen Bedingungen hochstwahrscheinlich nicht vor, sodass hierbei eine
untypische Infektion der Dentintubuli erreicht wurde. Daraus ergaben sich Limitationen in
der Aussagekraft dieses Modells.

Durch die damit verbundene verbesserte Zuganglichkeit der dreidimensionalen
Strukturen des Endodonts in diesem Modell konnte die Desinfektionswirkung einer
wassrigen Losung positiv beeinflusst werden, welche unter realen Bedingungen diese

Ergebnisse moglicherweise nicht erzielen wurde. Denn die endodontische Aufbereitung
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des Kanals richtet sich nach der ursprunglichen Anatomie und verlauft daher konisch
verengend in apikaler Richtung und weist somit kein einheitlich weites Lumen auf. In
dieser Untersuchung konnte eine Dekontaminationswirkung von CHX in den Dentintubuli
bis in eine Tiefe von 800 um verzeichnet werden. Die Studie von Vadhana et al. stellte
hingegen eine Eindringtiefe von nur 300 pm fest (21).

Trotz standardisierter Aufbereitung und engen Kriterien fur die Auswahl der verwendeten
humanen Pramolaren, konnte eine Sklerose der Dentintubuli nicht ausgeschlossen
werden. Wahrscheinlich lag dadurch eine unterschiedliche Infektion der Tubuli und eine
abweichende Dynamik der antibakteriellen Agenzien vor. Dies konnte eine Erklarung fur
die schwankenden Werte sein.

Fir die Modelle der infizierten Dentinoberflachen und des infizierten Knochens wurden
Modellkeime verwendet, die keine typischen Pathogene sind. Die Verwendung von nicht-
pathogenen Modellkeimen fur endodontische Fragestellungen ist insofern vertretbar, da
die Wirkung von KP an verschiedenen Keimen nachgewiesen wurde. Die
Ubersichtsarbeit von Scholtz et al. konnte die Wirkung von Plasma gegeniiber Bakterien,
Pilzen, Viren und Biomolekulen zeigen (28). Dies ist auf die unspezifische Wirkung des
KP zurickzufuhren, die u.a. durch reaktive lonen und UV-Strahlung bedingt ist (15).

Der ex-vivo-Versuch des Modells der infizierten Dentinoberflachen wies den Nachteil auf,
dass eine negativ-Kontrollgruppe fehlte. Somit konnte keine Aussage bezlglich des
logarithmischen Reduktionsfaktors getroffen werden. Dies ist durch den ex-vivo-Ansatz
bedingt und eine weitere Gruppe ware nicht realisierbar gewesen.

Bemerkenswert ist ebenfalls in Modell 3 der fehlende signifikante Unterschied zwischen
der Kontrollgruppe und der CHX-Gruppe. Maoglicherweise sind die ahnlichen CFU-Werte
in beiden Gruppen durch ein Ausspulen bedingt und weniger durch die unterschiedlichen
oder ahnlichen bakteriziden Eigenschaften in Knochengewebe.

5.3 Fazit von anderen Autoren

Die durchgefuhrten Untersuchungen erganzen die Studien von anderen Autoren. Es
wurde u.a. die bakterizide Effektivitat von KP gegenliber Enterococcus faecalis in in-vitro-
Biofilmen (29), in Kunststoffblock-Modellen (30) und in verschiedenen Abschnitten des
Wurzelkanals (koronales, mittleres und apikales Drittel) (31) gezeigt.

Nach Meinung der Autoren ist KP als eine vielversprechende Erganzung in der
endodontischen Therapie anzusehen.

19



5.4 Ausblick

Die hier untersuchte bakterizide Wirkung des kalten Plasmas ist nicht die einzige
vielversprechende Anwendungsmaoglichkeit.

Kaltes Plasma kann zum Beispiel die Oberflacheneigenschaften von Dentin verandern.
Es wurde gezeigt, dass der Kontaktwinkel nach Behandlung mit kaltem Plasma reduziert
werden konnte, wodurch die Hydrophilie zunahm (32). Eine weitere Untersuchung stellte
fest, dass durch die vorherige Anwendung von kaltem Plasma der Haftverbund zwischen
Dentin und einem Dentaladhasiv zunahm (33). Moglicherweise konnte die
Vorbehandlung eines Wurzelkanals mit kaltem Plasma die Qualitat von Wurzelfullungen
verbessern. Insbesondere wenn nicht alle Keime abgetotet werden konnen ist eine dichte
Wurzelkanalfullung wichtig (34).

Neben der klassischen endodontischen Behandlung mit einer anorganischen
Wourzelfullung besteht der neue Ansatz der regenerativen Endodontie. Dabei wird
versucht, im desinfizierten Pulpencavum neues pulpadhnliches Gewebe zu generieren.
Bei traumatisierten unreifen bleibenden Zahnen wurde der Erfolg dieses Ansatzes in
vielen Fallen nachgewiesen (35). Die Anwendung an bleibenden Zahnen ist bis zum
heutigen Zeitpunkt Gegenstand von experimentellen Ansatzen (36). Ein besonders
wichtiges Kriterium fur den Therapieerfolg bei der regenerativen Endodontie ist die
Keimfreiheit des Endodonts. Somit werden an die Dekontaminationsmethoden
besonders hohe Anspruche gestellt. Zusatzlich zu den klassischen Spulldsungen werden
weitere Methoden angewendet, wofur der Laser ein Beispiel ware (37).

Gegenuber allen bisher erwahnten Dekontaminationsmethoden besitzt KP den Vortell,
dass umliegende Wirtszellen positiv, im Sinne einer Wundheilung, beeinflusst werden.
Unter anderem werden Stromazellen zur Proliferation angeregt und die Angiogenese
gefordert (18). Dies sind gewulnschte Effekte bei der regenerativen Endodontie.
Momentan werden Wachstumsfaktoren in das Endodont appliziert, um diese Effekte zu
erzielen (38). Moglicherweise konnte das KP neben der desinfizierenden Wirkung
aufgrund seiner stimulierenden und induzierenden Wirkung auf Gewebe eine Anwendung
in der regenerativen Endodontie finden. Hierfur gibt es allerdings noch keine
Untersuchungen.

Interessant zu untersuchen ware auf’erdem, ob die Eigenschaften und damit der
adhasive Haftverbund in karids verandertem Dentin durch die Applikation von KP
verbessert werden konnte. Dadurch konnte Karies substanzschonender behandelt

werden.
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Wie in der Einleitung beschrieben, induziert kaltes Plasma eine verbesserte
Wundheilung. Daher ware es denkbar, dass eine periradikulare Entzindung beschleunigt
abheilen konnte.

Auch die Eigenschaften von anorganischen Substraten konnen modifiziert werden. So
konnte der Haftverbund zwischen einer Feldspatkeramik und einem
Befestigungskomposit verbessert werden (39). Infolgedessen kdnnte die Lebensdauer
von indirekten Restaurationen verlangert werden.

Zusatzlich verzogerte eine Vorbehandlung mit kaltem Plasma die fruihe Adharenz von
Candida albicans auf HeilRpolymerisaten, welche die Basis fur die meisten
Dentalprrothesen bilden (40). Mdoglicherweise konnte so die Inzidenz der
Prothesenstomatitis gesenkt werden.

Die aufgeflhrten Beispiele zeigen, dass die Anwendung von kaltem Plasma nicht nur auf
einen Bereich in der Zahnmedizin beschrankt ist. Wie in der Einfuhrung erwahnt, wird KP
bereits erfolgreich in der Dermatologie angewendet. Des Weiteren gibt es Hinweise, dass
KP in der Malignom-Therapie eingesetzt werden konnte (41). Durch die reaktiven
Spezies konnten entartete Zellen von oralen Plattenepithelkarzinomen selektiv abgetotet
werden (42).

Daher ist das Prinzip einer Plasmabehandlung in einem interdisziplinaren Kontext mit der
gesamten Medizin zu verstehen.

Einige Felder in der Plasmazahnmedizin wurden bereits untersucht, doch es gibt viele
offene Fragestellungen, die weitere Anwendungsmaglichkeiten offenbaren konnten.
Weitere klinische Studien mussen allerdings auch zeigen, ob diese Ergebnisse eine
Praxisrelevanz besitzen und den hohen apparativen Aufwand rechtfertigen.
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