Aus der Klinik fir Zahnerhaltung, Parodontologie und Praventive Zahnheilkunde,
Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar

(Direktor: Prof. Dr. M. Hannig)

Einfluss von Leistungsparametern eines kalten,
atmospharischen Plasmajets auf die Destruktion von

in-vitro-Biofilmen

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Zahnheilkunde
der Medizinischen Fakultat

der UNIVERSITAT DES SAARLANDES

2012

vorgelegt von

Daniela Anna Wind

geb. am 10.12.1984 in Saarbricken






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 ZUSBMIMENTASSUNG -.tttttttttiiiitieteeeeeeeeeeeee et 1
1.1 Deutsche ZuSammENTASSUNG........cciiiiieieiee e 1
1.2 ADSTTACT ..o 4
2 EINIBITUNG oo 6
2.1 Grundlagen physikalischer PIaSmEN ............ouuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 6
2.2 Anwendung physikalischer Plasmen in Medizin und Zahnmedizin .............ccccvvvvvveennnee. 7
2.3 Biofilmmodelle in der ZahNMEIZIN...........oueviiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieee e 12
2.4 Ziele der Arbeit / FragesStelluNg .........eveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee ettt 14
3 Material und Methode. ... 15
3.1 Herstellung von Prifkorpern als Biofilmtrager ...........evvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeee 15
3.2 In-vitro-Biofilmkultivierung Gber 2, 7 und 14 TAQE .......ccvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 15
3.3 Plasmajet, BearbeitUNgSParamMeter ...........uuuuiiiieieiieiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 18
3.3.1 Aufbau der PlasmaqUEIIE........ ... e 18
3.3.2 Parameter fur die Behandlung der Biofilme mit Plasma............ccccccceiiiiiiiinnnnnns 19
3.3.3 WasSerbestranluNg. ...........uuuuiuiii e 19
3.4 AUSWEIUNGSMETNOUEN ....ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt et et e e e e e e eeeeeeeees 20
3.4.1 Rasterelektronenmikroskopie (REM) ..........oouuiiiiiiiiiiiiiiie e 20
3.4.2 Fluoreszenzmikroskopie / live/dead staining” ............cccccoiieiiiieiiiiiiie e 22
0 I\ 1 (o] o To] (oo 1 PSSP 23
3.4.4 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ... 25
3.5 Prufkérperzuordnung zu Bearbeitungsparametern und Auswertungsmethoden.......... 26
o =T oY T EST=T= S 27
4.1 VOIVEISUCKE. ...ttt e ettt e e e e e et r e e e e e e s s e e eas 27

4.2 Charakterisierung der Biofilme nach in-vitro-Kultivierung tber 2, 7 und 14 Tage

sowie KontrollprobENAUSWEITUNG ..........couuiiiiiiii e 30

4.3 Plasmabearbeitung von Biofilmen mit unterschiedlichen Leistungsparametern........... 45
4.4 Mehrschrittbehandlung von Biofilmen mit Plasmajet und Wasserbestrahlung ............. 56

5 DISKUSSION .ttt ettt et e e e ettt e e e e e e e et e e e e e 69
(SRS Tt a1 [V ESTS3 (o] [o T=T AU o Yo [P 76
7 LIteratuUrVerZeIiChNIS .......o it 77
8 PUDIKAIONEN / DANK ...t e e 89



Zusammenfassung

1 Zusammenfassung
1.1Deutsche Zusammenfassung

Kalte, atmosphéarische Plasmen sind ionisierte lokale Gasstromungen. Diese werden
unter Normaldruck bei biologisch akzeptablen Temperaturen mittels Mikrowelle,
Hochfrequenz oder gepulster DC-Hochspannung unter Verwendung von Edelgasen
erzeugt. Die Edelgase Helium, Neon oder Argon stellen die nichtreaktiven, auch als
Inertgase bezeichneten, Tragergase dar. Durch Beimischung chemisch aktiver Gase,
wie Sauerstoff und Stickstoff werden reaktive Spezies erzeugt, die in der Lage sind,
mit biologischem Material zu reagieren.

Die Zielstellung der Arbeit war die Untersuchung von Leistungsparametern eines
kalten, atmosphéarischen und reaktiven, Helium-Plasmajets auf die Desinfektion und
Desintegration naturlicher Biofilme. Es sollten vergleichbare Behandlungszeiten von
wenigen Sekunden angewendet werden, wie sie in der zahnmedizinischen Praxis fur
die Kavitatendesinfektion verwendet werden.

Auf polierten, bovinen Schmelzprifkorpern wurden unter Verwendung 37,5 %iger
Phosphorsaure mikroretentive Regionen mit einer Ausdehnung von 2,5 x 4 mm und
einer Tiefe von 60 um erzeugt. Danach wurde durch 2-stiindige intraorale Exposition
die Biofilmbildung in-situ initiert und durch weitere Inkubation in einer
Durchflusskammer fiir 2 Tage, 7 Tage oder fur 14 Tage Biofilme in-vitro akkumuliert.
Als Nahrmedium wurde LB Medium, das 20 % Glukose enthielt, mit einer Flie3rate
von 20 ml/h verwendet, um die Ausbildung einer aziduren, kariogenen Flora zu
beglnstigen. Nach Biofilmakkumulation wurden die Prufkérper mit kaltem,
atmospharischem Plasma bestrahlt. Die Plasmaquelle wurde zur Erzeugung des
Plasmajets mit gepulster Mikrowelle angeregt. Die Oberflachentemperatur des
Plasmajets am Strahlauftreffpunkt betrug 32 °C bis 40 °C. Die Arbeitsdistanz wurde
auf 2,5 mm, die mittlere Pulsdauer auf 3 us und die mittlere Leistungsabgabe des
Mikrowellengenerators auf 1,5 W bis 3 W festgelegt. Der Gasfluss durch die
Plasmaquelle betrug 3,5 Liter Helium pro Minute bei linearen Geschwindigkeiten der
Plasmaquelle Uber der Probe von 11 mm/s und einem Linienvorschub von 0,1 mm,
resultierend in Behandlungszeiten von 0,9 s/mm2. Unbehandelte Biofilme sowie
Biofilme, die gegeniber den ungezindeten Prozessgasen oder Chlorhexidin

exponiert wurden, dienten als Positiv- und Negativkontrollen.
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Die Biofilme wurden mikrobiologisch, vital-fluoreszenzoptisch und
rasterelektronenmikroskopisch analysiert. Um auch Verédnderungen in der Tiefe der
Biofilme morphologisch begutachten zu kénnen, wurden reprasentative Proben
zusatzlich transmissionselektronenmikroskopisch untersucht. Die Adhérenz der, mit
kaltem Plasma, behandelten Biofilme gegentber mechanischen Einwirkungen wurde
durch Nachbehandlung mit einem Wasserstrahl mit einem Gesamtvolumen von
10 ml aus einer 500 ml Laborflasche aus 10 mm Entfernung fur 5 s im Vergleich mit
unbehandelten Biofilmen tberpruft.

Nach  2-tdgiger in-vitro-Biofilmbildung waren auf den  mikroretentiven
Schmelzoberflachen Kokken und Stdbchen als Monolayer sowie vereinzelte
Bakterienkolonien erkennbar. Nach 7-tagiger Inkubation war ein mehrlagiger Biofilm
nachweisbar. Nach 14 Tagen waren die mikroretentiven Schmelzregionen vollstandig
mit Biofilm aufgefillt. Die Bestrahlung der Biofilme mit kaltem, atmosph&rischem
Plasma fuhrte leistungsabhangig zu differierenden Ergebnissen. Wahrend fur 2 Tage
kultivierte Biofilme durch alleinige Plasmabestrahlung vollstandig desinfiziert und
weitgehend zerstért wurden, konnten 7 und 14 Tage alte Biofilme zwar
morphologisch reduziert, jedoch nicht vollstandig von den Schmelzoberflachen
entfernt werden. Vorhandene Biofilmreste erwiesen sich bei Bestrahlung mit einer
mittleren Leistung des Mikrowellengenerators von 3 W und einer linearen Bewegung
des Plasmajets uber die Probe von 11 mm/s, entsprechend 40 °C des Plasmajets am
Strahlauftreffpunkt im mikrobiologischen Kontaktpraparat als desinfiziert. Biofilme,
die mit geringeren mittleren Leistungen oder schnelleren, linearen Bewegungen des
Plasmajets bestrahlt wurden, zeigten geringe Restvitalitat. Die Biofilme unterlagen
nach Bestrahlung im rasterelektronenmikroskopischen Befund deutlichem
Strukturverlust und Ablésungserscheinungen. Wahrend unbehandelte Biofilme nicht
durch den Wasserstrahl entfernt werden konnten, erwiesen sich die mit kaltem,

atmospharischem Plasma bestrahlten Biofilme als nicht mehr resistent.

Im Rahmen der vorgestellten Studie konnten Parameter herausgearbeitet werden,
mit denen reife Biofilme auf mikroretentiven Schmelzoberflachen mit kaltem,
atmospharischem Plasma bei Temperaturen von 40 °C desinfiziert und desintegriert
werden konnen. Durch einfache mechanische MalRhahmen, wie die Anwendung
eines Wasserstrahls war nachfolgend eine vollstandige Beseitigung dieser Biofilme

madglich. Die hier vorgelegten Ergebnisse stellen eine Basis fur die Entwicklung von
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Plasmajet gestutzten Verfahren fur die Oberflachendesinfektion intraoraler Strukturen
und dentaler Hartgewebe bei biologisch akzeptablen Temperaturen dar.
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1.2 Abstract

Cold atmospheric plasma-jets are ionized local gas flows generated under normal
pressure and biologically acceptable temperatures using microwave, high frequency
or pulsed DC-high voltage and noble gases. The noble gases Helium, Neon and
Argon are non-reactive processing gases also called inert gases. Reactive oxygen
species are produced by the use of active gases, such as Oxygen and Nitrogen,
which are able to interact with biological material.

The investigation's aim was to test the suitability of an experimental, non-thermal
atmospheric Helium-plasma-jet for the local treatment of ex-vivo biofilms. The plasma
torch was excited by pulsed microwaves. Treatment temperatures and times applied
were comparable to application times for dental treatment procedures.

Polished enamel slices of bovine incisors were etched with 37.5% phosphoric acid to
increase the surface energy and then intraorally exposed for two hours to initiate in-
situ biofilm formation. Thereafter, in-vitro biofilm accumulation was performed by
incubating the specimens for 2, 7 or 14 days in a flow chamber. In order to foster the
formation of an aciduric, cariogenic flora, LB Medium with 20 % of glucose was used
as nutrition solution at a flow rate of 20 ml/h. After biofilm formation the slices were
irradiated with a non-thermal atmospheric plasma-jet. The surface temperature of the
enamel at the contact point ranged from 32°C to 40°C. The operating distance of
2.5 mm, the pulse length of 3 um and the mean power of the microwave generator of
1.5W to 3 W were established. The gas flow through the plasma torch was 3.5 |
Helium per minute with a linear movement of the torch over the specimens of
11 mm/s with a step width of 0.1 mm, resulting in treatment times of 0.9 s/mm2,
Untreated biofilms as well as biofilms irradiated with unexcited processing gases and

chlorhexidin-treated biofilms served as positive and negative controls.

Specimens were examined by scanning electron microscopy, fluorescence
microscopy and microbiologically. To analyze the morphological differences in the
depth of the biofilm a representative number of specimens was additionally examined
by transmission-electron-microscopy. To investigate the resistance of treated biofilms
under mechanical load some specimens were additionally treated with water spray
(500 ml plastic flask, distance 10 mm, 5s, 10 ml). The use of the plasma-jet led to

power-dependent effects on the biofilms. Early biofilms (2 days) could be disinfected
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and destroyed by plasma application, while established biofilms (7 days, 14 days)
could not be erased from the surface. Remnants of biofilm could be disinfected by
radiation with a mean power of the microwave generator of 3 W and a linear
movement of the torch with a speed of 11 mm/s, which is correlated to a surface
temperature of 40 °C at contact point. Biofilms which were irradiated with mean
power and an accelerated linear movement of the torch showed only a reduced
vitality. After radiation the biofilms were loosened and showed a loss of structural
integrity. Biofilms treated with a non-thermal atmospheric plasma-jet could not

withstand subsequent treatment with an air-driven water spray.

In the presented study it was possible to find parameters of a non-atmospheric
plasma torch, which are able to disinfect and disintegrate established biofilms at a
temperature of 40 °C. With the help of a simple mechanical treatment, like the air-
driven water spray, it was possible to completely remove the biofilm. The presented
results form a basis for developing treatment protocols assisted by non-thermal

atmospheric plasma-jet to disinfect intraoral surfaces and dental tissue.
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2 Einleitung
2.1 Grundlagen physikalischer Plasmen

Physikalische Plasmen haben in jungster Zeit auf vielen Gebieten der Material- und
Oberflachentechnologie, der Optik und der Medizin Bedeutung erlangt. Als Plasma
wird ein energiereicher Aggregatzustand bezeichnet, der technisch vorwiegend als
Gasentladung erzeugt wird. Physikalische Plasmen bestehen zu einem grol3en Teil
aus freien Ladungstragern. Der Plasmastrahl, bezeichnet als Plasmajet, ist eine
ionisierte lokale Gasstromung, die mittels Mikrowelle, Hochfrequenz oder gepulster
DC-Hochspannung in einer sogenannten Plasmaquellen unter Verwendung
nichtreaktiver Tragergase wie Helium, Argon oder Neon erzeugt werden kann. Durch
Beimischung chemisch aktiver Gase wie Sauerstoff, Stickstoff oder Wasserdampf
werden reaktive Spezies erzeugt (z. B. NO-, O- und OH-Radikale), die in der Lage
sind, mit oder in biologischem Material zu reagieren (Kieft, 2005a; Kieft et al., 2005b,
Liebmann et al.,, 2011). Des Weiteren werden in den Plasmaentladungen UV-
Strahlen, lonen und Elektronen emittiert, die ebenfalls mit biologischem Material
wechselwirken (Vleugels etal., 2005). In Abhangigkeit von den, im Plasmajet,
vorkommenden Elementen kommt es zu einer charakteristischen Farbung des

Plasmastrahls (Tabelle 1).

Man unterscheidet nattrlich vorkommende von kunstlich produzierten Plasmen. Eine
weitere Unterscheidung physikalischer Plasmen kann nach den Umweltbedingungen,
unter denen das Plasma erzeugt wird, in Niederdruckplasmen (unter Vakuum
auftretend), atmospharische Plasmen und Hochdruckplasmen (Druck = 10° MPa)
erfolgen. Zu den natiurlichen Plasmen gehdren Sonne und Fixsterne. Auch die
auRRere Schicht der Erdatmosphéare, die lonosphére ist ein ionisiertes Gas. Naturliche
Plasmaentladungen sind zum Beispiel Blitze und das Polarlicht. Bei den
technologisch genutzten Plasmen spielt die Temperatur eine wesentliche Rolle. Es
existieren Hochtemperaturplasmen mit Temperaturen von 100 °C bis zu mehreren
1000 ‘C und Niedertemperaturplasmen mit einer konstanten Temperatur unter
100 °C. Hochtemperaturplasmen in industriellen Anwendungen erméglichen z.B. das
Auftragen von Substanzen durch Abscheidung, das  Plasmaschweil3en, die
Oberflachenkorrektur optischer Oberflichen, Atzvorgange und Prazisions-

schneidearbeiten.
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Tabelle 1: Zusammensetzung und elementspezifische Farben physikalischer Plasmen. ROS:
Reaktive Sauerstoff Spezies (reactive oxygen species; O, OH, H,0,, Os); RNS: Reaktive
Stickstoff Spezies (reactive nitrogen species; NO, NO;) Die Farbintensitat ist abhdngig von
der Dichte der vorkommenden Spezies (modifiziert nach Heinlin, 2010).

geladene Teilchen

elektrisches Feld

Tragergas Farbe des Plasmastrahls
Sauerstoff (O,) gelb
Helium (He) blau- purpurrot
Neon (Ne) rot-orange
Xenon (Xe) hell weif3/ hellgrau
Krypton (Kr) blaulich weif3/ blaulich grau
Stickstoff (N2) weildliches u. grauliches pink
Kohlendioxid (CO,) hell/ weil3/ blau-weil3lich
Argon (Ar) violett/lavendel
Luft (N, /O / H,0) pink/ purpurn

2.2 Anwendungen physikalischer Plasmen in Medizin und Zahnmedizin

In der Medizintechnik werden heille Plasmen zur Oberflachenmodifizierung
enossaler Implantate zum Ziel der Verbesserung der Osseointegration (Ring et al.,
2011; Zhu et al.,, 2009) eingesetzt. Auch medizinische Behandlungsmethoden
basierend auf heilBen Plasmaentladungen sind als chirurgische Anwendungen
bereits etabliert. Eine wichtige Technik ist die Argon-Plasma-Koagulation (Fridman
et al., 2006; Manner, 2008; Zenker, 2008). Sie ist ein Verfahren, bei dem

Hochfrequenzenergie kontaktfrei durch ionisiertes Argon-Luft-Gemisch (Argon-
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Plasma) auf das Gewebe ubergeleitet wird. Das Argon-Luft-Gemisch wird beim
Austritt aus einer, durch den Arbeitskanal eines Endoskops (Malick, 2006; Raiser et
al., 2006; Sumiyama et al., 2006), eingefiihrten Sonde durch Hochfrequenzspannung
ionisiert und dient als Ubertragungsmedium fiir die Plasmaenergie. Der
Arbeitsabstand zum Gewebe betragt 2 bis 10 mm. Dies fiuhrt zu einer punktuellen
oder flachigen Koagulation des Gewebes mit einer limitierten Tiefenausdehnung von
maximal 3 mm. Indikationen sind die Stillung diffuser Blutungen jeglicher Art
(Reshetov et al., 2000; Zenker, 2008) und die Verddung von Angiodysplasien, die
Tonsillektomie (Bergler et al.; 2001), aber auch der minimalinvasive Gewebeabtrag
bei schwierigen Operationen (Priglinger et al., 2005) als auch bei benignen und
malignen Tumoren (Malick, 2006; Zucker et al. 2009). Bei der kosmetischen
Hautverjingung, als Photorejuvenation bezeichnet (Foster et al. 2008; Kilmer et al.
2007), werden Hautpigmentationen durch kontrollierte Hitzeeinwirkung geschadigt
und die Kollagenproduktion der Haut angeregt. Die hier verwendeten Plasmen
weisen eine mittlere Leistung von mehr als 100 W und Temperaturen am
Kontaktpunkt zum Gewebe von tber 100 °C auf, was auch unerwiinschte Effekte wie
Verbrennungen hervorrufen kann (Reddy et al, 2008). Der Grad der
Gewebeveranderung ist vor allem von der Temperatur des Plasmajets am
Auftreffpunkt auf das Gewebe abhangig. So haben Temperaturen von weniger als
40 °C keine Auswirkungen, zwischen 40 °C und 50 °C in Abhangigkeit von der
Einwirkzeit treten Veradnderungen an Zellmembranen und intermolekularen
Strukturen auf, mit fortschreitender Einwirkzeit werden Odembildung, Nekrose und
Devitalisation beobachtet. Bei Temperaturen des Plasmajets am Auftreffpunkt von
60 °C bis 100 °C kommt es zur Proteindenaturierung, der Koagulation extrazellularen
Kollagens, der Devitalisation und der Verdunstung von Zellflissigkeit. Temperaturen
Uber 100 °C fuhren zur Karbonisierung des bestrahlten Gewebes (Tabelle 2, nach
Zenker, 2008). Die hohen Temperaturen am Kontaktpunkt des Plasmastrahls
machen diese Art von Plasma unbrauchbar fir die Anwendung in engen

Kdrperhohlen und auf thermo-sensiblen Oberflachen, wie z. B. auf Dentin.
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Tabelle 2: Ubersicht Uber die Auswirkungen atmospharischer Plasmen auf Gewebe. Der
Grad der Gewebeveranderung ist vor allem von der Temperatur des Plasmajets abhéngig
(modifiziert nach Zenker, 2008).

Temperatur Auswirkungen

<40°C Keine

Hyperthermie: Veranderungen von Zellmembranen und

40 °C—-50°C |intermolekularen Strukturen, Odembildung, Nekrose und

Devitalisation in Abhangigkeit von der Einwirkzeit

Proteindenaturierung (Koagulation), Zerstérung von Zell-
60 °C - 80 ‘C | membranen, Koagulation extrazellularen Kollagens,

Devitalisation

100 °C Verdunstung von Zellflissigkeit

>100 °C Karbonisierung

In der jungsten Vergangenheit ist es gelungen, lokale Plasmen unter Normaldruck
bei Temperaturen von unter 30 °C zu erzeugen. Dabei wird die Temperatur des
Plasmas durch gepulste Zindung des Plasmajets fur einige Mikrosekunden,
kombiniert mit einer Kihlung der Oberflache mittels des Gasstromes des
Tragergases wahrend der Zwischenphase, gesenkt. Die Anwendung von Plasmen
mit Temperaturen zwischen 40 °C und 100 °C ist fur viele Anwendungsgebiete
sinnvoll. Niedertemperaturplasmen werden zur Modifikation von Textilfasern oder
auch zur Verbesserung der Haftung von Farbiberziigen auf Kunststoffteilen und zur
Sterilisation von Kunstoffen eingesetzt (Deilmann et al., 2008; Morent et al., 2007).
Auf dem Gebiet der Medizintechnik werden kalte Plasmen verbreitet zur Desinfektion
und Sterilisation von Instrumenten und Verbrauchsmaterialien genutzt, da sie die zu
desinfizierenden oder zu sterilisierenden Oberflachen nicht beschadigen oder
zerstoren. Vorteil dieser Methode ist des Weiteren, dass Plasmen in inhomogene
Oberflachen, Risse und Fissuren von wenigen Mikrometern Ausdehnung eindringen
kbnnen (Hauser et al., 2011; Masaoka, 2007; Mueller et al., 2009). Um die

Biokompatibilitdt von Implantatmaterialien zu verbessern, wurden Plasma-vermittelte
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Beschichtungen metallischer Oberflachen mit Kollagen | entwickelt (Hauser et al.,
2010). Auch die Biokompatibilitat von hitzeempfindlichen Materialien, wie z. B.
Silikon, kann durch Plasmabehandlung verbessert werden (Hauser et al.,
2009,2011).

Die mikrobielle Wirksamkeit kalter Plasmen konnte in zahlreichen Studien
nachgewiesen werden (Becker et al., 2005; Hammann et al., 2010; Laroussi,
2002a,b; Laroussi and Lu, 2005; Moisan et al., 2001; Ostroukhova et al., 1995; Rupf
et al., 2010a, c; Vleugels et al. 2005).

Mit fortschreitender Entwicklung der atmospharischen Plasmen entwickelt sich die
Plasmamedizin als eine facherubergreifende Disziplin. Vor allem auf dem Gebiet der
Dermatologie und hier insbesondere zur Desinfektion infizierter Hautareale wird die
Effektivitat von Plasmen gepruft (Lademann et al., 2009; 2011a; b). In jungster Zeit
wurden erste klinische Studien zur Verwendung eines Niedertemperatur-Argon-
Plasmas in der Dermatologie publiziert (Daeschlein et al., 2009; Heinlin et al., 2010;
Isbary et al., 2010; Isbary et al., 2011; Mertens et al., 2009 a, b). Dabei wurden
chronisch infizierte und ulzerierte Wunden mit kaltem, atmospharischem Plasma
behandelt. Es konnte gezeigt werden, dass dieses kontaktfreie und non-invasive
Behandlungsverfahren Vorteile gegentber der herkémmlichen Therapie hat. Durch
die Eigenschaft von Plasmen, selbst in kleinste Poren und Fissuren eindringen zu
kénnen, war es mdoglich infizierte Hautareale zu desinfizieren (Isbary et al., 2010).
Auch multi-resistente Bakterien, wie der Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
und Markerkeime wie Bacillus subtilis sowie Biofilme werden effektiv in ihrer Anzahl
reduziert (Ermolaeva et al. 2011; Heinlin et al., 2010, Winter et al., 2011). Dartber
hinaus konnte bis heute bei Bakterien keine Resistenzbildung gegeniber
Plasmabehandlungen nachwiesen werden. Fir die behandelten Patienten hatte die
Plasmatherapie den Vorteil, dass die Behandlung schmerzfrei ablief. Ebenso konnte
die Wundheilung beschleunigt werden (Fetykow et al., 2009). Die verbesserte
Wundheilung wird durch die Bildung von NO-Radikalen im Gewebe, gefolgt von
beschleunigter Angiogenese und Neovaskularisation der Kollagen-Elastin Matrix
erklart (Liebmann et al., 2011; Ring et al., 2010).

Durch eine erhebliche Miniaturisierung der Plasmaquellen (Coulombe et al., 2006,
Rupf et al., 2010a,b,c) erdffnen sich auch Anwendungsmoglichkeiten kalter Plasmen
in der Zahnmedizin (Abbildung 1). So konnte nachgewiesen werden, dass durch

Plasmabestrahlung Oberflacheneigenschaften verandert werden (Rupf et al.,
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2010b,2011a, b; Yoshinari et al.,, 2009). Im Einzelnen wurden die Erhéhung der
Benetzbarkeit, verminderte Kohlenstoffanteile und die Dotierung mit Sauerstoff-
spezies gemessen (Bohm et al.,, 2009). Im Rahmen von in-vitro Studien zur
Beeinflussung der Interaktionszone zwischen Zahn und Kompositfullung wurde eine
starker ausgepragte Hybridisierung von Dentin und Adhasivsystem beobachtet (Ritts
et al., 2010; Rupf et al., 2011a, b).

Abbildung 1. Am Leibniz Institut far Oberflachenmodifizierung in Leipzig entwickelte
miniaturisierte Plasmaquelle. Der Plasmajet (Plasmastrahl) besitzt eine Temperatur von
weniger als 40 °C.

In der Zahnmedizin besitzen kalte, atmospharische Plasmen und Plasmajets ein
multimodales Anwendungspotenzial. So sind neben der Desinfektion von kariésem
Dentin, parodontalen Biofilmen (Joaquin et al. 2009; Puac et al.,, 2009) und dem
Endodont (Lu et al., 2009) sowie von (Titan-)Oberflachen (Hibner et al.,2010; Koban
et al.,, 2011; Rupf et al., 2011c) vor allem die erhéhte Oberflachenenergie fur die
Erzielung eines verbesserten Haftverbundes zwischen Zahn und Fullungsmaterial
oder auch zwischen verschiedenen Restaurationsmaterialien von Interesse (Rupf et
al., 2011a, b). Neben der bisher vor allem untersuchten abtragenden, Oberflachen
atzenden Arbeitsweise bieten Plasmajets jedoch auch die Mdglichkeit, Stoffe auf
Oberflachen abzuscheiden, um mikroporése Oberflachen zu versiegeln. Auch
kosmetische Zahnaufhellungen durch kaltes, atmospharisches Plasma wurden in-
vitro geprift (Lee et al., 2009; Sun et al., 2009).
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Auf dem Gebiet der Zahnmedizin sind bisher wenige Publikationen erschienen, die
eine Anwendung kalten, atmospharischen Plasmas untersuchten. So wurden die
Entfernung von Plague und kariosem Dentin suggeriert (Bin et al., 2006; Sladek et
al., 2004, Stoffels et al. 2002; Walraven et al., 2002). Es wurden bisher nur wenige
Studien mit systematischen Untersuchungen an Biofiilmen vorgenommen.
Ausnahmen sind die in-vitro-Desinfektion von Streptococcus mutans (Sladek et al.,
2007), Staphylococcus aureus (Joshi et al., 2010) und Staphylococcus epidermis
(Kamgang et al., 2007). Herkdmmliche Verfahren, wie die Applikation
desinfizierender Agenzien, z. B. wvon Chlorhexidindigluconat oder die
Ozonanwendung, zeigen eine unvollkommene Penetration von Biofilmen oder von
karios verandertem Dentin (Baysan und Beighton, 2007; Hope und Wilson, 2004).
Eine Zerst6rung der Biofilmmatrix ist mit diesen Verfahren nur unvollstandig mdglich.
Kaltes, atmospharisches Plasma bietet die Moglichkeit, kontaktfrei zum
Operationsgebiet Biofilme vollstandig zu desinfizieren (Goree et al., 2006; Koban et
al., 2011; Rupf et al., 2010a, b).

2.3 Biofilmmodelle in der Zahnmedizin

In der zahnmedizinischen Forschung sind zahlreiche Biofilmmodelle etabliert
(Wimpenny, 1997). Zwei Modelle sind dabei klinisch von besonderer Bedeutung
(Marsh, 1995). Zum einen das in-vivo Biofiimmodell, das allerdings auf Grund
ethischer Grundsétze nicht immer zur Anwendung kommen kann, da es in vielen
Fallen zu gesundheitlichen Schéden der Testpersonen fuhren wirde (Primum non
nocere). Zum anderen das in-vitro Biofiimmodell, das bezogen auf den menschlichen

Organismus jedoch nicht immer volle Gultigkeit aufweist.

In-vivo Biofilmmodelle sind teilweise sehr aufwendig in ihrer Handhabung, da bei der
Entnahme der Proben der Biofilm zerstért werden kann. Mit Hilfe sogenannter in-situ
Modelle ist es mdglich, Biofilme in der Mundhdhle auf Prifkérpern zu etablieren und
unverletzt zu entnehmen (Robinson et al., 1997; Sandig et al., 1988). Dabei wurden
auch Tragerplatten aus bovinem Schmelz hergestellt und entweder an Teilprothesen
befestigt oder aber an individuell angefertigten Kunststoffschienen (Arweiler et al.,
2008).

In-vitro Biofilmmodelle unterteilen sich in replikative und investigative Modelle

(Gilbert, 1995). Replikative Modelle sind Versuchsaufbauten, die die oralen
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Verhaltnisse mdglichst genau wiedergeben. Sie werden auch als kinstliche
Mundhohle bezeichnet. Investigative Modelle konzentrieren sich nur auf einen oder
auf einige wenige Aspekte des oralen Biofilms, die fur die Forschung wichtig sind.
Dabei werden Proben entweder in bakterielle Suspension eingelegt (Clarkson et al.,
1984) oder kontinuierlich mit einer bakteriellen Lésung betropft (Levine, Coulter,
1976).

Bei der Untersuchung von Plasmabestrahlung auf orale Biofilme stellt sich
insbesondere die Frage nach der morphologischen Verdnderung der Biofilme. Mit
Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie (REM) lassen sich Oberflachen in hoher
Aufldsung vergro3ern und darstellen. Dabei ist zu beachten, dass die feuchten
Biofilmproben zuvor entwéssert werden miussen (Reimer, 1983). AulRerdem muss
eine leitende Metallschicht aufgetragen werden, um statische Aufladungsphanomene
zu verhindern (Plattner, Hentschel, 1997).

Durch die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ist es moéglich die morpholo-
gischen Veréanderungen in der Tiefe des Biofilms zu bewerten. Zudem besitzt das
Transmissionselektronenmikroskop eine hohe Auflésung im Nanometerbereich und
kann somit zur Darstellung von Nanostrukturen dienen. Die
Transmissionselektronenmikroskopie hat sich bei der Untersuchung zur Bildung

oraler Biofilme als ergiebig erwiesen (Deimling et al., 2004; Hannig M., 1997)

Zur Beurteilung der Fahigkeit von Methoden, Biofilme zu desinfizieren, ist der
Vitalitdtszustand der Mikroorganismen, die den Biofilm bilden von besonderem
Interesse. Mit Hilfe der Vital-Fluoreszenzmikroskopie ist es méglich lebende von
toten Mikroorganismen zu unterscheiden und somit die Wirkung eines
Desinfektionsverfahrens einzuschatzen. Diese Methode des Anfarbens von
Mikroorganismen in der Zahnmedizin ist erstmals 1983 beschrieben worden
(Netuschil et al., 1983) und ist heute eine anerkannte Methode zur

Vitalitdtsuntersuchung oraler Biofilme (Auschill et al., 2001; Netuschil et al., 1996)
Die RODAC-Kontakttechnik (Replicate Organism Direct Agar Contact) wurde

gewahlt, da sie ein seit langer Zeit bewahrtes Mittel zur mikrobiologischen
Untersuchung kontaminierter Oberflachen darstellt (Klein, 1969; Niskaken, 1977).
Zunachst zur Uberpriifung in Lebensmittelbetrieben entwickelt und durch das

Deutsche Institut fur Normung standardisiert (DIN 10113-3), hat dieses Verfahren
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heute weite Verbreitung erlangt (Baumgart, 1996; Schulze, 2000). Es ist leicht
durchzufuhren und dennoch aussagekraftig.

2.4 Ziele der Arbeit / Fragestellung

Im Rahmen eines durch das BMBF (FKZ: FKZ 01 EZ 0730 und 01 EZ 0731)
geforderten Kooperationsprojektes mit dem Leibniz-Institut far
Oberflachenmodifizierung in Leipzig sollte die Machbarkeit der Anwendung eines
kalten, atmospharischen Plasmajets in der Zahnmedizin geprift werden. Die
Zielstellungen dieses Projektes beinhalteten neben der Bearbeitung von
Zahnhartsubstanzen mit kaltem, atmospharischem Plasma auch die Destruktion und
Modifikation oraler Biofilme.

Fur die vorgestellte Studie wurden folgende Arbeitshypothesen aufgestellt:

1. Die Destruktion friiher und etablierter Biofilme auf Zahnhartsubstanz ist durch
Anwendung kalten, atmosphéarischen Plasmas bei biologisch akzeptablen

Temperaturen und kurzzeitiger Anwendung méglich.

2. Durch Plasmabestrahlung wird die Biofilmmatrix desintegriert und kann durch

nichtinvasive Verfahren entfernt werden.

Die Zielstellung der vorgelegten Arbeit war es, Parameter flr einen experimentellen,
kalten, atmospharischen Helium-Plasmajet zu erarbeiten, die fur die Zerstérung und
Beseitigung von Biofilmen auf bovinen Schmelzprobekorpern, bei biologisch
akzeptablen Temperaturen, geeignet sind. Die Untersuchungen sollten hauptséchlich
morphologische Verédnderungen der Biofiime durch Plasmabestrahlung, mittels
rasterelektronenmikroskopischer Darstellung, belegen. Die  fluoreszenz-
mikroskopischen und die mikrobiologischen Untersuchungen sollten die erhaltenen

Ergebnisse bestatigen.
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3 Material und Methode
3.1 Herstellung von Prifkdrpern als Biofilmtrager

Fur die Herstellung von Schmelzprifkérpern wurden bovine Inzisiven der 2. Dentition
aus dem Schlachthof Zweibricken bezogen. Die Rinder wurden auf ,Bovine
spongiforme Enzephalopathie” (BSE) getestet und erwiesen sich als frei von dieser
Erkrankung. Zunéchst wurden, mit einer diamantierten Kreissdge (Conrad
Apparatebau, Clausthal-Zellerfeld, Deutschland), die Zahnwurzeln abgetrennt. Die
Zahnkronen wurden zur Politur und Egalisierung der Schmelzoberflache durch einen
Polierautomaten (Metkon Gripo 2V, Metkon Instruments, Bursa, Turkei) mit
Siliziumkarbid-Schleifpapier (SiC, Buehler, Disseldorf, Deutschland; Struers, Willich,
Deutschland) aufsteigender Koérnung (Grit P 120, 600, 800, 1200, 2500, 4000)
bearbeitet. Die Zahnkronen wurden anschlielend durch die diamantierte Kreissage
in 5mm x5mm x2 mm groBe Prufkorper zerteilt. Nach der Politur wurde die
Prufkorperoberflache mit  sdurebestandigem Nagellack versiegelt, wobei ein
zentrales 2,5 mm x 4 mm grofRes Fenster unbedeckt blieb (Meyer-Lueckel und Paris,
2008). Um eine Retentionsverstarkung der Biofilme durch Mikroretention auf den
Schmelzprufkdrpern zu erreichen, wurde die freie  Schmelzoberflache fir 3 x 30 min
mit 37,5% Phosphorsaure (KerrHawe, Bioggio, Schweiz) geéatzt. Etwa 60 £ 20 um
der  Schmelzoberflaiche  wurden so  partiell  erodiert. Nach  dieser
Oberflachenbearbeitung wurde der Nagellack vorsichtig entfernt und die Prifkorper
bis zu ihrer weiteren Verwendung in destilliertem Wasser gelagert. Abweichend vom
beschriebenen Vorgehen wurden Prufkdrper fir die transmissionselektronen-

mikroskopische Untersuchung mit einer Grof3e von 2 mm x 2 mm x 1 mm hergestellt.

3.2 In-vitro-Biofilmkultivierung tber 2, 7 und 14 Tage

Zur Initiation der Biofilmbildung wurden die Prufkdrper mit einem
additionsvernetzenden Silikon (President fast light, Coltene/Whaledent, Altstatten,
Schweiz) auf individuell angefertigten Kunststoffschienen im Oberkiefer von 3
Probanden bukkal und palatinal befestigt (Abbildung 2). Die Schmelzprifkorper
wurden fur 2 Stunden im oralen Milieu exponiert. Danach wurden die Prufkdrper, mit
Silikon, auf Objekttragern fixiert und in eine Durchflusskammer eingebracht

(Abbildung 3). Die intraorale Biofilmetablierung und die nachfolgende Bestrahlung
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der Biofilme mit kaltem, atmosphé&rischem Plasma wurde durch die Ethikkommission
der Arztekammer des Saarlandes (Votum No. 39/09) genehmigt.

Abbildung 2: Individuell ange-
fertigte  Kunststoffschiene  mit
bukkal fixierten Prifkorpern.

Fur die in-vitro-Akkumulation und -Maturation der Biofilme wurden Objekttrager-
farbeklvetten nach Hellendahl (VWR, Wien, Osterreich) genutzt, in die an der
unteren seitlichen Wand eine Offnung fir einen Abflussschlauch gefrast wurde. Um
das Nahrmedium kontinuierlich in die Durchflusskammer einleiten zu kdnnen, wurden
Uber einen Tropfenregulierer (D-Flo Infusionsgerat mit Infusionsregler, P.J.
Dahlhausen, Koln, Deutschland) 20 ml/h Nahrmedium zugefuhrt. Die Nahrflussigkeit
bestand aus LB-Medium (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) und enthielt 20 %
Glukose, um die Ausbildung glukosetoleranter kariogener Biofilme zu ermdglichen.
Der Abfluss des Mediums wurde durch die Verwendung einer Peristaltikpumpe
(Reglo Analog, Ismatec, Wertheim-Mondfeld, Deutschland) realisiert. Die
Objekttrager wurden seitlich mit zusatzlichen Kerben versehen, um einen gerichteten
Flissigkeitsstrom durch die Kammer zu gewahrleisten. Die Umwalzung des
Nahrmediums wurde mit Hilfe eines Magnetrihrers durchgefihrt. Die
Durchflusskammer wurde bei einer konstanten Temperatur von 37 °C in einem

Inkubator platziert (in Anlehnung an Schiffner, 1999).
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Tropfenzahler

Obijelkttrager
mit Proben

‘e
*
Zuflussgefal3: HTl
LE-Medium und -

20% Glukose Magnetrithrer

B
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FPerstaltil -
pumpe

Abbildung 3: Schematischer Aufbau der verwendeten Durchflusskammer zur in-vitro
Biofilmetablierung. Aus dem Zuflussgefald wurde tber einen Infusionsregler frisches Medium
in die Durchflusskammer eingeleitet. Durch den Magnetrihrer wurde eine Strdmung
aufrechterhalten, die eine Biofilmbildung auf dem Nahrmedium verhindert und
Stromungsstress an den Proben verursacht. Mit Hilfe der Peristaltikpumpe wurde ein
kontinuierlicher Abfluss gewahrleistet (modifiziert nach Schiffner, 1999).

Die Schmelzprufkdrper wurden fur 2 Tage, 7 Tage und 14 Tage zur Etablierung von
Biofilmen in der Durchflusskammer inkubiert. Nach 14-tagiger Inkubation flllten die
Biofilme die durch Atzung entstandenen Schmelzdefekte auf. Alle Prifkorper wurden
unmittelbar nach Abschluss der Biofilmbildung der Behandlung mit dem Plasmajet

unterzogen.

In  Zusammenarbeit mit dem Institut fir Mikrobiologie und Hygiene des
Universitatsklinikums des Saarlandes wurde gepruft, welche Bakterienspezies die
Biofilme nach 2, 7 und 14 Tagen dominierten. Jeweils 2 Prufkdrper wurden mit der
biofiimtragenden Oberflache mit BHI-Agar-Platten (brain heart infusion, Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in Kontakt gebracht und tber die Agar-Oberflache
S-formig ausgestrichen. Nach 48-stiindiger Inkubation bei 37 °C wurden
morphologisch differierende Bakterienkolonien aufgenommen und auf neue BHI-
Agarplatten Ubertragen. Nach weiterer 48-stiindiger Inkubation wurden die

Bakterienkolonien mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie (MALDI Biotyper,
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Ultraflex MALDI-TOF Massenspektrometer, Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Deutschland) klassifiziert.

3.3 Plasmajet, Bearbeitungsparameter
3.3.1 Aufbau der Plasmaquelle

Der in dieser Untersuchung verwendete kalte, atmospharische Plasmajet wurde in
einer neuentwickelten, miniaturisierten Plasmaquelle generiert (Abbildung 4). Die
Plasmaquelle bestand aus einem Elektrodenkoaxialsystem und wurde tber gepulste
Mikrowellenenergie angeregt. Der Innenleiter reprasentierte die innere Elektrode und
bestand aus einem 0,3 mm dicken Stahlréhrchen, aus dem die Prozessgase
zugeleitet wurden. Die zweite Elektrode wurde von dem Stahlkorper der Quelle
gebildet und hatte einen Durchmesser von 3,4 mm. Zur Anregung der Quelle wurde
ein gepulster Mikrowellengenerator (2,45 GHz) verwendet. Der Generator
ermdglichte eine Pulsleistung von 100-300 W, eine Pulsweite von 1-10 ps und eine
mittlere Leistung von 1-9 W. Uber einen Massenflussregler konnte eine definierte
Flussrate der Prozessgase eingestellt werden. Die Plasmaquelle wurde auf einem
computergesteuerten 3-Achsen Tischsystem montiert, um reproduzierbare Zeit-,

Distanz- und Scanparameter einzustellen.

Gasfilhrung 2,45 GHz
(z.B. He) Mikrowelle

MW-Abschimung
Abbildung 4: Schematische Darstellung

Rohrformiger einer Plasmaquelle und des Plasmajets. Das

__ Innenleiter durch die Plasmaquelle hindurch stromende
7 Gas wird mittels gepulster Mikrowelle
lasmastrahl (2,45 GHz) angeregt. Der Plasmajet besteht

(lonen + ¢ + aus lonen, Elektronen, Neutralteilchen und
Radikale, z.B. O) im Plasma erzeugten Radikalen, weiterhin

wird Licht emittiert.
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3.3.2 Parameter fur die Behandlung der Biofilme mit Plasma

Fur die gestellte Zielsetzung wurden die Biofilme im konstanten Abstand Plasmquelle
- Biofilmoberflache von 2,5 mm bestrahlt. Die Mikrowellen-Pulsdauer betrug 3 us bei
einer Pulsleistung von 300 W und einem Helium-Gasfluss von 3,5 Standard-Litern
pro Minute. Es wurden mittlere elektrische Eingangsleistungen von 1,5W, 2 W und
3 W, innerhalb der Vorversuche auch 5 W, justiert.

Die Temperaturmessung erfolgte mittels Infrarot-Kamera-Thermographie am
Strahlauftreffpunkt. Die Bewegungsgeschwindigkeit des Plasmajets Uber den
Biofilmen betrug 11 mm/s, innerhalb der Vorversuche auch 16 mm/s oder 30 mm/s.
Die Plasmaquelle wurde maanderférmig mit einem Zeilenvorschub von 0,1 mm
gefuhrt (Abbildung 5). In Vorversuchen wurden verschiedene Bestrahlungsparameter
getestet, von denen letztendlich 3 Parameter (1,5 W, 2 W, 3 W jeweils 11 mm/s)
verwendet wurden (Tabelle 5). Fur die rasterelektronenmikroskopische Auswertung
wurde die Halfte eines jeden Prifkorpers bestrahlt; die unbestrahlte Halfte diente als
interne  Kontrolle. Weitere Kontrollproben wurden ohne Plasmazindung,
ausschlie3lich mit den Prozessgasen, bestrahlt. Zusatzlich wurden unbestrahlte
Biofilmproben fir 2 min in Chlorhexidindiglukonatlésung (0,2 %) inkubiert. Far
mikrobiologische und fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wurden jeweils die

kompletten Prufkdrper bestrahilt.

3.3.3 Wasserbestrahlung

Vorangegangene Untersuchungen zur Desinfektion von Biofilmen mit kaltem,
atmospharischem Plasma lieRen den Schluss zu, dass die Wirkung des Plasmas auf
die Oberflache biologischer Strukturen begrenzt ist. Biofilme einer Starke von
mehreren Mikrometern kénnten oberflachlich desinfiziert in der Tiefe jedoch noch
vital sein. Bei initialen Untersuchungen wurde zudem festgestellt, dass sich die
Biofilme von den Prifkérpern bei Einlagerung in Pufferlésungen ablésten. Um der
Frage der Desintegration der Biofilmadhasion auf mikroretentivem Schmelz
nachzugehen, wurden Biofilme nach Plasmabehandlung zusatzlich mit einem
Wasserstrahl (500 ml Laborflasche, 5s, 10 mm Abstand, 10 ml) gespdilt.
Reprasentativ . wurden, fir diese Untersuchung, 3 Parameter ausgewahlt. Sie

reprasentierten die geringste Leistungsstufe (Gruppe A), eine mittlere Leistungsstufe

-19 -



Material und Methode

(Gruppe B) sowie die Leistungsstufe mit der hochsten Bestrahlungsintensitat
(Gruppe C). Die gesamte Priufkorperoberflache wurde bestrahlt. Ausschliel3lich mit
Prozessgasen, mit Chlorhexidindigluconat (0,2 %; 2 min.) behandelte sowie
unbehandelte Biofilme wurden als Kontrollen mitgefiihrt und ebenfalls mit dem
Wasserstrahl bearbeitet.

a) b)

Abbildung 5: a) Schematische Darstellung des maanderférmigen Bewegungsablaufs des
Plasmajets, b) Probenbearbeitung durch den Plasmajet.

3.4 Auswertungsmethoden
3.4.1 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Fur die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde jeweils die Halfte
der Prufkérperoberflache bestrahlt. Die Prifkérper wurden danach fir 2 Stunden in
Glutaraldehyd (2,5% in PBS) fixiert. Zur vollstandigen Entfernung des
Glutaraldehyds wurden die Schmelzprufkdrper 5-mal fur 10 Minuten mit PBS
(Phosphat buffered saline; PAA Laboratories, Pasching, Osterreich) gespiilt. Im
Anschluss folgte die Entwasserung der Proben in einer aufsteigenden Ethanolreihe
(50 — 90 % je 10 min; 96 % 2 x 10 min). Die Proben wurden danach mit 1,1,1,3,3,3-
Hexamethyldisilazan (HMDS, Acros Organics, USA) getrocknet (Bray et al. 1993;

Perdigao et al. 1995). Das HMDS wurde bei Raumtemperatur in einer
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Sicherheitswerkbank verdampft. Mittels doppelseitiger Klebefolien wurden die
Proben auf REM-Probentellern (Plano, Wetzlar, Deutschland) fixiert und mit einer 2-
3 nm dicken Platin-Schicht besputtert (Sputter Coater SC 7640 mit planetarischer
Probenbihne, Quorum Technologies, Newhaven, GB; Pumpe: Pfeiffer Vacuum Duo
5, Asslar, Deutschland).

Fur die rasterelektronenmikroskopische Beurteilung der Biofilme wurde ein Quanta
200 Rasterelektronenmikroskop (Fei Company, Eindhoven, Niederlande) benutzt.
Jede Probe wurde in 4 VergroRerungsstufen (800-, 1600-, 3000- und 5000fach)
dargestellt um die Bedeckung der Prifkorperoberflache mit Biofilm und die
Oberflachenmorphologie der Biofilme im Detail darzustellen. Reprasentativ wurden
héhere und geringere Vergrof3erungsstufen (50 - 15000) zur bildlichen Darstellung
genutzt. Bestrahlte und unbestrahlte Halfte des Prufkorpers wurden jeweils

miteinander verglichen.

Zur morphologischen Auswertung der Biofilme wurde die 5000fache Vergrol3erung
genutzt. Es wurde in Vorversuchen, anhand vorliegender unbehandelter und mit
unterschiedlichen Plasmaleistungsstufen bearbeiteter Biofilme, ein 7stufiges

Bewertungssystem entwickelt (Tabelle 3).

Zur Auswertung der Daten wurden fir jeden Parameter und jede Biofilmstarke die
Mediane mit Minimal-und Maximalwert (Range) erhoben. Zur statistischen

Absicherung wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verwendet.

Tabelle 3: Scoring zur Bewertung der REM-Bilder.

Score Beschreibung

I 6 Etablierter Biofilm oder Bakterien, die die I
| Priifkorperoberflache zu mehr als 50% bedecken |
I 5 Intakter Biofilm oder Bakterienschicht. I
| Weniger als 50% der Priifkorperoberflache sind bedeckt |
I 4 Vereinzelte Bakterien und kleine Kolonien I
3 Keine intakten Mikroorganismen bzw. zerstorter Biofilm. Bedeckung der
Oberflache mit Resten des Biofilms
> Reduzierte Bedeckung der Prifkérperoberflache

mit Biofilmresten (<25%)

Einzelne zerstorte Bakterien und Reste der Biofilmmatrix

Biofilmfrei Prifkorperoberflache.
Keine Mikroorganismen erkennbar
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3.4.2 Fluoreszenzmikroskopie / ,live/dead staining®

Fur die Vitalfluoreszenzmikroskopie wurden Prufkdrper mit den Plasmajet-
Behandlungsparametern A (1,5W, 11 mm/s), B (2W, 11 mm/s) und C (3W,
11 mm/s) vollstandig bestrahlt. Die Parameter D und E wurden nicht in diese
Untersuchungen einbezogen. Zur Darstellung der Mikroorganismen wurde ein
kommerziell verfigbares Test-System genutzt (BacLight Bacterial Viability Kit L7012,
Molecular Probes, Carlsbad, USA). Je 1 ul der Komponenten des Kits, SYTO 9
Farbstoff (3,34 mM) und Propidiumiodid (20 mM), wurden im Verhaltnis 1 : 1
gemischt und zu 1 ml physiologischer Kochsalzlésung hinzugefiigt. Die
Farbeflissigkeit wurde fur 15 Minuten in einem abgedunkelten 1,5 ml-
Reaktionsgefald inkubiert. Danach wurden die Prifkorper in Mikrotiterplatten mit dem
Fluoreszenzfarbstoffgemisch bedeckt. Es wurden jeweils nur so viele Proben
einbezogen, wie in einer Zeit von 15 Minuten bearbeitet werden konnten, da die
Farbeflissigkeit eine toxische Wirkung auf die Bakterien hat. Die SYTO 9 Farblésung
farbt alle Bakterien griin, unabhéngig vom Zustand ihrer Zellwand. Propidiumiodid
penetriert Bakterien, deren Zellwand zerstort ist und verursacht dadurch eine
Reduktion der SYTO 9-Fluoreszenz. Bakterien mit intakter Zellwand kénnen somit
grin, zerstorte Bakterien rot fluoreszierend dargestellt werden. SYTO 9 besitzt ein
Emissionsmaximum von 500 nm bei einer Anregungswellenlange von 480 nm.
Propidiumiodid wird bei 490 nm angeregt und emittiert Licht der Wellenlange von
635 nm. Die Proben wurden mit beidseitigem Klebeband auf einem Objekttrager
befestigt, um zu verhindern, dass sie sich wahrend des Mikroskopierens
verschieben. Danach wurde Mounting-Medium auf die Oberflache gegeben und
diese mit einem Deckglas abgedeckt. Die Proben wurden unter einem Auflicht-
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop sowie Axio Imager Al, Carl Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) beurteilt. Als Lichtquelle kam eine Quecksilber-Kurzbogen-Reflektor-
Lampe (Kompaktlichtquelle HXP 120, Leistungselektronik JENA, Jena, Deutschland)
zum Einsatz. Die Biofilme wurden durch eine am Mikroskop installierte Digitalkamera
(Axio Cam MRc5, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) bildlich dargestellt. Zur
Erstellung von Mischbildern (Overlays) wurde eine mit der Kamera kompatible
Bildbearbeitungssoftware (Axio Vision 29A, Carl Zeiss, D-Oberkochen) benutzt. Die
Aufnahmen wurden bei 400facher VergréRerung ausgewertet. Von der Oberflache

des Prufkérpers wurden reprasentative Biofilmareale bewertet. Prifkorper, auf denen
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keine Bakterien und somit auch keine Fluoreszenz detektiert werden konnten,
wurden nicht in die Berechnungen aufgenommen. Die Auswertung erfolgte nach
einem dreistufigen Bewertungssystem (Tabelle 4). Zur Auswertung der Daten
wurden fur jeden Parameter und jede Biofilmstarke die Mediane mit Minimal-und
Maximalwert (Range) erhoben.

Tabelle 4: Score zur Auswertung der einzelnen Quadranten der live/dead-Mischbilder.
Waren Quadranten vorhanden, die keine Bakterien / Fluoreszenz aufwiesen, so wurden
diese als nicht auswertbar (n.a.) gekennzeichnet und nicht in die Berechnungen
aufgenommen.

Beschreibung

Hauptséchlich rote Fluoreszenz.
Das Verhaltnis zwischen roter und griner Fluoreszenz

betragt 60:40 oder hdher.

Das Verhaltnis zwischen roter und griner Fluoreszenz

betragt 50:50.

Hauptséachlich grine Fluoreszenz.

Das Verhaltnis zwischen roter und griner Fluoreszenz

betragt 40:60 oder weniger.

3.4.3 Mikrobiologie

Mit Hilfe der Rodac-Technik (Replicate Organism Detection and Counting) wurden
mikrobiologische Kontakt-Agar-Praparate hergestellt. Dazu wurden die Prifkérper
mit der vollstandig bestrahlten, biofilmtragenden Oberfliche mit den BHI-Agar-
Platten (brain heart infusion, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in Kontakt
gebracht und fur 5 s leicht angedrtckt. Die Rodac-Platten wurden fur 24 Stunden bei
37 °C inkubiert und danach auf mikrobielles Wachstum geprtft. Biofilmproben, deren
Kontaktareale auf dem Agar kein mikrobielles Wachstum aufwiesen wurden als

desinfiziert bewertet (Score: 1). Bei Kontaktproben mit mikrobiellem Wachstum
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wurde zwischen dem Vorhandensein einzelner Kolonien (Score: 2) und eines dichten
Bakterienrasens (Score: 3) differenziert (Abbildung 6). Zur Auswertung der Daten

wurden fir jeden Parameter und jede Biofiimstarke die Mediane mit Minimal-und

Maximalwert (Range) erhoben.

Abbildung 6: Ubersichtsaufnahmen von RODAC-Platten mit Kontaktarealen erzeugt durch
Prufkérperabdriicke, a) dichter Bakterienrasen: Score 3, b) einzelne mikrobielle Kolonien:
Score 2, ¢) Kontaktareale ohne mikrobielles Wachstum: Score 1 (Pfeile: Score 2).
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3.4.4 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Prufkorper wurden vollstandig bestrahlt und danach in 3%igem Glutaraldehyd (in
PBS 0,1 M; pH 7,4) fixiert. Nach der Fixierung wurden die Proben mehrfach in PBS
gespilt. Danach wurden die Proben 2 Stunden in Osmiumtetroxid (2 %; Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) nachfixiert und wiederum mehrfach in PBS gespult. Nach
zehnminutigem Spulen in destilliertem Wasser, konnten die Proben in einer
aufsteigenden Ethanolreihe (50 % - 96 %) entwassert werden. Die abschlieRende
Entwasserung geschah in Propylenoxid (Serva Electrophoresis, Heidelberg,
Deutschland). Fir die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung
mussten die Prufkdrper aus der Propylenlésung tber ein Araldit-Propylen-Gemisch in
das Einbettmedium udberfuhrt werden. Das Araldit-Einbettmedium wurde aus 13
Teilen Araldit Cy 212 (Serva Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland) und 12
Teilen Dodecenylbernsteinsdure-Anhydride (DDAS) (Serva Electrophoresis,
Heidelberg, Deutschland) hergestellt. Die Prufkdrper wurden schrittweise und tber 3
Tage hinweg in das Medium Uberfihrt. Danach wurden sie in die Einbettformen
gegeben und so ausgerichtet, dass die Schnittseite zur Formspitze positioniert war.
Zur Polymerisation des Mediums wurde der Beschleuniger Dy-064 (2,4,6-
Tri(dimethyl-aminomethyl)phenol; Serva Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland)
verwendet. Das Epoxidharz wurde fir 2 Tage bei 65 °C im Brutschrank

auspolymerisiert.

Nach der Polymerisation des Epoxidharzes wurden die Prufkdrper von retrograd,
also von der Dentinflache her, angeschliffen und in EDTA (4 %; pH 7,2) entkalkt. Es
folgte die Nacheinbettung der Praparate in Araldit. Nach der Polymerisation wurden
die Proben aus den Einbettformen entnommen, angeschliffen, poliert und mit einer
Rasierklinge zugespitzt. Von den Probekdrpern wurden mit Hilfe eines
Ultramikrotoms (Ultracut, Reichert-Jung heute Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland) unter Verwendung eines Diamantmessers (Typ: ultra, Winkel: 45°,
Speed: 1mm/s; Diatome, Bienne, Switzerland) 60-80 nm dicke Ultradlinnschnitte

hergestellt und auf, mit Pioloformfolie beschichtete, Kupfernetze aufgebracht.

Die Untersuchung der einzelnen Schnitte wurde mit einem
Transmissionselektronenmikroskop (Tecnai, Fei Company, Eindhoven, Niederlande)

durchgefiihrt. Die Proben wurden deskriptiv ausgewertet.
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3.5 Prufkorperzuordnung zu Bearbeitungsparametern und Auswertungs-

methoden

Tabelle 5: Verwendete Bestrahlungsparameter sowie Probenanzahl fiir die rasterelektronen-
mikroskopischen (REM, n = 120), fluoreszenzmikroskopischen (FM, n = 108),
transmissionselektronenmikroskopischen (TEM, n = 3) und mikrobiologischen (n = 108)
Untersuchungen. Proben der Gruppen A — F wurden mit dem Plasmajet bestrahlt, die
Proben der Gruppe ,Gas“ wurden den Prozessgasen ohne Plasmaziindung ausgesetzt.
Gruppen ,CHX" und ,Kon* reprasentieren Kontrollgruppen mit Chlorhexidinbehandlung (0,2
%, 120 s) oder ohne Behandlung. Neben den unbehandelten Biofilmen gab es fiir die REM-
Auswertung zusatzlich noch die internen Kontrollen durch die Bestrahlung der Halfte der
Prufkorperoberflache. Die in Klammern gesetzten Zahlenwerte geben die Teilmengen der
biofilmtragenden Prufkérper an, die nach Plasmabestrahlung zusatzlich einer Luft-/\Wasser-
Behandlung unterzogen wurden. Parameter D — F wurden ausschliel3lich im Rahmen der
Vorversuche verwendet.

Gruppe A B C D E F Gas CHX Kon
mittlere
_ 15 2 3 3 3 5 - CHX -
Leistung [W]
Geschwindigkeit
11 11 11 16 30 11 11 - -
[mm/s]

Rasterelektronenmikroskopie

2d 72 | 7@ 9@ | 20) | 2() | 2() | 3(1) | 4(D) | 4(D)
7d 72 | 7@ 9@ | 20) | 20) | 2() | 3(1) | 4(D) | 4(D)
14d 72 | 7@ 9@ | 20) | 2() | 2() | 3(1) | 4(D) | 4(D)
I Fluoreszenzmikroskopie
I 2d 6(3) | 6(3) | 63 - - - 6(3) | 6(3) | 6(3)
I 7d 6(3) | 6(3) | 6(3) - - - 6@3) | 6(3) | 6(3)
I 14d 6(3) | 6(3) | 6(3) - - - 6(3) | 6(3) | 6(3)
I Transmissionselektronenmikroskopie
| 2d i i i i i - - - -
| i i i i i - - - -
I 14d - - 1 - - - - 1 1

ikrobiologie

Insgesamt wurden 339 Prufkorper in der Untersuchung verwendet.
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4 Ergebnisse
4.1 Vorversuche
Schmelzatzung

Zur Retentionsverbesserung fir die Biofilme sollte, durch Anwendung 37 %iger
Phosphorsaure, eine Region mit mikroretentiver Oberflache auf den
Schmelzprufkorpern hergestellt werden. Dabei wurden Atztiefen von 40-80 um
angestrebt. Es wurde séurefester Nagellack auf die Oberflache aufgetragen, wobei
ein 2,5 x 4 mm groRes Fenster unbedeckt blieb. Nach Ende des Atzvorganges wurde
der Nagellack schonend entfernt (Abbildung 7).

Die Einwirkzeit der Phosphorsaure wurde kontinuierlich gesteigert und in der Folge
das Phosphorsauregel mehrfach aufgetragen. Konventionelle Atzzeiten von 30 s bis
1 min erreichten Rautiefen von wenigen Mikrometern. Die Einwirkzeit des Atzgels
von 30 min resultierte in hoheren, jedoch nicht gleichmafig reproduzierbaren
Atzmustern (Abbildung 7c).

f 5
2
o
Vi -
4 g
P
¥ 4 it

o 6 o
Mag HV Spot WD | Det 500.0pm
0

Mag HV Spot WD  Det

41x 12.5kV 7.0 10.0 mm ETD 300x20.0 KV 4.0 10.7 mm ETD 1642

Abbildung 7: a) Ubersichtsaufnahme
eines Prifkorpers, der mit Nagellack
versiegelt (*) und mit Phosphorsaure
(375 %) geatzt wurde. Der
Prufkérper wurde geteilt, um die
Atztiefe zu ermitteln, b) Grenzflache
zwischen  geatzter und  zuvor
versiegelter (*) Oberflache, c) Atztiefe
nach 30 min. Die Atztiefe (}) ist nicht
ausreichend.

-27 -



Ergebnisse

Nach wiederholtem Aufbringen des Atzgels und einer Einwirkzeit von 3 x 30 min
konnten gleichméaRige Relieftiefen zwischen 40 und 80 pm erreicht werden
(Abbildung 8).

ND  Det 100.0pm
8 mmETD test3

19.6 mm ETD

Abbildung 8: a) Priifkérper nach 3x 30 min Atzzeit. Das entstandene Relief ist 40-80 pm tief.
b) weiterer Priifkdrper nach 3x 30 min Atzzeit. Bestatigung des Ergebnisses in Bild a.

Biofilmetablierung

In einem weiteren Vorversuch wurde geprift, ob unter Verwendung einer
Durchflusskammer reproduzierbar Biofilme erzeugt werden kénnen. Ein Verzicht auf
die Durchstrémung der Durchflusskammer mit Nahrmedium resultierte in Biofilmen,
die sich Scherkraften gegentber, als nicht resistent erwiesen. Der Einsatz von 20 %
Glukose im Nahrmedium ermdglichte die gleichméaRige Ausbildung von Biofilmen zu
den jeweiligen Inkubationszeiten. Einzelne Bakterien sowie Bakterienkolonien konnte
nach 2 Tagen, ein etablierter mehrlagiger Biofilm nach 7 Tagen und eine vollstandige
Auffillung der Atzmuster nach 14 Tagen beobachtet werden. Beispielhaft sind
Biofilme nach 2 Tagen nach 7 Tagen und nach 14 Tagen dargestellt (Abbildung 9).
Aus Biofilmen nach 2tagiger Inkubation wurden mit der MALDI-TOF Analyse die
Arten Actinomyces viscosus, Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus parasanguinis und Streptococcus
salivarius identifiziert. Nach 7 Tagen waren die Arten Actinomyces viscosus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus oralis, Streptococcus pneumoniae und
Streptococcus salivarius prasent und aus 14tagigen Biofilmen wurden die Arten
Actinomyces viscosus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis und

Streptococcus salivarius identifiziert.
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Mag HV Spot WD  Det - . /142008 WD Mag HV Spot Det
5000 12.5 KV 4.0 17.1 mm ETD 9:42 PM 10.5 mm 5000x 12.5 kV 4.5 ETD

Abbildung 9: In-vitro Biofilm-
bildung (jeweils 5000fache
VergrofRerung) nach a) 2Tagen,
b) 7 Tagen, c¢) 14 Tagen

Parametereinstellungen

In weiteren Vorversuchen wurde die Oberflachentemperatur von Biofilmproben am
Auftreffpunkt des Plasmajets in statischer Position mittels Infrarot-Kamera-
Thermographie bestimmt. Die Zielstellung dieser Versuche bestand in der Ermittlung
von Parametersatzen, die eine Oberflachentemperatur zwischen 32 °C und 40 °C
garantierten. An der Plasmaquelle konnten die Parameter Gasfluss,
Bearbeitungsgeschwindigkeit, mittlere Leistung und Abstand der Plasmaquelle zur
Probe variiert werden. Es konnten mittlere elektrische Eingangsleistungen der
Plasmaquelle zwischen 1,5 W und 6 W gewdahlt werden. Im Rahmen dieses
Leistungsbereiches ermdglichte die Menge von 3,5 Litern Helium pro Minute den
stabilen Betrieb der Plasmaquelle. Geringere Gas-Durchflussmengen flhrten bereits
bei geringen Leistungen zu Temperaturen von mehr als 40 °C bei unbewegter
Plasmaquelle. Gleichzeitig reduzierte sich die Stabilitit des Plasmajets. Der
Plasmajet hatte eine Lange von 4 mm und der Abstand der Plasmaquelle von der

Oberflache wurde auf 2,5 mm festgelegt. Eine mittlere Leistung von 1,5 W resultierte
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bei stehender Quelle in einer mittleren Temperatur von 32 °C, bei 2 W wurden 38 °C
und bei 3 W mittlerer Leistung 40 °C erreicht. Die Verwendung der mittleren
elektrischen Eingangsleistung von 5 W fuhrte zu Temperaturen auf den
Prufkorperoberflachen von 48 °C. Dieser Parameter wurde aufgrund der hohen
Temperatur nicht weiter verwendet.  (Abbildung 10). Fir die Bearbeitungs-
geschwindigkeit wurde eine lineare Zeilenbewegungen uber der Probe von 11 mm/s
festgelegt. Bei einem Vorschub der Plasmaquelle von 0,1 mm je Zeile entspricht
dies einer Bestrahlungszeit von 0,91 s/mmz2. Orientierend wurden fir die mittlere
elektrische Eingangsleistung von 3 W hohere Liniengeschwindigkeiten von 16 mm/s
und 30 mm/s, entsprechend Bestrahlungszeiten von 0,63 s/mm2 bzw. 0,33 s/mm?
gepruft. Da bei diesen hohen Geschwindigkeiten jedoch Stabilitatsprobleme fir den
3-Achs-Tisch auftraten, wurden hier nur wenige Prufkorper bestrahlt und diese
Parameter ebenfalls nur wéhrend der Vorversuche verwendet (Tabelle 5).

Abbildung 10: 14tagiger Biofilm
nach Einwirkung von Plasma-
bestrahlung mit 5 W elektrischer
Eingangsleistung. Der Biofilm ist
zwar stark alteriert und
groRtenteils eliminiert, allerdings
lagen die Temperaturen wahrend
der Bestrahlung bei 48 °C.

4.2 Charakterisierung von Biofilmen nach in-vitro-Kultivierung Uber 2, 7 und 14
Tage sowie Kontrollprobenauswertung

Biofilme nach 2tagiger Kultivierung
Rasterelektronenmikroskopie

Auf den Schmelzprifkérpern imponierten nach einem Zeitraum von 2 Tagen der in-
vitro-Biofilmbildung vereinzelte Mikroorganismen und kleine Kolonien. Dabei pragten
vor allem Stabchenbakterien das Bild. Die polierte Schmelzoberflache und das

Atzmuster waren gut zu erkennen. Es konnte festgestellt werden, dass sich
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besonders auf den starker strukturierten Oberflachenabschnitten groRere

Bakterienmengen ansammeln konnten.

Die Proben, die mit den Prozessgasen ohne Plasmazindung behandelt wurden,
wiesen keine Unterschiede im Vergleich zu unbehandelten Kontrollproben in der
rasterelektronenmikroskopischen Auswertung auf. Hier lieRen sich sowohl kleine
Bakterienkolonien als auch vereinzelte Bakterien nachweisen. Morphologisch zeigten
auch die mit Chlorhexidin behandelten Biofilme keine Unterschiede im Vergleich zu
unbehandelten Oberflachen (Abbildung 11).

11/23/2008° WD Mag HV Spot Det

Mag HV Spot Det

5000x 12.5 KV, 4.5 ETD 3:41:37 PM 10.5 mm 5000x 12.5 kV. 4.5 ETD

Abbildung 11: Biofilmproben
(jeweils 5000fache VergroRerung)
nach 2tagiger Kultivierung. a) mit
Prozessgas ohne Plasmazindung
behandelte Oberfliche (Gruppe
Gas), b) mit Chlorhexidin
behandelte Oberflache (Gruppe

CHX), c¢) Unbehandelte Oberflache
03:5432 9. mm 3000 10.0kV 4.8 £TD "l (Gruppe Kon).
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Fluoreszenzmikroskopie

Auf den Prufkdrpern mit unbehandelten Biofilmen konnten, nach 2tagiger Inkubation,
einzelne Bakterien und Bakterienkolonien detektiert werden. Hier wurde ein hohes
Vorkommen von Score 2 gefunden. Eine gute antibakterielle Wirkung zeigte
Chlorhexidin, da hier eine geringe Vitalitat detektiert werden konnte.

Abbildung 12: 2tagiger Biofilm auf Schmelzprufkérper a) unbehandelter Biofilm (Gruppe
Kon), b) mit Chlorhexidin behandelter Biofilm (Gruppe CHX).

Mikrobiologie

Auf den Kontaktpraparaten 2tagiger Biofilme kam es zum Wachstum dichter
Bakterienrasen. Chlorhexidin desinfizierte die Biofilme auf allen 3 Praparaten nach 2

minutiger Inkubation.

Abbildung 13: Kontaktpraparate eines a) unbehandelten 2tagigen Biofilms, Score 3, b) mit
den Prozessgasen ohne Plasmaziindung behandelten Biofilms, Score 3 und c¢) mit
Chlorhexidin behandelter Biofilm, Score 1.
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Tabelle 6: Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen (REM), fluoreszenz-
mikroskopischen (FM) und mikrobiologischen (RODAC) Untersuchungen fir Biofilme nach
2tagiger Kultivierung. Die Biofilme wurden mit den Prozessgasen ohne Plasmazindung
(Gas, 0,9 s/mm?) oder Chlorhexidin (CHX, 0,2 %, 2 min) behandelt oder ohne weitere
Behandlung analysiert (Kon). Angegeben sind jeweils der Median der Scores sowie deren
Wertebereich [Minimal-/Maximalwert]. Fur die rasterelektronenmikroskopische Auswertung
wurde ein 7-stufiges Scoring angewendet (s. Tab. 3). Fur die fluoreszenzmikroskopische (s.
Tab. 4) und mikrobiologische (s. Abb. 6) Auswertung wurde jeweils ein 3-stufiges Scoring
entwickelt.

Gas CHX Kon

3,5 [3/4] 4 [4/4] 4 [3/4]

2,5[1/3] 1[1/1] 2,5 [1/3]

3[3/3] 1[1/1] 3 [3/3]

Biofilme nach 7tagiger Kultivierung
Rasterelektronenmikroskopie

Nach 7tagiger Kultivierung waren etablierte Biofilme entstanden, die eine mehrlagige
bakterielle Bedeckung der Prufkorper aufwiesen. Die vorwiegend auftretenden
Stabchenbakterien konnten die Schmelzkavitaten jedoch nicht vollstandig maskieren.

Die Prufkérperoberflachen waren teilweise noch zu erkennen.

Innerhalb der Kontrollgruppen konnte fir die Behandlung mit Chlorhexidin und die
Bestrahlung der Biofilme mit dem Tragergas eine geringfiigige Reduktion der

Biofilmauspragung beobachtet werden.
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Abbildung 14: Biofilmproben (jeweils
5000fache  VergroRerung) nach
7tagiger Kultivierung. a) mit
Prozessgas ohne Plasmazindung
behandelte Oberflache (Gruppe
Gas), b) mit Chlorhexidin
behandelte Oberflache (Gruppe
CHX), ¢) Unbehandelte Oberflache
(Gruppe Kon).

Abbildung 15: 15000fache Vergro-
Berung einer 7tagigen Kontroll-
probe. Zu erkennen ist ein
etablierter mehrlagiger Biofilm aus
Stabchenbakterien.
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Fluoreszenzmikroskopie

Auf den 7tagigen, unbehandelten Prufkodrpern, als auch auf den mit dem Prozessgas
behandelten Oberflachen, waren vorwiegend lebende Bakterien zu finden. Die
Wirkung von CHX war hier ebenso effektiv, wie die Wirkung auf 2-und 14-Tages-

Biofilme.

Abbildung 16: 7tagiger Biofilm auf Schmelzprifkdrper a) unbehandelter Biofilm (Gruppe
Kon), b) mit Chlorhexidin behandelter Biofilm (Gruppe CHX).

Mikrobiologie

Auf den 7tagigen, unbehandelten Kontaktpraparaten liel3 sich ein dichtes bakterielles
Wachstum erkennen. Es lieRen sich keine Unterschiede im Vergleich zu den mit
Tragergas bestrahlten Kontrollen erkennen. Auf den mit Chlorhexidin behandelten

Oberflachen kam es zu einer Reduktion des mikrobiellen Wachstums.

Abbildung 17: Kontaktpraparate von Biofiimen nach 7-tdgiger Kultivierung a) un-
behandelter Biofilm, Score 3, b) Behandlung mit Prozessgasen ohne Plasmaziindung,
Score 3, ¢) Behandlung mit Chlorhexidin, Score 2.
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Tabelle 7: Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen (REM), fluoreszenz-
mikroskopischen (FM) und mikrobiologischen (RODAC) Untersuchungen fur Biofilme nach
7tagiger Kultivierung. Die Biofilme wurden mit den Prozessgasen ohne Plasmaziindung
(Gas, 0,9 s/mm?2) oder Chlorhexidin (CHX, 0,2 %, 2 min) behandelt oder ohne weitere
Behandlung analysiert (Kon). Angegeben sind jeweils der Median der Scores sowie deren
Wertebereich [Minimal-/Maximalwert]. Fir die rasterelektronenmikroskopische Auswertung
wurde ein 7-stufiges Scoring angewendet (s. Tab. 3). Fir die fluoreszenzmikroskopische (s.
Tab. 4) und mikrobiologische (s. Abb. 6) Auswertung wurde jeweils ein 3-stufiges Scoring
entwickelt.

Gas CHX Kon

5 [5/5] 6 [5/6] 6 [5/6]

3 [3/3] 1[1/2] 3 [2/3]

3[3/3] 1[1/2] 3 [3/3]

Biofilme nach 14tagiger Kultivierung
Rasterelektronenmikroskopie

Biofilme, die Uber 14 Tage kultiviert wurden, fillten die erodierten Bereiche der
Schmelzoberflache auf den Prifkérpern vollstandig auf. Auch hier bestanden die

Biofilme vorwiegend aus Stabchenbakterien.

In den Kontrollgruppen war zu erkennen, dass es durch Chlorhexidin-Einwirkung zu

einer geringen Reduktion des mehrlagigen Biofilms gekommen war.
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HV Spot Det
2

12.5kV 4.0 ETD 0x12.5 kV 4.0 ETD

Abbildung 18: Biofilmproben (jeweils
5000fache  VergréfRerung) nach
14tagiger Kultivierung. a) mit
Prozessgas ohne Plasmaziindung
behandelte Oberflache (Gruppe
Gas), b) mit Chlorhexidin
behandelte Oberflache (Gruppe
CHX), c¢) Unbehandelte Oberflache
(Gruppe Kon).

Abbildung 19: 15000fache Vergro-
Berung eines unbehandelten
14tagigen Biofilms. Die mehrlagige
Biofilmstruktur  ist  deutlich  zu

)3

12.03.2009 WD Mag HV Spot Det - 5.0pm

16:24:46 10.9 mm 15000x 10.0 kV 3.5 ETD - erkennen.
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Fluoreszenzmikroskopie

Auf den 14tagigen, unbehandelten als auch auf den mit Gas bestrahlten Prtfkorpern
waren Uberwiegend vitale Mikroorganismen zu finden. Die Wirkung von Chlorhexidin
auf diesen mehrlagigen Biofilm zeigte fur alle Praparate Score 1.

h2 s

Abbildung 20: 14tagiger Biofilm auf Schmelzprufkérper a) unbehandelter Biofilm (Gruppe
Kon), b) mit Chlorhexidin behandelter Biofilm (Gruppe CHX).

Mikrobiologie

Auf den Kontaktpraparaten unbehandelter, 14tagiger Biofilme war ein dicht
gewachsener Bakterienrasen zu erkennen. Die Chlohexidinbehandlung reduzierte

die mikrobielle Aktivitat des Biofilms, vollstandige Desinfektion wurde jedoch nicht
festgestellt.

Abbildung 21: Kontaktpraparate von Biofilmen nach 14tagiger Inkubation. a) un-
behandelter Biofilm, Score 3, b) Behandlung mit den Prozessgasen ohne
Plasmaziindung, Score 3, ¢) Behandlung mit Chlorhexidin, Score 2.
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Tabelle 8: Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen (REM), fluoreszenz-
mikroskopischen (FM) und mikrobiologischen (RODAC) Untersuchungen fir Biofilme nach
14tagiger Kultivierung. Die Biofilme wurden mit den Prozessgasen ohne Plasmaziindung
(Gas, 0,9 s/mm?) oder Chlorhexidin (CHX, 0,2 %, 2 min) behandelt oder ohne weitere
Behandlung analysiert (Kon). Angegeben sind jeweils der Median der Scores sowie deren
Wertebereich [Minimal-/Maximalwert]. Fur die rasterelektronenmikroskopische Auswertung
wurde ein 7-stufiges Scoring angewendet (s. Tab. 3). Fur die fluoreszenzmikroskopische (s.
Tab. 4) und mikrobiologische (s. Abb. 6) Auswertung wurde jeweils ein 3-stufiges Scoring
entwickelt.

Gas CHX Kon

6 [6/6] 5 [5/6] 6 [5/6]

2,5[1/3] 1[1/1] 3 [3/3]

3[3/3] 2 [2/2] 3 [3/3]

Transmissionselektronenmikroskopie

In der unbehandelten, 14tdgigen Probe ist zu erkennen, dass sich ein Biofilm
entwickeln konnte und die Bakterien durch extrazellulare Matrixstrukturen

miteinander vernetzt waren.

Durch VergroRerung der Ubersichtsaufnahme, sind die einzelnen Bakterien genauer
zu sehen. Man erkennt, dass im Biofilm sowohl Stdbchen als auch Kokken zu finden

sind.

Bei starkerer Vergrol3erung der einzelnen Bakterien in der Nahe der Oberflache des
Biofilms ist des Weiteren zu sehen, dass die Bakterien vollig intakt sind. Zu erkennen
ist die Membran, die die Bakterien umgibt und das Zytoplasma im Inneren der

Einzeller.
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Abbildung 22: TEM Abbildungen: a) unbehandelter Biofilm 1200fache VergréfRerung.
Der Biofilm erreicht Dicken bis zu 20um (B= Biofilm; E= Schmelz) b) Unbehandelte
Probe 6800fache VergroRerung. Die Membran und das Zytoskelett sind zu erkennen
c) Unbehandelte Probe 30000fache VergrofRerung. Intaktes stédbchenférmiges
Bakterium.
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f500/nm)]

Abbildung 23: a) Unbehandelter Biofilm 68000fache VergroRerung. Zu erkennen ist
ein Bakterium b) Unbehandelte Probe 49000fache VergréZerung. Intakte Bakterien

mit Extrazellularer Polysaccharidschicht (*) c¢) Unbehandelte Probe 49000fache
VergroRerung mit intakten Bakterien.
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In der mit Chlorhexidin behandelten Biofilmprobe, ist in der Ubersichtsaufnahme das
durch die 37%ige Phosphorsaure entstandene Atzmuster zu erkennen.

Des Weiteren ist an dieser Stelle zu erkennen, dass sich der Biofilm auf der
konditionierten Oberflache ausgepragter entwickeln konnte als auf der polierten
Oberflache.

Durch hohere VergroRerung erkennt man auch hier die einzelnen Bakterien und

kann die Biofilmstruktur erkennen.

Die starke VergroRerung einzelner Bakterien zeigt, dass diese intakt waren und
durch die 2-minutige Chlorhexidinapplikation keine sichtbaren Alterationen
aufweisen. Auch auf dieser Biofilmprobe sind sowohl Stabchen als auch Kokken zu
detektieren.

Abbildung 24: a) Mit Chlorhexidin behandelter Biofilm bei 890facher VergrofRerung. Das 15-
20 um tiefe Atzmuster ist gut zu erkennen. Der Biofilm kann hier besser anhaften und dickere
Schichtstarken erreichen (E= Schmelz; B= Biofilm) b) Chlorhexidin behandelte Oberflache in
1900facher VergroRRerung. Deutlich zu erkennen, ist die Grenze zur polierten Seite.
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Abbildung 25: a) Chlorhexidin behandelte Biofilmprobe 4800fache VergroRerung, geatzte
Seite mit dickerer Biofilmschicht (~10um), b) Mit Chlorhexidin behandelter Biofilm 6800fache
VergroRerung, ungeatzte Seite mit geringerem Biofilmwachstum (~7um).
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Abbildung 26: a) Chlorhexidin behandelter Biofilm in 30000fache Vergréf3erung.
Unbeschadetes Stabchen-Bakterium, b) Chlorhexidin behandelte Probe 49000fache
VergroRerung. Intakte Kokken.
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4.3 Plasmabearbeitung von Biofilmen mit unterschiedlichen Leistungspara-

metern

Plasmabehandlung von 2tagigen Biofilmproben

Rasterelektronenmikroskopie

Durch die Plasmabestrahlung wurden die Mikroorganismen bei allen Leistungsstufen
und Scangeschwindigkeiten vollstandig entfernt. Nur vereinzelt waren zerstorte

Bakterien zu erkennen.

VD Mag HV Spot Det 20.0pm
3 mm 5000x 12.5 kV 4.5 ETD 1830

13.03.2009 WD Mag HV Spot Det 20.0pm

10:16:14 11.1 mm 5000x 10.0 KV 4.5 ETD! 1820

Abbildung 27: Biofilmproben (jeweils
5000fache  VergréfRerung) nach
2tagiger Kultivierung, mit Plasmajet
bestrahlt.  Elektrische  Eingangs-
leistung des Plasmajets von: a) 1,5
W (Parameter A), by 2 W
(Parameter B), und ¢) 3 W
(Parameter C). In den raster-

elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen waren keine oder
o _ vereinzelte, zerstorte Mikro-
11/2 WD 9 HV  Spot Det 20.0pm .
1:01:24 PM 10.9 mm 5000x 12.5 kV. 4.5 ETD 1826 Organ]smen ZU erkennen_
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Fluoreszenzmikroskopie

In der Gruppe der 2-Tages-Biofilmproben zeigten sich nur geringflgige
Unterschiede. Der leistungsstarkste Parameter C hatte in  den
fluoreszenzmikroskopischen Préaparaten keine starker desinfizierende Wirkung auf

die Biofilme, als die leistungsschwacheren Parameter.

Abbildung 28: 2tagiger Biofilm auf Schmelzprufkérper mit Plasmajet bestrahlt. Elektrische
Eingangsleistung des Plasmajets von: a) Parameter A, 1,5 W, 11 mm/s, b) Parameter B, 2
W, 11 mm/s, ¢) Parameter C, 3 W, 11 mm/s).

Mikrobiologie

Auf den Kontaktpraparaten von Biofilmen, die mit den Parametern B und C bestrahlt
worden waren, war kein bakterielles Wachstum zu erkennen. Allein auf den

Kontaktpraparaten der Gruppe A waren Bakterienkolonien zu detektieren (Score 2).

Abbildung 29: Kontaktpraparate von Biofilmen nach 2tagiger Inkubation. a) Parameter A,
1,5W, 11 mm/s, Score 2, b) Parameter B, 2 W, 11 mm/s, Score 1, ¢) Parameter C, 3 W,
11 mm/s), Score 1.
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Tabelle 9: Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen (REM), fluoreszenz-
mikroskopischen (FM) und mikrobiologischen (RODAC) Untersuchungen fir Biofilme nach
2tagiger Kultivierung. Die Biofilme wurden mit Plasmajet folgender Parameter bearbeitet:
Parameter A: Eingangsleistung 1,5 W, 0,9 s/mm?; Parameter B: Eingangsleistung 2 W, 0,9
s/mmz, Parameter C: Eingangsleistung 3 W, 0,9 s/mmz2. Angegeben sind jeweils der Median
der Scores sowie deren Wertebereich [Minimal-/Maximalwert]. Der Zahlenwert nach dem
Pfeil (>) gibt fur die rasterelektronenmikroskopische Auswertung den Median der
unbehandelten Kontrollseite an. Fir die rasterelektronenmikroskopische Auswertung wurde
ein 7-stufiges Scoring angewendet (s. Tab. 3). Fiur die fluoreszenzmikroskopische (s. Tab.
4) und mikrobiologische (s. Abb. 6) Auswertung wurde jeweils ein 3-stufiges Scoring
entwickelt.

A B C

0[0/1] >4 *| 0[0/1] >4 * |0 [0/1] > 4 *

1,5[1/2] | 1,5[1/2] 3[2/3]

2 [2/2] 1[1/1] 1[1/1]

* REM, Vergleich der Scores der Prufkérperhélften mit unbehandelten vs. Plasmajet
behandelten Biofilmen, statistisch signifikanter Unterschied, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test, p <0,05.

Plasmabehandlung von 7tagigen Biofilmproben

Rasterelektronenmikroskopie

Durch Bestrahlung mit dem Plasmajet kam es zu einer deutlichen Veranderung der
Biofilmstruktur. Morphologisch intakte Bakterien waren nur noch auf wenigen
rasterelektronenmikroskopisch ausgewerteten Praparaten zu erkennen. Teilweise
wurde der Biofilm so weit entfernt, dass die Schmelzprismenstruktur der Prifkdrper
sichtbar wurde. Das mit allen verwendeten Bestrahlungsparametern vorherrschende
Ergebnis war, dass Biofiimreste zu erkennen waren. Die Mikroorganismen
erschienen durch die Plasmawirkung aus der Biofilmmatrix herausgelost und
hinterlieBen Impressionen in der verschmolzen erscheinenden Oberflache. Ein
Einfluss der Scangeschwindigkeit und der Bestrahlungsleistung konnte nicht erkannt

werden.
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HV  Spot Det
2.5kV 4.0 ETD

Abbildung 30: Biofilmproben (jeweils
5000fache  VergrofRerung) nach
7tagiger Kultivierung, mit Plasmajet
bestrahlt.  Elektrische  Eingangs-
leistung des Plasmajets von: a) 1,5
W (Parameter A), by 2 W
(Parameter B), und ¢) 3 W
(Parameter C). In den raster-
elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen war eine Biofilmreduktion
Zu erkennen.

Durch die rasterelektronenmikroskopischen Abbildungen hoherer Vergrof3erung
wurde bestatigt, dass die Biofilmmatrix nur teilweise von der Oberflache entfernt
werden konnte. Daher sind die Impressionen, der aus der Matrix herausgeloster
Mikroorganismen zu erkennen. Auf einem Teil der Praparate war die

Prufkorperoberflache sichtbar.
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Abbildung 31: Biofilmproben
(jeweils 15000fache Vergréf3erung)
nach 7tagiger Kultivierung, mit
Plasmajet bestrahlt. Elektrische
Eingangsleistung des Plasmajets
von: a) 15 W (Parameter A),
b) 1,5W (Parameter A), und c) 3 W
(Parameter C).

Fluoreszenzmikroskopie

Auf Prufkorpern, die far 7 Tage inkubiert worden waren, konnte auch in
fluoreszenzmikroskopischer Darstellung eine Reduktion der Oberflachenbedeckung
mit Biofilm festgestellt werden. Die verbliebenen Biofilminseln waren Kkleiner,
verglichen mit unbehandelten Proben und Biofilmen, die mit Chlorhexidin behandelt
worden waren (Abbildung 16). Obwohl rote Fluoreszenz dominierte, waren

verbliebene Reste griner Fluoreszenz zu verzeichnen.

Abbildung 32: 7tagiger Biofilm auf Schmelzprifkdrper mit Plasmajet bestrahlt. Elektrische
Eingangsleistung des Plasmajets von: a) Parameter A, 1,5 W, 11 mm/s, b) Parameter B, 2
W, 11 mm/s, ¢) Parameter C, 3 W, 11 mm/s).
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Mikrobiologie

Auch fur 7tagige Biofiilme konnte auf den Kontaktpraparaten nach
Plasmabestrahlung nur geringe Restvitalitat festgestellt werden. Fiur Parameter C
zeigte keines der Praparate mikrobielles Wachstum, fur die Parameter A und B
waren auf jeweils 2 Praparaten wenige Bakterienkolonien erkennbar.

Abbildung 33: Kontaktpréaparate von Biofilmen nach 7tagiger Kultivierung. a) Parameter A,
1,5W, 11 mm/s, Score 2, b) Parameter B, 2 W, 11 mm/s, Score 2, ¢) Parameter C, 3W, 11
mm/s), Score 1.

Tabelle 10: Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen (REM), fluoreszenz-
mikroskopischen (FM) und mikrobiologischen (RODAC) Untersuchungen fiir Biofilme nach
7tagiger Kultivierung. Die Biofilme wurden mit Plasmajet folgender Parameter bearbeitet:
Parameter A: Eingangsleistung 1,5 W, 0,9 s/mm?; Parameter B: Eingangsleistung 2 W, 0,9
s/mmz, Parameter C: Eingangsleistung 3 W, 0,9 s/mmz2. Angegeben sind jeweils der Median
der Scores sowie deren Wertebereich [Minimal-/Maximalwert]. Der Zahlenwert nach dem
Pfeil (>) gibt fur die rasterelektronenmikroskopische Auswertung den Median der
unbehandelten Kontrollseite an. Fir die rasterelektronenmikroskopische Auswertung wurde
ein 7-stufiges Scoring angewendet (s. Tab. 3). Fur die fluoreszenzmikroskopische (s. Tab.
4) und mikrobiologische (s. Abb. 6) Auswertung wurde jeweils ein 3-stufiges Scoring
entwickelt.

A B C

1[1/2] >5*| 2 [1/3] >5* | 1 [1/2] > 6 *

1 [1/3] 1 [1/3] 1 [1/3]

2 [1/2] 2 [1/2] 1[1/1]

* REM, Vergleich der Scores der Prufkdrperhalften mit unbehandelten vs. Plasmajet
behandelten Biofilmen, statistisch signifikanter Unterschied, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test, p <0,05.
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Plasmabehandlung von 14tagigen Biofilmproben
Rasterelektronenmikroskopie

Nach Plasmabestrahlung war eine deutliche Veradnderung der Biofilmstruktur im
Vergleich zu den unbestrahlten Prifkérpern zu detektieren. Die bestrahlten Biofilme
erschienen verschmolzen und in ihrem Oberflachenrelief egalisiert. Es lie3en sich in
Einzelféllen noch Bakterienreste erkennen. Oftmals waren nur noch Impressionen
der Mikroorganismen in der Biofilmmatrix zu sehen. Die vollstandige Beseitigung der
Biofilme war nicht nachweisbar.

Im Vergleich zu unbestrahlten Proben bildeten sich in der Biofilmmatrix Risse und

Poren, teilweise desintegrierte der Biofilm und I6ste sich von der Unterlage.

) 'Mag HV Spot Det
5000x 10.0 kV 4.5 ETD

Abbildung 34: Biofilmproben (jeweils
5000fache  VergroRRerung) nach
14tagiger Kultivierung, mit Plasmajet
bestrahlt.  Elektrische  Eingangs-
leistung des Plasmajet von: a) 1,5 W
(Parameter A), b) 2 W (Parameter B),
und ¢) 3 W (Parameter C). In den
rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen war eine Biofilmreduktion
zu erkennen.
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.4 3 i AN
3.2009 WD = May Dy " - 12.03.2009 WD Mag = HV Spot Det

Mag
16:18:32 9.5 mm 15000x 10.0 kV 16:30:51 11.0 mm 15000x 10.0 kV 3.5 ETD

Abbildung 35:  Biofilmproben (jeweils 15000fache VergroRerung) nach 14tagiger
Kultivierung, mit Plasmajets bestrahlt. Elektrische Eingangsleistung des Plasmajets von:
a) 15 W (Parameter A), b) 2 W (Parameter B). Der Biofilm ist reduziert und die
Impressionen zerstorter Bakterien sind zu erkennen.

Fluoreszenzmikroskopie

Die fluoreszenzmikroskopischen Abbildungen von Biofiimen, die Uber 14 Tage

kultiviert wurden, zeigten eine deutliche Reduktion der Oberflachenbedeckung und

Uberwiegend rote Fluoreszenz.

Abbildung 36: l14tagiger Biofilm auf Schmelzprifkérper mit Plasmajet bestrahlt. Elektrische
Eingangsleistung des Plasmajets von: a) Parameter A, 1,5 W, 11 mm/s, b) Parameter B, 2
W, 11 mm/s, ¢) Parameter C, 3 W, 11 mm/s).
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Mikrobiologie

Die RODAC-Kontaktpraparate zeigten, dass die verschiedenen Parameter, auch auf
14tagige Biofilme, eine das mikrobielle Wachstum reduzierende Wirkung hatten. Es
waren auf allen Pr&paraten noch Kolonien detektierbar. Nach Behandlung mit

Parameter C zeigte eines der Praparate kein Wachstum mehr.

Abbildung 37: Kontaktpréparate von Biofilmen nach 14tagiger Kultivierung. a) Parameter A,
1,5W, 11 mm/s, Score 2, b) Parameter B, 2 W, 11 mm/s, Score 2, c) Parameter C, 3 W, 11
mm/s), Score 2.

Tabelle 11: Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen (REM), fluoreszenz-
mikroskopischen (FM) und mikrobiologischen (RODAC) Untersuchungen fur Biofilme nach
14tagiger Kultivierung. Die Biofilme wurden mit Plasmajet folgender Parameter bearbeitet:
Parameter A: Eingangsleistung 1,5 W, 0,9 s/mmz2; Parameter B: Eingangsleistung 2 W, 0,9
s/mmz, Parameter C: Eingangsleistung 3 W, 0,9 s/mm2. Angegeben sind jeweils der Median
der Scores sowie deren Wertebereich [Minimal-/Maximalwert]. Der Zahlenwert nach dem
Pfeil (>) gibt fur die rasterelektronenmikroskopische Auswertung den Median der
unbehandelten Kontrollseite an. Fir die rasterelektronenmikroskopische Auswertung wurde
ein 7-stufiges Scoring angewendet (s. Tab. 3). Fir die fluoreszenzmikroskopische (s. Tab.
4) und mikrobiologische (s. Abb. 6) Auswertung wurde jeweils ein 3-stufiges Scoring
entwickelt.

A B C

2[1/3]>6 |[1[1/2]>6*|1[1/2]>6*

1 [1/3] 1[1/2] 1 [1/3]

2 [2/2] 2 [2/2] 2 [1/2]

* REM, Vergleich der Scores der Priifkdrperhélften mit unbehandelten vs. Plasmajet
behandelten Biofilmen, statistisch signifikanter Unterschied, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test, p <0,05.
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Transmissionselektronenmikroskopie

Auf der mit Parameter C behandelten Probe war es schwer eine noch mit Biofilm
bedeckte Schmelzoberflache zu lokalisieren. Der Ausschnitt in Abbildung 38 zeigt
eine der wenigen Stellen, an denen uberhaupt Biofilm nachweisbar war. Der Biofilm
an dieser Stelle ist wesentlich dichter und komprimierter als auf den
Kontrolloberflachen. Am oberflachlichen Rand der Probe erkennt man, bei starkerer
VergroRerung, Reste von Bakterienzellwdnden. Darlber hinaus ist ein teilweise
zerstortes Zytoskelett der oberflachlichen Bakterien zu sehen. Bei genauerer
Betrachtung ist festzustellen, dass Bakterien, die weiter im Inneren des Biofilms zu

finden sind, unbeschadet geblieben sind. Auch hier finden sich Stabchen und Kokken

.[% 'J

T

Abbildung 38: a) Bestrahlte Probe 1900fache VergréfZerung. Reste des Biofilms konnten auf
der Probe gefunden werden (E= Schmelz; B= Biofilm) b) Bestrahlte Probe 4800fache
VergroRerung. Ein sehr dichter Biofilm mit oberflachlich zerstérten Bakterien (*) ist sichtbar.
Im Inneren des Biofilms erkennt man noch intakte Bakterien.
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, 4 i .9;3?‘.&“.; N
Abbildung 39: a) Bestrahlte Probe 11000fache VergréRerung. Zerstorte Bakterien an
der Oberflache des Biofilms (—) b) Bestrahlte Probe 13000fache VergréRerung.
Zerstorte Zellwande(—) und ein zum Teil zerstortes Zytoskelett (*) c) Bestrahlte
Probe 13000fache VergroRerung. Auch hier sind zerstdrte Bakterien zu erkennen
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4.4 Mehrschrittbearbeitung von Biofilmen mit Plasmajet und Wasserbe-

strahlung
Mehrschrittbehandlung von 2tagigen Biofiimproben
Rasterelektronenmikroskopie

Die Kontrollproben, die 2 Tage kultiviert wurden, wiesen einzelne Mikroorganismen
und kleine Kolonien auf. Mittels Wasserstrahl lieRen sich diese Biofilme nicht
vollstandig von den Prifkoérperoberflachen entfernen. Plasmabestrahlung mit
nachfolgender Wasserstrahlanwendung fuhrte zur Beseitigung der Mikroorganismen
auf den Prufkorperoberflachen.

Mag HV WD Spot 4/ ————20.0pm——

g Mag = HV WD  Spot 4/1/2010
5000x 5.0 kV 10.1 mm 2.5 2:55:52 PM 3429

5000% 5.0 kV 10.2 mm 2.5 2:29:22 PM

Abbildung 40: Biofilmproben (jeweils
5000fache  VergréRerung) nach
2tagiger  Kultivierung a) nach
Wasserbestrahlung (Gruppe Kon),
b) nach Wasserbestrahlung und
Chlorhexidinbehandlung (Gruppe
CHX), c¢) nach Wasserbestrahlung
und Bestrahlung mit Prozessgasen
(Gruppe Gas; 15000fache

Mag HV WD Spot 4/1/2010

15000x 5.0 kV 10.1 mm 2.5 2:24:22 PM Verg rOBerung) .
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20.0pm : Mag | HV WD Spot 20.0pm
3421 5000x 5.0 kV 10.4 mm 2.5 1 3423

Abbildung 41: Biofilmproben (jeweils
5000fache  Vergrol3erung) nach
2tagiger Kultivierung, mit Plasmajet
bestrahlt und nachfolgend mit
Wasserstrahl behandelt. Elektrische
Eingangsleistung des Plasmajets
von: a) 1,5 W (Parameter A), b) 2W
(Parameter B), und c¢) 3 W
(Parameter C). In den raster-

elektronenmikroskopischen Auf-
W) i i nahmen waren keine  Mikro-
5000x50 kv 101 organismen zu erkennen.

Fluoreszenzmikroskopie

Auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen konnten lediglich vereinzelte
Biofilmreste detektiert werden. Der grofdte Anteil der Prufkdrperoberflachen zeigte
keine Fluoreszenz. Auf Prifkorpern mit Restfluoreszenz, konnte vorwiegend rote
Fluoreszenz nachgewiesen werden, wahrend auf den Kontrollprufkdrpern noch
einzelne lebende Bakterien und kleinere Kolonien zu detektieren waren. Auf
Prifkorpern die mit Parameter C behandelt wurden, lieRen sich keine Bakterien

nachweisen.
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Abbildung 42: 2tagiger Biofilm auf
Schmelzprifkorper a) nach
Wasserbestrahlung (Gruppe Kon),
b) Nach Wasserbestrahlung und
Chlorhexidinbehandlung (Gruppe
CHX), c¢) Nach Wasserbestrahlung
und Bestrahlung mit Prozessgasen
(Gruppe Gas).

Abbildung 43: Biofilmproben nach
2tagiger Kultivierung, mit Plasmajet
bestrahlt und nachfolgend mit
Wasserstrahl behandelt. a) Para-
meter A (1,5W, 11 mm/s) und
Wasserstrahl, b) Parameter B (2 W,
11 mm/s) und Wasserstrahl,
¢) Parameter C (3 W, 11 mm/s) und
Wasserstrahl.
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Mikrobiologie

Auf den mit dem Wasserstrahl behandelten Kontaktpréparaten war zu erkennen,
dass nicht alle Bakterien von der Prufkorperoberflache entfernt werden konnten.
Nach Plasmabestrahlung und Wasserstrahleinsatz war die Kolonisierung der
Kontaktareale deutlich reduziert. Die Reduktion war leistungsabhangig.

ﬂ:r.'d -.‘3

Abbildung 44: Kontaktpraparate von Biofilmen nach 2tagiger Kultivierung. a) Bestrahlung mit
Parameter A, 1,5 W, 11 mm/s und Wasser, Score 2, b) Bestrahlung mit Parameter B, 2 W,
11 mm/s und Wasser, Score 2, ¢) Bestrahlung mit Parameter C, 3 W, 11 mm/s) und Wasser,
Score 1, d) Biofilm ausschlieR3lich mit Wasserstrahl behandelt, Score 2.

Tabelle 12: Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen (REM), fluoreszenz-
mikroskopischen (FM) und mikrobiologischen (RODAC) Untersuchungen fur Biofilme nach
2tagiger Kultivierung und jeweils nachfolgender Wasserstrahlbehandlung (+ W). Die Biofilme
wurden mit Plasmajet folgender Parameter bearbeitet: Parameter A: Eingangsleistung 1,5
W, 0,9 s/mm?, Parameter B: Eingangsleistung 2 W, 0,9 s/mm? Parameter C:
Eingangsleistung 3 W, 0,9 s/mm2. Die mitgefiihrten Kontrollpraparate wurden mit den
Prozessgasen ohne Plasmaziindung (Gas + W, 0,9 s/mm2) oder Chlorhexidin (CHX + W, 0,2
%, 2 min) behandelt oder ohne weitere Behandlung, jedoch mit nachfolgender
Wasserbestrahlung, analysiert (Kon + W). Angegeben sind jeweils der Median der Scores
sowie deren Wertebereich [Minimal-/Maximalwert]. Fur die rasterelektronenmikroskopische
Auswertung wurde ein 7-stufiges Scoring angewendet (s. Tab. 3). Fir die
fluoreszenzmikroskopische (s. Tab. 4) und mikrobiologische (s. Abb. 6) Auswertung wurde
jeweils ein 3-stufiges Scoring entwickelt. Nach Anwendung von Parameter C+W konnte auf
den Priufkdrpern keine Fluoreszenz ermittelt werden. Die entsprechenden Tabellenfelder
sind als nicht auswertbar (n.a.) gekennzeichnet.

A+W

B+W

C+W

Gas +W

CHX +W

Kon +W

0 [0/0]

0 [0/0]

0 [0/0]

1[1/2]

1[1/1]

n.a.

2 [1/3]

1[1/1]

3 [2/3]

2 [2/2]

1[1/2]

1[1/1]
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Mehrschrittbehandlung von 7tagigen Biofilmproben
Rasterelektronenmikroskopie

Nach Plasmaanwendung und  Wasserbestrahlung lieRen sich im
rasterelektronenmikroskopischen Praparat keine Biofilmreste mehr erkennen.
Demgegenuber verblieben auf den Kontrollpréaparaten unbehandelter Biofiime sowie
auf Praparaten, deren Biofilme zuvor mit den Prozessgasen oder Chlorhexidin

behandelt wurden, deutlich erkennbare Biofilmreste.

Abbildung 45: Biofilmproben (jeweils
5000fache  VergroRerung) nach
7tagiger  Kultivierung a) nach
Wasserbestrahlung (Gruppe Kon),
b) nach Wasserbestrahlung und
Chlorhexidinbehandlung (Gruppe
CHX) c¢) nach Wasserbestrahlung
und Bestrahlung mit Prozessgasen

HV WD  Spot 20.0pm

5000% 5.0 KV 10.1 mm 2.5 ) 3418 ‘ (Gruppe GaS).
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20.0pm
3412

Abbildung 46: Biofilmproben (jeweils
5000fache  VergroBerung) nach
7tagiger Kultivierung, mit Plasmajet
bestrahlt und nachfolgend  mit
Wasserstrahl behandelt. Elektrische
Eingangsleistung des Plasmajets
von: a) 1,5 W (Parameter A), b) 2 W
(Parameter B), und ¢) 3 W
(Parameter C). In den raster-

elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen  waren  keine  Mikro-
3000504V mm 25 .‘ il organismen zu erkennen.

Fluoreszenzmikroskopie

Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder zeigen, dass einzelne Bakterien und Kolonien
auf den wasserbestrahlten Prufkdrperoberflachen unbehandelter Biofilme, sowie mit
Chlorhexidin behandelter Biofilme zurtick geblieben waren. Allerdings ist hier keine
oder geringe Vitalitét zu erkennen. Auf Prifkérpern die mit Plasmajet der Parameter
A und B und nachfolgend mit Wasser bestrahlt wurden, lieBen sich vereinzelt rot
fluoreszierende Biofilmreste erkennen. Auf Praparaten die mit Parameter C

behandelt wurden, lieRen sich keine Bakterien mehr nachweisen.
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Abbildung 47: 7tagiger Biofilm auf Schmelzprufkdrper a) nach Wasserbestrahlung (Gruppe
Kon), b) nach Wasserbestrahlung und Chlorhexidinbehandlung (Gruppe CHX).

Abbildung 48: Biofilmproben nach 7tagiger Kultivierung, mit Plasmajet bestrahlt und
nachfolgend mit Wasserstrahl behandelt. a) Parameter A (1,5 W, 11 mm/s) und
Wasserstrahl, b) Parameter B (2 W, 11 mm/s) und Wasserstrahl.

Mikrobiologie

Auch auf den 7tagigen, nur mit Wasser bestrahlten Biofilmen waren auf den
Kontaktflachen der RODAC-Platten dichte, bakterielle Kolonisation zu finden. Nach
Plasmabestrahlung mit Parameter C gefolgt von Wasserstrahlbehandlung war, bis
auf eine Ausnahme, kein mikrobielles Wachstum mehr zu detektieren. Nach
Behandlung mit Parameter A und B waren noch einzelne Bakterienkolonien

nachweisbar.
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Abbildung 49: Kontaktpraparate von Biofilmen nach 7tagiger Kultivierung. a) Behandlung mit
Wasserstrahl, Score 3, b) Behandlung mit Chlorhexidin und Wasserstrahl, Score 3, c) Plas-
mabehandlung mit Parameter A, 1,5W, 11 mm/s und Wasser, Score 2, d) Plasma-
behandlung mit Parameter B, 2 W, 11 mm/s und Wasser, Score 2, e) Plasmabehandlung
mit Parameter C, 3 W, 11 mm/s und Wasser, Score 1.

Tabelle 13: Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen (REM), fluoreszenz-
mikroskopischen (FM) und mikrobiologischen (RODAC) Untersuchungen fur Biofilme nach
7tagiger Kultivierung und jeweils nachfolgender Wasserstrahlbehandlung (+ W). Die Biofilme
wurden mit Plasmajet folgender Parameter bearbeitet: Parameter A: Eingangsleistung 1,5
W, 0,9 s/mm? Parameter B: Eingangsleistung 2 W, 0,9 s/mm2? Parameter C:
Eingangsleistung 3 W, 0,9 s/mmz2. Die mitgefuhrten Kontrollpraparate wurden mit den
Prozessgasen ohne Plasmazindung (Gas + W, 0,9 s/mm?) oder Chlorhexidin (CHX + W, 0,2
%, 2 min) behandelt oder ohne weitere Behandlung, jedoch mit nachfolgender
Wasserbestrahlung, analysiert (Kon + W). Angegeben sind jeweils der Median der Scores
sowie deren Wertebereich [Minimal-/Maximalwert]. Fur die rasterelektronenmikroskopische
Auswertung wurde ein 7-stufiges Scoring angewendet (s. Tab. 3). Fur die
fluoreszenzmikroskopische (s. Tab. 4) und mikrobiologische (s. Abb. 6) Auswertung wurde
jeweils ein 3-stufiges Scoring entwickelt. Nach Anwendung von Parameter C+W konnte auf
den Prufkérpern keine Fluoreszenz ermittelt werden. Die entsprechenden Tabellenfelder
sind als nicht auswertbar (n.a.) gekennzeichnet.

A+W

B+W

C+W

Gas +W

CHX +W

Kon +W

0 [0/0]

0 [0/0]

0 [0/0]

1[1/2]

1[1/2]

n.a.

3[2/3]

1[1/2]

3 [2/3]

2 [2/2]

2 [1/2]
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Mehrschrittbehandlung von 14téagigen Biofiimproben
Rasterelektronenmikroskopie

Nach kompletter Plasmabestrahlung und Wassereinsatz zeigte sich in den
rasterelektronenmikroskopischen Bildern, dass sich auch der etablierte 14tagige
Biofilm leicht von der Oberflache Iloste. Durch Bestrahlung mit 1,5 W und
anschlieender Wasserbehandlung konnten allerdings nicht alle Biofilmreste von der
Prufkorperoberflache entfernt werden (Gruppe A). Nach Plasmabestrahlung der
Biofilme mit mittleren Eingangsleistungen von 2 W und 3 W waren keine Biofilmreste
mehr erkennbar (Gruppe B und C).

Auf Praparaten der unbehandelten Biofilm-Kontrollgruppe war zu erkennen, dass der
Biofilm noch adhasiv an der Oberflache angehaftet war. Es war bei diesen Proben
nicht moglich den Biofilm durch den Wasserstrahl vollstandig zu entfernen. Eine
Reduktion der Biofilme durch zusatzliche Chlorhexidinbehandlung oder Bestrahlung
mit den Prozessgasen ohne Plasmaziindung konnte nicht nachgewiesen werden.

Abbildung 50: Biofilmproben (jeweils
5000fache VergroRerung) nach
14tagiger  Kultivierung a) nach
Wasserbestrahlung (Gruppe Kon).
Sowohl die Biofilmmatrix als auch die
einzelnen Bakterien sind gut zu
erkennen, b) nach Wasserbestrahlung
und Chlorhexidinbehandlung (Gruppe
CHX). Hier kam es nicht zu einer
Biofilmreduktion c¢) nach Wasser-
bestrahlung und Bestrahlung mit
Prozessgasen (Gruppe Gas).
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Abbildung 51: Biofilmproben (jeweils
5000fache  VergroRerung)  nach
1l4tagiger Kultivierung, mit Plasmajet
bestrahlt und nachfolgend  mit
Wasserstrahl behandelt. Elektrische
Eingangsleistung des Plasmajets von:
a) 1,5 W (Parameter A), b) 2 W
(Parameter B), und c) 3 W (Parameter
C). In den rasterelektronenmikro-
skopischen Aufnahmen von
Parameter A kam es zu einer
Biofilmreduktion. In den raster-
elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen von Parameter B und C
waren keine Mikroorganismen zu
erkennen.

Fluoreszenzmikroskopie

Die Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen Auswertung lieen sich durch
die Fluoreszenzmikroskopie bestétigen. Die Biofilme der Kontrollgruppen waren nach
Wasserbestrahlung weiterhin vital. Chlorhexidin reduzierte die Grinfluoreszenz, eine
Entfernung der Biofilme war jedoch nicht méglich. Auf Prifkorpern die mit Parameter
B und C behandelt wurden, lieRen sich keine Bakterien nachweisen, wahrend nach
Plasmabestrahlung mit Parameter A alle erkennbaren Mikroorganismen rote

Fluoreszenz aufwiesen.
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Abbildung 52: 14tagiger Biofilm auf Schmelzprifkdrper a) nach Wasserbestrahlung (Gruppe
Kon), b) nach Wasserbestrahlung und Chlorhexidinbehandlung (Gruppe CHX).

Abbildung 53: Biofilmproben nach
14tagiger Kultivierung, mit Plasmajet
bestrahlt und nachfolgend mit
Wasserstrahl behandelt. a) Para-
meter A, 15W, 11 mm/s und
Wasserstrahl, b) Parameter B, 2 W,
11 mm/s und Wasserstrahl, c) Para-
meter C, 3W, 11 mm/s und
Wasserstrahl. Auf den Prifkérpern,
die mit Parameter B und C bestrahlt
worden sind, konnte keine
Fluoreszenz ermittelt werden.
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Mikrobiologie

Biofilme nach 14tagiger Kultivierung und nach Wasserstrahlbehandlung zeigten auf
den Kontaktpraparaten dichtes mikrobielles Wachstum. Die Anwendung der
Prozessgase ohne Plasmazindung reduzierte das Wachstum nicht. Auch mit
Chlorhexidin behandelte Biofilme zeigten ein Wachstum. Nach Plasmabestrahlung
und Behandlung mit dem Wasserstrahl war bei Parameter A und Parameter B eine
deutliche Reduktion des bakteriellen Wachstums zu erkennen, allerdings waren

weiterhin einzelne Bakterienkolonien gewachsen.

Abbildung 54: Biofilme nach 14tagiger Kultivierung. a) Behandlung mit Wasserstrahl, Score
3, b) Behandlung mit Chlorhexidin und Wasserstrahl, Score 2 c¢) Plasmabehandlung mit
Parameter A, 1,5 W, 11 mm/s und Wasser, Score 2 d) Plasmabehandlung mit Parameter B,
2W, 11 mm/s und Wasser, Score 2 e) Plasmabehandlung mit Parameter C, 3 W, 11 mm/s
und Wasser, Score 1.
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Tabelle 14: Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen (REM), fluoreszenz-
mikroskopischen (FM) und mikrobiologischen (RODAC) Untersuchungen fur Biofilme nach
14tagiger Kultivierung und jeweils nachfolgender Wasserstrahlbehandlung (+ W). Die
Biofilme wurden mit Plasmajet folgender Parameter bearbeitet: Parameter A:
Eingangsleistung 1,5 W, 0,9 s/mm? Parameter B: Eingangsleistung 2 W, 0,9 s/mm?,
Parameter C: Eingangsleistung 3 W, 0,9 s/mm?. Die mitgefuihrten Kontrollpraparate wurden
mit den Prozessgasen ohne Plasmazindung (Gas + W, 0,9 s/mm?) oder Chlorhexidin (CHX
+ W, 0,2 %, 2 min) behandelt oder ohne weitere Behandlung, jedoch mit nachfolgender
Wasserbestrahlung, analysiert (Kon + W). Angegeben sind jeweils der Median der Scores
sowie deren Wertebereich [Minimal-/Maximalwert]. Fur die rasterelektronenmikroskopische
Auswertung wurde ein 7-stufiges Scoring angewendet (s. Tab. 3). Fur die
fluoreszenzmikroskopische (s. Tab. 4) und mikrobiologische (s. Abb. 6) Auswertung wurde
jeweils ein 3-stufiges Scoring entwickelt. Nach Anwendung der Parameter B+W und C+W
konnte auf den Prifkdrpern keine Fluoreszenz ermittelt werden. Die entsprechenden
Tabellenfelder sind als nicht auswertbar (n.a.) gekennzeichnet.

A+W

B+W

C+W

0,5 [0/1]

0 [0/0]

0 [0/0]

1 [1/1]

n. a.

n. a.

2 [2/3]

1[1/2]

3 [3/3]

2 [2/2]

2 [2/2]

1[1/2]
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5 Diskussion
Biofilmetablierung / Biofiimmodell

Die vorgelegte Arbeit hatte das Ziel, in-vitro den Einfluss einer Bestrahlung friher
und etablierter Biofilme mit kaltem, atmospharischem Plasma zu prufen. Um dies
testen zu konnen, war es zunéchst notig einen mehrdimensionalen oralen Biofilm
reproduzierbar herzustellen. Dabei war es nicht die primare Zielstellung, die oralen
Bedingungen der Mundhohle zu imitieren, sondern das Biofilmwachstum oraler
Mikroorganismen schnell und reproduzierbar voran zu treiben um stabile Biofilme
verfugbar zu machen (Bradshaw und Marsh, 1999; Sissons, 1997). Fur die
Untersuchungen wurde ein replikatives Modell (Gilbert, 1995) gewahlt, dass eine
artifizielle, saureinduzierte Retentionsverstarkung der Schmelzoberflache aufwies.
So wurde versucht, sich der Situation einer Biofilmretentionsnische anzunéhern. Da
die Vorversuche zeigten, dass durch konventionelles Atzen von 30 Sekunden, keine
ausreichende Atztiefe zu erzielen war, mussten die Atzzeiten um ein Vielfaches
verlangert werden. Um eine reproduzierbare Biofiimbildung mit oralen
Mikroorganismen zu erreichen und unterschiedliche Biofilmstarken untersuchen zu
kénnen, ohne die moglichen Probanden angesichts der hohen Anzahl bendtigter
Biofilme zu Uberfordern, erschien es sinnvoll, die Prufkorper in-situ mit oralen
Mikroorganismen zu infizieren und fir den weiten Versuchsaufbau die Biofilme in-
vitro in einer Durchflusskammer zu kultivieren. Es wurde eine Objekttragerschale
gewahlt um sicherzustellen, dass die Konstruktion sterilisierbar und leicht zu
handhaben ist (in Anlehnung an Schiffner, 1999). Weiterhin musste es mdglich sein,
die Schmelzproben zu befestigen und eine Fllssigkeitsumwalzung zu gewahrleisten
um Stromungsstress (shear stress) auf den heranwachsenden Biofilm auszutiben
(Cook et al.,, 1998; Peyton und Characklis, 1993). Um zu vermeiden, dass das
Biofilmwachstum stagniert oder sich Pilzsporen in der Nahrlésung bilden und
heranwachsen kénnen, musste des weiteren die Mdglichkeit eines Zu- und Abflusses
der Nahrldsung gegeben sein. So war es moglich standig neues Nahrmedium
zuzufuhren und die verbrauchte Nahrlésung schnell abzutransportieren. Damit war
es moglich, ohne gréReren personellen Aufwand, schnell und effizient gro3e Mengen

an Prufkdrpern mit etablierten Biofilmen herzustellen.
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Untersuchungsmethoden

Die mit kaltem, atmosphéarischem Plasma bestrahlten Biofilme wurden
rasterelektronenmikroskopisch im Vergleich zu unbestrahlten Biofilmen untersucht.
Das Rasterelektronenmikroskop ist, aufgrund seiner grof3en Scharfentiefe, das Mittel
der Wahl bei der Untersuchung mikrostrukturierter Oberflachen. Um gleichzeitig auch
die Mdglichkeit zu haben, die Morphologie der einzelnen Bakterienzellen bewerten
zu konnen, wurden einzelne Biofilmproben auch einer transmissions-
elektronenmikroskopischen Untersuchung unterzogen. Damit war es moglich
nachzuweisen, ob die Matrix und das Zytoskelett der Bakterien intakt oder zerstort
waren. Desweiteren wurde die Methodik der Fluoreszenzmikroskopie (live/dead-
Farbung) verwendet, um die verbleibende Vitalitdt behandelter Biofilme einschatzen
zu konnen und die Effektivitat einer Abtotung durch die Plasmabehandlung
nachweisen zu konnen. Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie sind dabei
allerdings nur zusatzliche, richtungsweisende Informationen, da sich das Handling
dieser Proben schwierig gestaltet. Mehrlagige Biofilme sind, aufgrund der geringen
Schéarfentiefe der Aufnahmen, schwer zu untersuchen. Durch die mikroretentive
Gestaltung der Schmelzoberflachen war es zuséatzlich nicht mdglich, die Biofilme in
eine fur die fluoreszenzmikroskopische Analyse ldeale Ebene zu bringen. Alternativ
ware hier eine Analyse im konfokalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM) méglich
gewesen. Dementgegen standen die groBe Anzahl an Priafkérpern und die
Beeinflussung des Biofilms durch den Laser wahrend der mehrminitigen
Bildakquise. Zusatzlich konnte aber durch die Fluoreszenzmikroskopie festgestellt
werden, ob sich auf den Prufkorperoberflachen Uberhaupt Mikroorganismen
befanden, da diese fluoreszieren. Im Rasterelektronenmikroskop gestaltete sich
dieser Nachweis teilweise schwierig, da eine vollstandige Untersuchung der
Prufkorperoberflachen bei hinreichend hohen Vergré3erungsstufen zeitlich nicht
praktikabel war. Durch die zusatzliche Anfertigung von RODAC-Kontaktpraparaten

war es zudem moglich, die gewonnenen Ergebnisse weiter zu untermauern.
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Diskussion der Ergebnisse

Im Rahmen der Studie konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe der Biofiimbestrahlung
mit einem Kkalten, atmosphéarischen Plasmajet bei biologisch akzeptablen
Temperaturen von 32 bis 40 °C und kurzen Applikationszeiten von wenigen
Sekunden die Zerstoérung friher Biofilme und die Modifikation reifer Biofilme moglich
ist. Die Zerstorung der Biofilme erwies sich als leistungsabhéangig. Biofilme die mit
einer mittleren elektrischen Eingangsleistung des Plasmajets von 1,5 W bearbeitet
wurden, waren geringer desintegriert als die Biofilme, die mit hdheren
Leistungsstufen bestrahlt wurden. Es muss hierbei berlicksichtigt werden, dass sehr
kurze Plasma-Applikationszeiten gewdahlt wurden, um Bedingungen eines
praktischen Einsatzes mit vertretbarem Zeitaufwand zu simulieren. Eine Verstarkung
der desintegrierenden Wirkung auf Biofilme ware zu erwarten, wenn
Applikationszeiten verlangert oder der Leistungseintrag erhoht wirden. In
explorativen Voruntersuchungen wurden Plasmajets hoherer Leistung auch uUber
langere Zeitraume angewendet. Leistungen von 5 W hinterlieRen auch reife Biofilme
stark alteriert. Als Temperatur am Auftreffpunkt des Plasmajets wurden allerdings bis
zu 48 °C gemessen. Allerdings waren, in der vorliegenden Arbeit, diese
Leistungsstufen nicht Gegenstand der Untersuchung, da in Kontakt mit
Zahnhartsubstanzen vor allem die Auswirkungen des Jets auf Biofilme bei

geringeren Temperaturen von Interesse waren.

Nach Durchfihrung mehrerer Untersuchungsreihen wurde klar, dass die Biofilme
zwar meist alteriert und desintegriert erschienen, allerdings durch Plasmabehandlung
nicht vollstandig entfernt werden konnten. Um untersuchen zu kénnen, ob sich der
Biofilm eventuell komplett eliminieren lasst, wurde eine weitere Versuchsreihe
erstellt. Dabei wurde nach der Bestrahlung mittels Plasmajet die Oberflache
zusatzlich mit einem Wasserstrahl, abgegeben aus einer Laborflasche, gesplilt. Die
Ergebnisse waren Uberraschend. Es kam zu einer deutlichen Reduktion der
persistierenden Biofilme. Dieser Befund lasst darauf schlieen, dass die Adhéasion
der Biofilme an die mikroretentive Schmelzoberflache stark vermindert war. Durch
diese zusatzlichen Untersuchungsreihen war es auch mdglich, die Limits der
Plasmawirkung bei biologisch akzeptabler Temperatur und kurzer Applikationszeit in

der Tiefe der Biofilme zu verifizieren. Im Einklang mit den Ergebnissen der
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transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde deutlich, dass die
Plasmaenergie zwar fir eine oberflachliche Desinfektion von Biofilmen geeignet
erscheint, in Biofilmregionen einer Tiefe von mehreren 10 pum jedoch die
Mikroorganismen nicht vollstdandig abtotet. In gleichzeitig durchgefihrten
Versuchsreihen zur Desintegration von Biofilmen auf Titanoberflachen (Rupf et al.,
2011c) wurden durch eine zweite Plasmabestrahlung Biofilmreste vollstandig
desinfiziert und entfernt. Die Effektivitat der Biofilmdesinfektion durch
atmospharisches Plasma mit den gewdahlten Parametern erreichte die des
Chlorhexidins. Chlorhexidin wurde allerdings in einer Konzentration von 0,2 % uber
einen Zeitraum von 2 min angewendet. In der klinischen Praxis stehen hohere
Wirkstoffkonzentrationen zur Verfigung, so dass hier eine Verkirzung der
Applikationszeit mdglich ist. Mit einem Chlorhexidingel oder einer Chlorhexidinldsung
ist allerdings eine punktférmige Kavitatendesinfektion, wie sie mit einem Plasmajet
durchgefiuihrt werden kann, unmdglich. Bei einer Chlorhexidin-Anwendung, zum
Beispiel im Rahmen einer Parodontitistherapie (full-mouth-disinfection), kommt es
auch zur Abtoétung von Mikroorganismen, die nicht parodontopathogen sind.
Desweiteren wirde durch Beschrankung der Plasmaanwendung auf ein wenige
Quadratmillimeter grol3es Areal, der Vorteil der kurzen Applikationszeit noch starker
zum Tragen kommen, da hierbei die Reizintensitat auf biologisches Material auf ein

Minimum reduziert werden kann.

In der Laborumgebung, in der die Untersuchungen durchgefiihrt wurden, war keine
zahnarztliche Behandlungseinheit verfugbar. Die Verwendung einer Plastik-
Laborflasche diente der Simulation der zahnmedizinischen Option, Luft/Wasser-
Spray aus einer Multifunktionsspritze einzusetzen. Der Luftdruck fir diese, in die
zahnarztliche Einheit, integrierten Systeme betragt 2 bar. Uber 5 s werden so etwa
5 ml Wasser bei htherem Druck, als er mit der Laborflasche zu erzeugen war, auf
die Bioflme abgegeben. Allein durch die Verfugbarkeit erhdhten
Bearbeitungsdruckes ist eine Steigerung der Behandlungseffektivitat zu erwarten.
Auf mikrostrukturierten Titanoberflachen konnte dies fur im Mittel 90 um starke

Biofilme demonstriert werden (Rupf et al., 2011c).

Die im Rahmen dieser Studie angewendeten Parameter hinterlieRen keine, in der
rasterelektronenmikroskopischen Darstellung, sichtbare Alteration der geatzten

Schmelzoberflachen. Die Wirkung des Plasmajets auf die frihen und etablierten in-
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vitro-Biofilme kann auf die Wirkung reaktiver Sauerstoffradikale sowie energiereicher
Teilchen wie Elektronen und lonen und energiereicher Photonen im UVB und UVC
Bereich zurtickgefuhrt werden (Laroussi et al., 2004; Vleugels et al., 2005; Winter et
al., 2011). Den hdochsten Anteil an der desinfizierenden und desintegrierenden
Wirkung des in dieser Untersuchung verwendeten Plasmajets kann Plasma-
induzierten reaktiven Spezies wie atomarem Sauerstoff und OH Radikalen
zugeschrieben werden. Zusatzlich wird ein Membran- und Zellwand-destruktiver
elektrostatischer Prozess vermutet (Kim und Kim, 2006; Laroussie et al., 2002b).
Thermische Einfliisse scheinen, aufgrund der geringen Temperaturen und der kurzen
Applikationszeiten, keinen entscheidenden Einfluss auf die Biofilmdestruktion
auszuiben (Zenker, 2008). Ebenso ist ein austrocknender Einfluss der
Gasstromung, aufgrund der hier prasentierten Daten, unter den gewdahlten
Parametern von untergeordneter Bedeutung. Dies konnte durch die Kontrollen ohne
Plasmazindung als auch durch die eigenen fluoreszenzmikroskopischen

Untersuchungen bestatigt werden.

Die Ergebnisse der transmissionselektronischen Untersuchungen unterstitzen die
These, dass die Plasmabestrahlung an der Oberflache der Biofilme zur Destruktion
fuhren kann. In tieferen Biofiimregionen sind jedoch intakte Bakterienzellen
detektierbar. Auch die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen und der

mikrobiologischen Untersuchung stitzen diese These.

Fur die Bearbeitungsgeschwindigkeit wurde, nach Vorversuchen, eine lineare
Zeilenbewegung uber der Probe von 11 mm/s festgelegt. Bei einem Vorschub der
Plasmaquelle von 0,1 mm je Zeile entspricht dies einer Bestrahlungszeit von
0,91 s/mm2. Bei typischen Kavitatengrof3en von wenigen Quadratmillimetern wurden
diese Parametersatze als praxisrelevant erachtet und ermoéglichten die

Biofilmbearbeitung bei minimaler thermischer Belastung des Prifkorpers.

Wie in den Vorversuchen gezeigt, sind hohere Bestrahlungsdosen durchaus
geeignet, etablierte Biofilme zu zerstoren. Die Biofilme sind nach Bestrahlung auch
deutlich weniger adharent, wie in einer jingst erschienenen Untersuchung gezeigt
wurde (Rupf et al.,, 2010a). Gleichwohl sind diese Parameter, die eine hdhere
Oberflachentemperatur verursachen zurzeit noch zu hinterfragen, da Schmelz,

Dentin und vor allem die Pulpa durch die Bestrahlung Schéden erleiden kdnnen.
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Perspektiven

Fur die Biofilmdestruktion in der Mundhohle stehen eine Reihe chemischer,
physikalischer und mechanischer Verfahren zur Verfiigung. Ein Problem stellt dabei
die Kavitatendesinfektion da. Dabei muss zwar adharenter Biofilm zerstort und
entfernt werden, es sollte aber nicht zum Abtrag gesunder Zahnhartsubstanz
kommen. Aufgrund der gezeigten, schonenden Destruktion oraler Biofilme ist die
Anwendung des Plasmajets zur Desinfektion préparierter Kavitaten, zur selektiven
Demarkierung karioser Zahnhartsubstanz und zur Fissurenreinigung sowie zur

Oberflachenversiegelung durch Abscheidung mineralischer Substanzen naheliegend.

In Pilotuntersuchungen wurde ebenfalls eine Erh6hung der Benetzbarkeit von
Schmelz und Dentin nach Applikation des Plasmajets nachgewiesen (Rupf et al.,
2011a, b). Dies ging mit einer verstarkten Penetration von Adhasiven in Schmelz und
Dentin in bestrahlten Kavitaten einher. Eine adjunktive Anwendung des Plasmajets
auf dem Gebiet der restaurativen Zahnmedizin erscheint auch hier méglich.

Besondere Schwierigkeiten treten in der Zahnmedizin vor allem dann auf, wenn
Oberflachen dekontaminiert werden sollen, jedoch nicht geschadigt werden dirfen.
Eine solche Problematik ist die Therapie der Periimplantitis, bei der die Entfernung
der mikrobiellen Plaque und der Endotoxine von der Implantatoberflache eine
wichtige Voraussetzung fiur die Ausheilung der Entziindung und die anschlieRende
knécherne Regeneration darstellt. Zur mechanischen Belagentfernung werden
Kunststoffscaler, Polierkelche und Ultraschallgerate mit Kunststoffaufsatzen, fur die
Entfernung von Bakterien und Toxinen Pulver-Wasserstrahlgerate und sogar Laser
empfohlen (Ramaglia et al., 2006; Schwarz et al., 2005,2009). Die Vorbeugung einer
erneuten Plaqueakkumulation geschieht haufig durch das Abtragen rauer
Oberflachenstrukturen der Implantate mit méglichen Nachteilen fur eine knécherne
Reintegration. Im Rahmen der Periimplantitistherapie ist somit der Einsatz eines
kalten, atmospharischen Plasmajets ebenfalls denkbar. Es erscheint moglich, auf der
Implantatoberflache aufliegende Biofilme zu desintegrieren und ihre Reste mit
Detergenzien schonend zu entfernen. Desweiteren gibt es Ergebnisse eines
Pilotversuchs, bei dem mit einem kalten Plasmajet ein intraoral etablierter,
mehrtagiger Biofilm auf Titan stark reduziert wurde (Rupf et al., 2011c). Eine

zusatzliche Option erdéffnet sich durch die Moéglichkeit, mit Hilfe des Plasmajets am
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Diskussion

Patienten eine Modifikation von Implantatoberflachen zur Verbesserung des
Benetzungsverhaltens vorzunehmen (Lopez-Heredia et al., 2008; Yoshinari et al.,
2009). Mittels UV-Bestrahlung konnte eine verbesserte Osseointegration von
Implantaten im Tierversuch durch dieses Bearbeitungsprinzip nachgewiesen werden
(Ueno et al, 2010). Dieses Verfahren ist bisher jedoch aufgrund langer
Bearbeitungszeiten der Titanimplantate nur industriell verfugbar (Aita et al., 2009).
Durch den Plasmajet sind die gewiinschten Veranderungen auf den Titanoberflachen
innerhalb weniger Minuten zu erreichen (Lopez-Heredia et al., 2008). Damit wére ein
solches Verfahren auf die klinische Situation Ubertragbar.
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Schlussfolgerung

6 Schlussfolgerung

Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen vielversprechende
Moglichkeiten auf, die bisher in der Medizin eingesetzten heil3en Plasmajets um die
Optionen kalter Plasmajets in der Zahnmedizin zu erganzen, wenn eine
beriihrungslose Oberflachenbearbeitung bei Korpertemperatur notwendig ist. Es
sollte auch weiterhin daran gearbeitet werden, die Parameter so zu optimieren, so
dass eine restlose Biofilmzerstorung garantiert werden kann. Die verwendete
Methode bietet therapeutisches Anwendungspotenzial insbesondere fur die
Kavitatendesinfektion.
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Treatment of ex vivo Biofilms by Non-Thermal Atmospheric Plasma Jet

D. Wind, S. Rupf, B. Schafer, M. Hannig, A. Lehmann, T. Hofmann, A. Schindler

The aim of the investigation was to test the suitability of a nonthermal atmospheric plasma jet
for the destruction of ex-vivo biofilms. 112 slices of bovine incisor enamel (5 x 5 x 2 mm)
were exposed intraorally for 2 h to initiate biofilm formation. 4 groups of 28 specimens each
were further incubated in a flow chamber (LB-medium, 20% sucrose, 20 ml/h) for 6 h, 2, 7 or
14 days. Half of the specimen surfaces were irradiated with the plasma-jet for 4 or 11 s,
processing parameters: He process gas flow 3.5 sIm, pulsed microwave excitation
(2.45 GHz), 5 ps pulse width, 1.5, 2 and 3 W mean power, 2.5 mm distance, 32-38 ° C
surface temperature of enamel at plasma-jet contact point. Positive controls were treated
with chlorhexidine and negative controls with gas streams without plasma ignition. The
vitality of the biofilms after plasma-jet treatment was assessed by comparison of treated and
untreated areas using live/dead staining. Biofilm morphology was visualized by scanning
electron microscopy (SEM) to assess the integrity of biofilm matrix and the appearance of
bacteria. Early biofilms (6 h, 2 days) were completely destroyed by the plasma jet. Remnants
of biofilm matrix and bacterial residues were visible by SEM. No vitality was detected by
live/dead staining. Destruction of established biofilms (7, 14 days) was power-correlated. At
mean power of 3 W, the biofilm matrix was strongly reduced, but not completely removed.
The biofilm structure was loosened and remnants of biofilm appeared to come off the enamel
surface. The vitality of the biofilm was lower than 10% compared to untreated control
samples. In summary non-thermal atmospheric Plasmajet can effectively destroy biofilms on

enamel surfaces at biologically acceptable temperatures.
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