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EINLEITUNG

1. Einleitung
1.1. Karies
1.1.1.  Historischer Uberblick zu Diagnose und Behandlungsmethoden
Die Zahnfdule, wie Karies auch umgangssprachlich genannt wird, begleitet die Menschheit
wahrscheinlich schon seit ihren Urspriingen. So kann zumindest aus der Tatsache geschlossen
werden, dass bei entsprechender Diét auch Tiere Karies entwickeln konnen. Die erste historisch
belegte Erwidhnung im Zusammenhang mit Menschen findet die Zahnfédule in Schriften aus
Mesopotamien um 1600 v. Chr.'® Historiker gehen jedoch davon aus, dass Karies schon sehr
viel frilher zu den chronischen Krankheiten der Menschheit gehorte. Mit beginnender
Sesshaftigkeit und dem Konsum von Kohlenhydraten, welche das hauptsichliche
Nahrungssubstrat fiir kariesverursachende Bakterien bilden, wurde Karies pridvalent. Die
weltberiihmte prihistorische Mumie ,,Otzi“ war nach neueren computertomografischen
Analysen ebenso an Karies erkrankt.!!-12

Bevor Antoni van Leeuwenhoek (1632—1723) das erste Mal in seinem primitiven
Mikroskop ,,Animaculaes” (kleine Tierchen) erblickte, verbanden die Menschen
Zahnschmerzen mit dem Zahnwurm, einem bodsen Didmon, der sich in den Zihnen und
Zahnzwischenrdumen einnistet. Die Ursache von Zahnschmerzen beschiftigte schon die frithe
Medizin, die in ihren Anfidngen eine untrennbare Einheit aus religidsem, magischem und
medizinisch-therapeutischem Denken bildete.*® Der Zahnschmerz quilte und wurde auf Grund
seiner Eigenschaft als einschneidendes Erlebnis in die menschliche Empfindlichkeit nicht
selten in Schrift, Bild und Stein den kommenden Generationen vermacht. So kann man die
Zahnfdule als eine Kulturkrankheit betrachten. Seitdem Karies die Menschheit plagt, versucht
diese der Komplikationen in Form der Schmerzen und weiterreichenden Superinfektionen Herr

zu werden.

1.1.2.  Karies heute in Deutschland

Die Erndhrung beeinflusst unsere Gesellschaft in vielerlei Hinsicht. Chronische Erkrankungen
wie z.B. die Karies sind vor allem Erkrankungen der industriellen Gesellschaften.
Folgeerkrankungen der Karies reichen von einer entziindlichen Affektion des Pulpa
(Endodontitis) bis hin zu irreversiblen Schiden der sensiblen Versorgung, Zahnausfall und
Penetration durch die orale Mundflora in das Blutsystem (Bakteridmie) mit metastatischen
Abszessen und im Extremfall einer Sepsis.!’” Angesichts der bedenklichen Prognosen hat die
Weltgesundheitsorganisation in den achtziger Jahren die Verbesserung der Zahngesundheit und

die Bekdmpfung von Karies in die Millennium Development Goals (MDG) aufgenommen. 34
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1.1.3.  Plaque als Biofilmmodell

Bis zu 90 % aller Bakterienpopulationen sind in Gemeinschaften, die heute als Biofilm
bezeichnet werden, organisiert. Der Begriff Biofilm wurde erst im spaten 20. Jahrhundert durch
den kanadischen Mikrobiologen J. William Costerton geprigt.?> Bakterien, die in Biofilmen
verbunden sind, unterscheiden sich von planktonischen Bakterien insbesondere dadurch, dass
sich in Biofilmen (1) eine interne Heterogenitdt entwickelt, (2) eine Struktur-/ Funktions-
Verbindung unter den teilhabenden Zellen existiert und dass (3) die gesamte Population auf

Umgebungsverinderungen reagieren konnen. 2028

s & i -
e \’;‘“5

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Stadien der Biofilmbildung. In der ersten Phase (1) lagern sich freischwimmende,
planktonische Zellen reversibel an der Oberfliche an. Aus dieser losen Ansammlung von Bakterien kommt es zu einer
irreversiblen Verbindung mit der Oberfléche (2), welche sich hauptsédchlich auf die Ausbildung einer extrapolysacchriden
Matrix zuriickfithren 14sst. In der néchsten Phase (3) kommt es zur Ausbildung eines frithen reifen Biofilms, der durch ein
mehrschichtiges Wachstum charakterisiert ist. Der spéte, reife Biofilm (4) zeichnet sich durch eine komplexe mehrschichtige
Biofilmstruktur aus. In der letzten Phase der Biofilmreifung (5) kommt es schlieBlich zur Alterung, Abldsung (Dispersion) und

Verteilung von einzelnen Bakterien, sodass neue Biofilmstrukturen gebildet werden kénnen.?>106

Der Begriff Biofilm charakterisiert eine Gemeinschaft von Mikroorganismen, die an einer
Oberfliche haftet. Gesteinsoberflichen, pflanzliche wie auch tierische Oberflichen,
synthetische Stoffe, keramische und metallische Oberflichen dienen als Anhaftungsfliche.!%
In der ersten Phase der Biofilmbildung haften sich planktonische, freischwimmende Zellen
reversibel an einer Oberfldche an. O’ Toole und Kolter beschrieben anhand von Pseudomonas
aeruginosa eine reversible Oberflichenaggregation mit der Hilfe von Typ-IV-Pili und
Flagellen.” Die anschlieBend von den Zellen induzierte Ausbildung einer Schleimschicht —
eine extrazelluldre Matrix aus Polysacchariden!!'? —{iberfiihrt die primir reversibel gebundenen

Zellen in einen irreversibel gebundenen frithen Biofilm. Die Sekretion der extrazelluldren
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Matrix formt zusitzlich einen Schutzmantel um die Zellen.’® Reife Biofilme bilden eine
dreidimensionale und dynamische Struktur,%®!!! die entlang von Oberflichen wachsen konnen,
die Partikel und andere Bakterien aus der Umgebung in den Zellverband inkorporieren kdnnen
und von der sich einzelne Zellen aus dem nunmehr festen adhirenten Verband 16sen konnen
(Dispersion).’®193 Diese komplexen Abliufe der Biofilmbildung, die Bildung der EPS
(extrazelluldre polymere Substanzen), die jedes Bakterium im Biofilm bilden kann,** und der
Zellaggregation wird liber das Quorum sensing, eine chemische Kommunikation der Bakterien
untereinander,?*34% reguliert. Die Fihigkeit der Biofilmbildung bietet fiir Bakterien einen
strategischen Vorteil gegentiber schidigenden Umwelteinfliissen wie Austrocknung, pH-Wert-
Schwankungen, Toxine und Antibiotika.??*¢ Die meisten Biofilme bestehen zu ca. 10 % aus
Bakterienmasse. Die Matrix zwischen den Bakterienzellen, auch extrazelluldre polymere
Schicht (EPS) genannt, kann bis zu 90 % der Gesamtmasse ausmachen.** Die EPS besteht zu
groBen Anteilen aus Polysacchariden, die Wasser binden koénnen.!** Adhésion, Aggregation
bakterieller Zellen, Kohésion des Biofilms, Wasserretention, Austausch genetischer
Information, Nahrungsquelle und ein ,,Schutzwall* sind hier beispielhaft fiir die Funktionen der
EPS zu nennen (Anhang, Tab. 29).

Biofilme als Lebensgemeinschaften verschiedener Mikroorganismenarten haben in der Natur
einzigartige Eigenschaften. Die in dieser Gemeinschaft lebenden Keime sind resistenter
gegeniiber Antibiotika als ihre planktonisch lebenden Spiegelbilder. Sie sichern sich auf Grund
der Komplexitit der Biofilmstruktur und der ,,Aufgabenteilung® im Verband das Uberleben
unter widrigen Bedingungen.’?*»1%® Die hohere Widerstandsfdhigkeit von Bakterien in
Biofilmen gegeniiber Antibiotika beruht wahrscheinlich auf der Biofilmmatrix, die als Barriere
durch positiv geladene Antibiotika nur schwerlich {iberwunden werden kann.®

In der Zahnmedizin wird der ausdifferenzierte, reife Biofilm auf den Zahnoberflachen als
Plaque bezeichnet.’®!%” In der Plaque bilden die fakultativ anaeroben Streptokokken die
zahlenmaBig stirkste Bakterienpopulation.”® Diese werden in der Literatur direkt mit der
Kariesgenese assoziiert.”® Eine Reduktion oder Eliminierung von Streptococcus mutans steht
demnach im Vordergrund einer erfolgreichen Kariestherapie.

Die Spezies zeichnet sich durch eine starke Adhdrenz an Glykoproteinstrukturen des
Zahnschmelzoberhdutchens sowie durch die Produktion extrazelluldrer Polysaccharide aus,
welche die Lebensgrundlage bzw. wiederum Adhérenzgrundlage fiir andere Bakterien bilden.
Die Fahigkeit, Kohlenhydrate zu verstoffwechseln, garantiert Streptococcus mutans spp. u. a.
eine rasche Vermehrung in der oralen Umgebung. Diese Bakterien tragen Adhésine an ihrer

Oberflédche, die mit verschiedenen Arten von Speichel-Rezeptor-Strukturen in Wechselwirkung
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treten konnen.”> Streptokokken konnen mit den Pellikeln (eine Schicht aus Proteinen und
Glykoproteinen, die die orale Oberflache permanent bedecken) der Zahnoberflache interagieren
und sich niederlassen.’® Aufgrund dieser Eigenschaft werden sie als sogenannte
Primérkolonisierer bezeichnet. Ein weiterer Faktor, der die Dominanz von S. mutans in
kariogener Plaque hervorhebt, ist die Produktion von Glukosyltransferasen (Gtfs), die eine
kritische Rolle in der Entwicklung einer pathogenen dentalen Plaque spielen.!> Streptokokken
wachsen bei optimalen Bedingungen rasch und sind in der Lage innerhalb kiirzester Zeit einen
dichten Zellrasen zu bilden, der im Inneren auf Grund der Dichte und dem fehlenden
Sauerstoffzufluss anaerob ist und Adhiarenzmoglichkeiten fiir weitere Bakterienspezies wie
z. B. Aggregatibacter spp.'>%°, Parvimonas spp. oder Fusobacterium spp. bildet.'’” Diese
werden als Spétkolonisierer bezeichnet.

Fusobakterium spp. bilden hierbei ein Bindeglied zwischen den fakultativ anaeroben
Erstkolonisierern und den obligat anaeroben Bakterien,”>*® da sie die Fahigkeit besitzen,
Verbindungen mit Primédr- und Spétkolonialisieren einzugehen. lhre Stellung in der
Kariogenese ist zum jetzigen Zeitpunkt umstritten. Sie lassen sich jedoch in den Tiefen reifer
Biofilme, wo anaerobe Verhiltnisse herrschen, nachweisen. Anaerobier wurden in manifesten
parodontitischen Erkrankungen isoliert, sodass ihnen eine Rolle bei der Entstehung bzw.
Aufrechterhaltung der Parodontitis zugerechnet werden kann.!?

Eine weiterere Spezies, die in dieser Arbeit verwendet wurde, ist Enterococcus faecalis.
Das Bakterium zéhlt nicht zu den klassischen Erstkolonisierern, hat jedoch auf Grund seiner
Eigenschaften, im aeroben Milieu zu agieren und ebenso Kohlenhydrate zu verstoffwechseln,
dhnliche Fahigkeiten wie Streptococcus mutans. Enterococcus faecalis findet sich haufig in
Wurzelkanalkulturen,!'> aber auch hiufig in abgeschirmten und versiegelten Hohlrdumen.'%°
Eine orale Infektion mit Enterococcus faecalis kann durch die Nahrungsaufnahme
stattfinden.!?” Sekundirkaries kann haufig mit einer Enterococcus faecalis-Infektion assoziiert
werden. Auf Grund der Widerstandsfahigkeit des Keims ist eine orale Infektion mit
Enterococcus faecalis schwer zu behandeln.** Ein Ansatz konnte dementsprechend die

Behandlung mit Ozon bieten.

1.1.4.  Pathomechanismus der Karies-Genese

Bakteriell produzierte organische Sauren verursachen die Demineralisation des Zahnschmelzes
bzw. des Hartgewebes Dentin und Zement.”® Aufbauend auf dieser chemisch-parasitéren
Kariestheorie von W. D. Miller (1853-1907) schritt die Erforschung der Karies voran. W. D.
Miller hatte zwar den Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von Sduren und Bakterien

erkannt, aber erst der amerikanische Zahnarzt Greene Vardiman (1836-1915) begriff die



EINLEITUNG

Bedeutung der Anwesenheit von Bakterien und lokalisierter Karies.’?> Der Kariesbildung geht
eine Besiedlung mit kariogenen Bakterien wie z. B. Streptococcus mutans und anderen
oralpathogenen Streptokokken voraus. Diese und weitere Bakterien der Mundhohle bilden den
sogenannten Plaque, einen Biofilm, wie unter 1.1.3. beschrieben. Bei Anwesenheit von
Saccharose fermentieren die Bakterien dieses Molekiil zu organischen Sauren wie Laktat und
Ameisensiure. Uberwiegt die Saureproduktion gegeniiber der protektiven, neutralisierenden
und remineralisierenden Funktion des Speichels und liegt der pH-Wert in dem bakteriellen
Plaque dauerhaft unter einem kritischen Wert,'” fiihrt dies zu einer Schidigung der
Zahnhartsubstanzen Dentin und Zement (Demineralisation). Der andauernde niedrige pH-Wert
fiihrt zudem =zu einer Selektion sduretoleranter Bakterien wie z. B. Lactobazillen,

Fusobakterien, Aktinomyzeten und Veilonellen.3%:63.69

1.1.5.  Behandlungsmethoden der Karies
Das oberste Behandlungsprinzip der Karies ist die Prdvention. Dazu zdhlt insbesondere die
Mundhygiene, die bei regelméfBiger Anwendung die Manifestation von Plaque verhindern soll.
Ein weiterer Pridventionsansatz beruht auf der Erndhrung. Kariogene Bakterien
verstoffwechseln Kohlenhydrate (Saccharose) zu organischen Séuren (s. auch 1.1.4.). Werden
Kohlenhydrate durch die Erndhrung zugefiihrt, steigt bei oraler Besiedlung mit Streptokokken
folglich das Risiko an Karies zu erkranken. Andere Nahrungsbestandteile wie Proteine, Fette,
Vitamine und Mineralien haben kein solch kariogenes Potential.”® Insbesondere bei Sduglingen
und Kleinkindern stellt sich die Gefahr des Nursing-Bottle-Syndrom. Die lange Kontaktzeit von
Schnullern und Nuckelflaschen im Mund von Siuglingen oder Kleinkindern erhdht in
Verbindung mit der Gabe siiBBer Getrinke die Gefahr, schon frith an Karies zu erkranken.®!
Neben der regelmiBigen Mundhygiene als PridventionsmaBBnahme kann die bereits
manifeste Karies mittels mechanischer Eradikation und Defektdeckung der Lésion mit
Amalgam oder modernen Kompositen aus Kunststoffen und Silikaten weitestgehend unter
Kontrolle gebracht werden. Derzeit ist die mechanische Kariestherapie die effektivste Methode
der Kariesbehandlung.”® Mit der im Folgenden geschilderten Ozontherapie soll eine schmerz-

und stressfreie Alternative angeboten werden.

1.2. Ozon

1.2.1.  Geschichtliche Entwicklung der Ozon-Anwendung

Schon im 19. Jahrhundert machte man sich die stark oxidativen Eigenschaften des Ozons zu
Nutze. Hier war Werner von Siemens (1816—1892) der erste, der Ozon zur Trinkwasser-
desinfektion anwendete. Auch heute noch wird in vielen Stiddten das Trinkwasser mit Ozon

aufbereitet.®> Wihrend des 1. Weltkriegs gewann die Ozonbehandlung von stark verschmutzten
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Kriegswunden an Bedeutung. Soldaten mit dem von Clostridium perfringens verursachten
Krankheitsbild des Gasbrands konnten mit Hilfe dieses Therapieansatzes erfolgreich behandelt
werden.%

Die Begeisterung fiir die Verwendung von Ozon unter den europdischen Arzten stieg
rasant an. Zu Zweifeln an dieser Therapieform kam es jedoch, nachdem es zunehmend
ernstzunehmende Zwischenfillen wie z. B. Gasembolien bei Ozon i. v. Applikation bzw. die
vorgeschlagenen Therapien uneinheitliche Ergebnisse zeigten.>!* Die Therapieoption ,,0zon*

riickte somit wieder in den Hintergrund.

1.2.2.  FEigenschaften des Ozons

Die Behandlung mit Ozon gehort zu den alternativen, nicht invasiven Behandlungskonzepten.
Ozon besteht aus drei Atomen Sauerstoff und wird in der Literatur auch als ,, Trisauerstoff* oder
»aktiver Sauerstoff bezeichnet (O3). Ozon ist 1,6 mal dichter und 10 mal 16slicher in Wasser
als Sauerstoff (O2) und hat ein ausgeprigtes Oxidationspotential, welches 1,5 mal stérker ist als
das von Chlor. Das molekulare Gewicht betrdgt 47,98 g/Mol. In seiner gasformigen Form ist
es instabil und kann somit schlecht gelagert werden. Die Halbwertzeit betrdgt 40 min bei
20°C.13 Ab 0,01 ppm kann Ozon als nelken-, heu- und/oder chlordhnlicher Geruch

wahrgenommen werden. 3’

1.3. Bedeutung von Ozon und Natriumhypochlorit in der nicht-mechanischen
zahnmedizinischen Behandlung

1.3.1.  Ozon

Ozon wird auf Grund seiner Eigenschaften als potentiell schmerzlose Alternative zur
mechanischen Kariestherapie propagiert. Wegen der flir andere Anwendungen tatséchlich
nachgewiesenen bakteriziden, viruziden und fungiziden Eigenschaften findet Ozon eine breite
Anwendung u. a. in der Trinkwasseraufbereitung,’> der Aufbereitung von Schwimmbadwasser
und Konservierung von Obst und Lebensmitteln.?># In der Zahnmedizin erlangte die Therapie
mit Ozon bisher keinen bedeutenden Stellenwert. Die Datenlage'= zu Ozonanwendungen ist
umstritten, gleich in welchem Ansatz sie auch angeboten wurden. Deswegen erlangte die
Ozontherapie nie die Bedeutung anderer therapeutischer Konzepte. Zum einen steht die
wissenschaftliche Offentlichkeit dem starken Oxidations- und Reizpotenzial der Ozontherapie
kritisch gegeniiber, da diese Parameter insbesondere bei inkorrekter Anwendung dieser
Therapie mehr Schaden als Nutzen fiir den zu behandelnden Organismus bewirken kdnnen.
Zum anderen hat die inaddquate Herangehensweise einiger Anwender diese Therapie in Verruf
gebracht. Ozon wurde {iber viele Jahrzehnte nicht wirkungsgerichtet sondern dosisorientiert

angewendet. Bocci sammelte 2006 in einer umfassenden Veroffentlichung die Griinde, warum
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die Ozontherapie in der Offentlichkeit Skepsis hervorrief. Dazu gehdren u. a. (1) die Toxizitit
des Ozons, (2) die Anwendung unpraziser Ozongeneratoren, (3) offenkundige ,,Scharlatanerie*
der Anwender, (4) mangelnde Korrelation zwischen in vitro und in vivo Resultaten, (5)
fehlende Standardisierung der Vorgehensweise, (6) mangelndes Interesse des distribuierenden
Gesundheitssystems, (7) fehlende Forschungsgelder und letztlich auch (8) die grundlegende
Skepsis der wissenschaftlichen und érztlichen Offentlichkeit gegeniiber der Anwendung von

Ozon.'*

1.3.2.  Natriumhypochlorit

Eines der éltesten Antiseptika in der Kariesbehandlung ist das Natriumhypochlorit (NaOCl).
NaOCl ist ein Natriumsalz der hypochlorigen Sidure (HCIO) und ein starkes Oxidans. Es ist
u. a. auch unter dem veralteten Begriff der ,,unterchlorigen Siure* bekannt oder auch als
sogenanntes Eau de Labarraque. Der Eigenname Eau de Labarraque 146t sich auf den
franzdsischen Apotheker Antoine Germaine Labarraque (1777—1850) zuriickverfolgen. Er soll
sich als erster mit kommerziellen Zielen die Eigenschaften der Natriumhypochloritlosung zu
Eigen gemacht haben und verkaufte das Agens als Desinfektionsmittel ab 1822 in Paris. Die
eindeutig desinfizierende Wirkung der Losung trug dazu bei, dass NaOCI eine rasche
Verbreitung wihrend des ersten Weltkrieges als Antiseptikum erfuhr.

1.4. Der Ozongenerator HealOzone 2130C

1.4.1.  Aufbau, Funktion und Wirkungsweise des HealOzone 2130C

Ozon entsteht auf natiirlichem Weg in der Atmosphére, wenn Sauerstoff durch kurzwellige UV-
Strahlung (ca. 182 nm) in atomaren Sauerstoff gespalten wird. Dabei formieren drei

Sauerstoffmolekiile den sogenannten ,, Trisauerstoff*, das Ozon.*°
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HealOzone

Abbildung 2: HealOzone 2130C Ozongenerator

Der Ozongenerator mit dem darin befindlichen UV-Strahler bildet das Kernstiick des
HealOzone 2130C Gerites (Abb. 2). In Abbildung 3 sind der Aufbau und die Funktion des
Ozongenerators im Detail beschrieben. Umgebungssauerstoff, der durch einen Lufttrockner
(Abb. 3 Punkt 3) angesaugt wird, wird zunédchst von Feuchtigkeit befreit. Ein Differenz-
druckmesser (Abb. 3 Punkt 2) priift auf Leckagen im System. Sind keine vorhanden, wird der
Ozongenerator (Abb. 3 Punkt 1) aktiviert. Im Ozongenerator wird der in der angesaugten
Umgebungsluft befindliche Sauerstoff zu freien Sauerstoffatomen dissoziiert. Die freien
Sauerstoffatome formieren sich nun nicht zu einem aus zwei Sauerstoffatomen bestehenden
Sauerstoffmolekiil (O2), sondern mit Hilfe des UV-Strahlers zu einem aus drei Sauerstoft-
atomen bestehenden Ozonmolekiil (O3). Das erzeugte Ozon kann dann mit Hilfe eines
Handstiicks (Abb. 3 Punkt 8) auf die gewiinschte Fliache appliziert werden. Die Geschwindig-
keit des Ozon-Luftgemisches bei Austritt aus dem Handstiick betrdgt 5 m/s. Die dabei erzeugte
kinetische Energie der Teilchen soll die therapeutische Tiefenwirkung unterstiitzen. In der mit
dem Handstiick verbundenen Silikonkappe (Abb. 3 Punkt 9) findet der Ozonaustausch 100mal
pro Sekunde statt. Damit soll eine stindige Anwesenheit des Oxidationsmittels garantiert

werden.
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Abbildung 3: Aufbau und Funktion des HealOzone
2130C Ozongenerators. Die im Lufttrockner (3)

getrocknete Umgebungsluft wird iber den

Differenzdrucksensor (2) dem Ozongenerator (1)

zugefiihrt. Uber einen angeschlossenen Schlauch (7)

44444 d4444

mit Handstiick (8) kann iiber eine Silikonkappe (9)
das erzeugte Ozon auf die gewiinschte Stelle
appliziert werden. Nach Abschluss des Vorgangs
wird das Ozon aus der Silikonkappe abgesaugt und
iiber den Feuchtabschneider (6), der verhindern soll,
dass Feuchtigkeit in das ableitende System gelangt
und {iber den Ozonneutralisator (5) abgeleitet. Die

Vakuumpumpe (4) garantiert wihrend des gesamten

Prozesses einen Unterdruck, sodass kein Ozon aus
dem Kreislauf entweichen kann. Weitere
Informationen iiber den Produktaufbau kénnen den
Herstellerangaben - KaVo HealOzone

Produktinformation — entnommen werden.

Lynch und Baysan, beides Befiirworter
der Ozontherapie, haben sowohl in in vivo als auch in in vitro-Studien eine deutliche Reduktion
oralpathogener Bakterienspezies durch die Verwendung von Ozon beobachtet. Im Jahr 1999
verdffentlichten sie erste Versuchsergebnisse, die mit Hilfe eines neuartigen Ozongenerators
der Firma HealOzone produziert wurden. In diesen ersten Verdffentlichungen wie auch zu
spateren Zeitpunkten zeigten sie, dass gasformiges Ozon eine deutliche Keimzahlreduktion
schon nach kurzem Ozonkontakt bewirken kann.®” In klinischen Studien wurde u. a. das breite
Anwendungsspektrum des HealOzon-Generators, zu dem neben der Behandlung karidser
Liasionen auch die Behandlung von Aphten und Herpes labiales sowie die Desinfektion von
Kronenstiimpfen gehort,* genannt. Der Healozone 2130C Ozongenerator erweist sich in der
Praxis als kleine und kaum Léarm erzeugende Behandlungseinheit. Das Risiko eines
Ozonaustritts ist fiir den Patienten sowie flir den Behandler nachweislich als vernachlidssigbar
zu betrachten. Millar et al. wiesen in einer klinischen Simulation anhand eines Phantomkopfes
nach, dass mit dem KaVo HealOzone 2130 Ozongenerator nach einer Behandlung bis zu 40 s

kein Ozon im Behandlungsbereich nachweisbar war.”!
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1.5. Zielstellung der Dissertation

Die fir die Karies und Endodontitis verantwortlichen Bakterien wachsen auf der
Zahnoberfliche und in den natiirlichen Dentinkandlen in Form von Biofilmen. Diese
Organisationsform schiitzt sie vor mechanisch-biochemischen Einfliissen sowie im weiteren
Sinne vor therapeutischen MaBnahmen. Effizient gegen die Erreger dieser Krankheiten
gerichtete Therapieformen bediirfen daher einer Kombination von mechanischen und
chemischen Maflnahmen, um eine lokale Sanierung und ggf. Heilung zu gewihrleisten.

In bisherigen Studien zu den beiden o. g. zahnmedizinischen Erkrankungen konnte ein
keimreduzierender Effekt von Ozon beobachtet werden. Die meisten dieser Studien fuflten in
ithrem Versuchsaufbau auf in vivo-Studien mit sukzessiv angeschlossener konventioneller
Behandlungsanwendung, bzw. auf in vitro-Studien unter Verwendung von Monospezies-
Biofilmen.3%-1:85.86

Die bisher verdffentlichen in vitro-Studien wurden dabei mit unterschiedlich alten
Biofilmen von Actinomyces naeslundii, Candida albicans, Enterococcus faecalis,
Fusobacterium nucleatum, Lactobacillus paracasei, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus und
Veillonella dispar sowie mit planktonischen Zellen der genannten Spezies unter Verwendung
von in Wasser geldstem und gasformigen Ozon an extrahierten Zdhnen bzw. Zellulose-Nitrat-

3249737494 Die  Ozonexpositionszeiten variierten dabei

Filtern oder Glasperlen getestet.”
zwischen 10 Sekunden und 20 Minuten, was zu keiner bzw. einer geringen bis hin zu einer
deutlichen Keimzahlreduktion fiihrte.!>%4"-77 Die Ergebnisvarianz zwischen verschiedenen
Versuchsansidtzen wurde durch die hdufig kurz gewéhlten Einwirkzeiten, die Sequenz und die
Abstinde der Ozon-Applikation, aber auch die Anwesenheit von zu viel Kulturfliissigkeit
bedingt.®® Die in vitro-Wirkung einer Ozontherapie ist daher weiterhin umstritten.”®

In der vorliegenden Dissertation sollte die potentiell antikariose Wirkung von Ozon,
welches mit Hilfe des von KaVo angebotenen Ozongenerators HealOzon 2130C generiert wird,
untersucht werden. Das Gerét von KaVo hat eine fixe Ozondosierung von 2100 ppm +/- 10 %,
arbeitet gerduscharm und ist durch seine geringe Grofe sehr gut fiir die ambulante
Kariesbehandlung geeignet. Wie oben beschrieben wurden seit der Markteinfiihrung 2003 in
mehreren Publikationen divergente Ergebnisse publiziert. In der vorliegenden Arbeit sollte
unter standardisierten Bedingungen untersucht werden, inwiefern gasformiges Ozon ein
potentes bakterizides Mittel gegen Keime bzw. Pathogene der Mundhohle ist. Dazu sollte

sowohl die Wirkung des Ozon auf Biofilme als auch auf planktonische Zellen der fakultativ

anaeroben Bakterienstimme Streptococcus mutans und Enterococcus faecalis, sowie der
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obligat anaeroben Bakterienstimmen Fusobacterium nucleatum und Parvimonas micra
untersucht werden. Fiir die Bestimmung der Regenerationsfahigkeit der Teststimme und der
bakteriziden Potenz von Ozon sollte der Versuchsaufbau mit verschiedenen, aber genau
definierten Untersuchungszeitpunkten (zweizeitig), sowie Ozon-Expositionszeiten (60 s, 120 s,
180 s und 300 s) erfolgen. Zusitzlich sollte die Wirkung von Natriumhypochlorit (NaOCl) in
einer Konzentration von 5 %, wie es in der konventionellen Stomatologie als Spiil- und
Desinfektionsmittel verwendet wird, in Kombination mit gasformigem Ozon untersucht

werden.

2. Material und Methoden

2.1. Bakterienstimme
In der nachfolgenden Tabelle 1 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme, deren

Charakteristika, Vorkommen und Herkunft/ Referenz aufgefiihrt.

Tabelle 1: Verwendete Bakterien mit Angaben des Stammes, einer Kurzcharakteristika und der Herkunft/ Referenz.

Stamm Kurzcharakteristik Herkunfi/Referenz,

Streptococcus mutans fakultativ anaerob, grampositive e DSM 20523

Kettenkokken, Vorkommen auf Klinisches Isolat Nr. 4300

der Haut und den Schleimhéuten, der UMR-Stammsammlung

Erreger von Karies aber auch e Klinisches Isolat Nr. 6178

Endokarditis der UMR-Stammsammlung
Enterococcus faecalis fakultativ anaerob, grampositive e DSMZ 20478

Diplokokken, Teil der physiolo- e Klinisches Isolat Nr. 1942
gischen Darmflora, Erkankungs- der UMR-Stammsammlung
manifestationen hauptsichlichbei ¢ Klinisches Isolat Nr. 1904
(lokal) gestorter Abwehr der UMR-Stammsammlung
Fusobacterium nucleatum  obligat anaerob, gramnegatives, e ATCC 25586
nicht sporenbildendes Stébchen-
bakterium, Paradontitiserreger
Parvimonas micra obligat anaerob, grampositive e ATCC 33270
Kokken, Paradontitiserreger
Escherichia coli fakultativ anaerob, gramnegatives, e DH50,, Kontrollstamm der
sporenloses, peritrich begeif3eltes UMR-Stammsammlung
Stibchen, klassischer Fiakalkeim,
Erkrankungen je nach genetischer

Determination des E.coli-Stamms
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2.2 Kultivierungsbedingungen

Die Anzucht der fakultativ anaeroben Bakterien (S. mutans, E. faecalis und E. coli) erfolgte in
Brain-Heart-Infusion Medium (BHI, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England). Als Fest-
medien dienten sowohl BHI-Agar-Platten, fiir deren Herstellung dem Medium 1,5 % [w/v]
Agar zugesetzt wurden, als auch Columbia-Blut-Agar-Platten (Columbia Agar mit 5 %
Schafsblut, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England).

Brain Heart Infusion Medium (BHI) (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England)
BHI 37¢g
HZOreinst ad 11

Zur Anzucht der obligat anaeroben Bakterien (Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra)
in Fliissigkulturen wurde bzgl. des Sauerstoffgehalts vorreduziertes BHI-Medium mit 0,25 %
Glutamat versetzt und verwendet. Als Festmedium dienten fiir diese Bakterien vorreduzierte

Columbia-Blut-Agar-Platten.

Glutamat-Stamm-Lésung (5 % [w/v], 250 ml)
Glutamat 125¢
HOreinst ad 250 ml

Das BHI-Medium wurde zur Sterilisation bei 121 °C autoklaviert. Die hitzelabile Losung
Glutamat wurde mittels Sterilfilter (PVDF-Membranfilter, PorengréBe 0,2 uym, Braun,
Melsungen, D) nach dem Abkiihlen des autoklavierten Mediums auf < 50 °C zugesetzt.

Die Anzucht der fakultativ anaeroben Bakterien erfolgte aerob bei 37 °C und 5 % CO»,
wihrend die obligat anaeroben Bakterien bei 37 °C strikt anaerob (80 % N2, 10 % CO2, 10 %
H;) mit Hilfe einer Anaerobenbox (miniMACS anaerobic workstation, DWS Meintrupp,
Lahden-Holte, D) kultiviert wurden. Als Kulturgefal3 dienten 50 ml Falkonréhrchen. Nach 24 h
Inkubation der fakultativ anaeroben und 72 h Inkubation der obligat anaeroben Bakterien
wurden die Zellen geerntet. Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation der Kulturgefif3e
(Heraeus Variofuge 3.0, 4500 x g, 10 min, 4 °C). Kulturen auf BHI- oder Columbia-Blut-Agar-
Platten wurden aerob bei 5 % CO> bzw. anaerob (80 % N2, 10 % CO», 10 % H») bei 37 °C iiber
48 h bzw. 72-96 h bebriitet.

2.3. Stammhaltung
Zur langerfristigen Aufbewahrung der Bakterien wurde das MicrobankTM System (Pro-Lab
Diagnostics, Neston, England) nach Vorgaben des Herstellers genutzt. Die Lagerung der

Stamme erfolgte bei -80 °C. Die Rekultivierung erfolgte auf Columbia-Blut-Agar-Platten, die
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fiir die obligat anaeroben Bakterien vorreduziert verwendet wurden. Die beimpften Platten der
fakultativ anaeroben Bakterien wurden bei 37 °C und 10 % COg, die der obligat anaeroben

Bakterien bei 37 °C und 80 % N>, 10 % CO», und 10 % H> bebriitet.

24. Nihrmedien und Zusétze zur Untersuchung der Biofilmbildung

Brain Heart Infusion Medium (BHI) (s. 2.2)

BHI 37¢g

H2Oreinst ad 11

Brain Heart Infusion Medium mit verschiedenen Mucin-Konzentrationen
(BHI + Mucin)

BHI 37¢g

Mucin 0,1 % [w/v], 0,5 % [w/Vv], 1 % [W/V]

H2Oreinst ad 11

Das Medium wurde zur Sterilisation bei 121 °C autoklaviert. Fiir Untersuchungen zur Wirkung
verschiedener Mucin-Konzentrationen wurde dem BHI-Medium 0,1 % [w/v] Mucin, 0,5 %
[w/v] bzw. 1 % [w/v] Mucin zugesetzt.

2.5. Puffer und Losungen

Puffer und Losungen wurden hauptsdchlich von MERCK (Darmstadt, D), SIGMA
(Taufkirchen, D), J.T.BAKER (Philippsburg, USA) und ROTH GmbH (Karlsruhe, D) bezogen.
Methodenspezifische Puffer, Losungen und Enzyme werden in den entsprechenden Protokollen
aufgefiihrt. Die folgenden, allgemeinen Puffer und Losungen wurden bei mehreren Methoden

verwendet.

10 x PBS-Puffer (phosphate buffered saline, 1 1)

NaCl 1,37M
KCl1 0,027 M
KH>PO4 0,015M
Na;HPO4 x 2 HO 0,079 M
H2Oreinst ad 1000 ml
pH 7,4

Der 10x PBS-Puffer wurde bei 121 °C autoklaviert. Zur Herstellung einer 1x PBS-Losung
wurde 10x PBS 1:10 in Wasser (H2Oreinst) verdiinnt, der pH tiberpriift (pH 7,4) und der Puffer

ebenfalls autoklaviert.

Glutardialdehydlosung (2,5 %)
9 ml 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,4)
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1 ml 25 % Glutardialdehyd-Losung (Merck, Darmstadt, D)

2.6. Chemikalien

In der vorliegenden Arbeit wurden die verwendeten Chemikalien, soweit nicht gesondert

aufgefiihrt, von den nachfolgend aufgefiihrten Firmen verwendet:

Chemikalie

Hersteller

Agar technical No. 3
Brain-Heart-Infusion
Cystein

Ethanol 96 %

Galaktose

Glutardialdehydlosung (25 %)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat (KH>PO4)
Di-Kaliumhydrogenphosphat (K:HPO4)
Kaliumiodid (KI)

Kristallviolett

Mucin

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat x H,O
Natriumhydrochlorid (NaOCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumthiosulfat (Na,S;03)

Safranin Pulver

Salzséure (HCI)

Stirke

Wasserstoffperoxid (H>0,)

Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England
Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Zentralapotheke Universititsklinikum
Rostock

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl-Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Certistain; J. T. Baker (Deventer, Holland)
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

2.7. Farbstoffe fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Live/ Dead BacLight Bacterial Viability Kit

2.8. Laborgerite und Software

Laborgeriit

Invitrogen, Darmstadt

Hersteller

Analysenwaage Typ BP 4100S

Sartorius Gottingen, D
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Brutschrank Typ B6060 Heraeus, Hamburg, D
Brutschrank HeraCell Heraeus, Hamburg, D

COs-Inkubator Serie CB
Elektronenmikroskop DSM 960A
Fluoreszenzmikroskop BX60
HealOzone Grundgerat 2130C
HealOzone Endo-Handstiick 2131C plus
Kiihlzentrifuge Typ Heraeus Variofuge 3.0
Kritisch-Punkt-Trockner

Lyophilisator Alpha 14

miniMACS anaerobic workstation
pH-Meter MP220

pH-Meter ino-Lab® pH720

REAXtop Reagenzglasschiittler
Schlauchpumpe ECOLINE VC-360
Spektrophotometer SmartSpec TM 3000
Tecan Microplate Reader infinite® 200
Tecan Spectra Reader Classic
Vortex-Genie Touch Mixer

Wipptisch

Binder, Tuttlingen. D

Carl Zeiss, Jena, D

Olympus, Hamburg, D

KaVo.Dental Excellence., Biberach/ Rif3, D
KaVo.Dental Excellence., Biberach/ Rif3, D
Heraeus, Hamburg, D

Emitech, Ashford, UK

Christ Laborgeréte, Osterode, D

DWS Meintrupp, Léahden-Holte, D

Denver Instrument GmbH, Weilheim, D
WTW GmbH, Weilheim, D
HeidolphInstruments GmbH, Schwabach, D
ISMA TEC. Wertheim-Mondfeld, D
Bio-Rad-Laboratories, Hercules, USA
Tecan Trading GmbH, Ménnedorf, CH
Tecan Trading GmbH, Ménnedorf, CH
Scientific Industries, Bohemia, USA

Biometra WT 17, Géttingen, D

Folgende Software wurde im Verlauf der Arbeiten genutzt:

Programm

Hersteller

2.9.

Citavi 3.0.12.

Easy Win Screening Software

Metavue

Microsoft Office Programme 2007 und 2010

(Excel, PowerPoint, Word)
SPSS 19.0

Swiss Academic Software GmbH, Wadenswil,
CH

Tecan Trading GmbH, Ménnedorf, CH
Molecular Devices, Downingtown, USA

Microsoft©, Redmont, USA

IBM Corp. Released 2010. IBM SPSS Statistics
for Windows, Version 19.0. Armonk, NY: IBM

HealOzone 2130C-Aufbau, Funktion und Wirkungsweise des Ozongenerators

Zur Funktionsweise des Ozongenerators siehe Einleitung (Abschnitt 1.4.1).
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2.10.  Protokoll zur Biofilmbildung

Die fakultativ anaeroben Bakterien wurden in BHI bzw. die obligat anaeroben in BHI + 0,25 %
Glutamat unter aeroben 37 °C, 5 % CO; bzw. anaeroben Bedingungen (37 °C, 80 % Nz, 1 %
COz, 10 % H») bis zum Erreichen der stationdren Wachstumsphase angezogen, zentrifugiert
(Heraeus Variofuge 3.0, 10 min, 4000 rpm, 4 °C) und die Bakteriensedimente mit 1x PBS
(pH 7,4) gewaschen. Fiir jede Spezies wurde eine Suspension mit einer optischen Dichte bei
600 nm (OD 600) eingestellt, die etwa 1 x 10”8 Zellen/ml entsprach und anschlieend in
unbeschichtete 24-Well Zellkultur-Platten oder 96-Well Miktrotiter-Platten (Greiner Bio-One,
Frickenhausen) iiberfiihrt. Die Biofilmkulturen wurden unter statischen Kulturbedingungen
gemill der maximalen Biofilmmasse, die in den Vorversuchen (s. Abschnitt 3.1.1. und 3.1.2.)
ermittelt wurde, 72 Stunden (E. faecalis spp.) bzw. fiir 24 Stunden (S. mutans spp.) bei 37 °C
und 5 % CO; inkubiert bzw. bei Verwendung der obligat anaeroben Stdmme fiir 72 Stunden
bei 37 °C unter anaeroben Bedingungen (80 % N2, 10 % CO2, 10 % Hz) bebriitet. Die
Atmosphire des anaeroben Inkubators (DWS Meintrupp, Ldhden-Holte, D) war mit

Wasserdampf gesittigt, um ein Austrocknen der Kulturen zu vermeiden.

2.11.  Optimierung der Biofilmbildung
Um die Gegebenheiten der Mundhdhle zu simulieren, wurden dem verwendeten BHI-Medium
Mucin zugesetzt. Um eine moglichst optimale Ausbeute an Biofilm zu erhalten, wurden

verschiedene Mucin-Konzentrationen (0,1 %, 0,5 % und 1 %) untersucht.

2.12.  Bestimmung der Biofilm-Masse mittels Safraninfirbung

Die Bestimmung der Biofilm-Masse erfolgte mittels Safraninfirbung. Dazu wurden die
Biofilmkulturen in unbeschichteten 96-Well Mikrotiter-Platten angezogen. Nach der
entsprechenden Inkubationszeit wurde das Fliissigmedium entfernt und die Vertiefungen mit
200 pl 1x PBS (pH 7,4) vorsichtig gewaschen. Die Vertiefungen wurden nach dem Waschen
mit 200 pl 0,1 % Safranin O [w/v] fiir 15 min bei Raumtemperatur gefdrbt, anschliefend mit
200 pl 1x PBS (pH 7,4) gewaschen und schlieBlich luftgetrocknet. Die Biofilm-Masse wurde
durch Messung der Absorption bei 492 nm mit Hilfe eines Spektralphotometer (Tecan Spectra
Reader Classic, Tecan Trading AG) quantifiziert. Als Negativ-Kontrolle diente ein Bakterien-
freier BHI-Mucin-Ansatz.

2.13.  Bestimmung der Biofilm-Lebendkeimzahlen
Die Bestimmung der Lebendkeimzahl (LKZ) dient der quantitativen Erfassung aller
vermehrungsfahigen Mikroorganismen. Zur Bestimmung der Lebendkeimzahlen (LKZ) von

S. mutans spp., E. faecalis spp., E. coli, P. micra und F. nucleatum wurden unbeschichtete 24-
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Well Zellkultur-Platten verwendet. Nach Inkubation der Biofilmkulturen wurde das
Néhrmedium entfernt und die Vertiefungen vorsichtig mit 1 ml 1x PBS (pH 7,4) gewaschen.
AnschlieBend wurden die Biofilme von der besiedelten Oberflache sorgfiltig abgekratzt und
in 1 ml 1x PBS {iberfiihrt. Im néchsten Schritt wurde eine serielle Verdiinnungsreihe dieser
Suspension bis zu einer Verdiinnung von 10% gefertigt. Dazu wurden 100 pl der
Ausgangssuspension in 900 pl 1x PBS (pH 7,4) (=107!) iiberfiihrt. Die Suspension wurde
mittels eines Vortex (Scientific Industries, Bohemia, USA) gut vermengt und wiederum 100 pl
dieser Suspension in das nichste Reaktionsgefi3 mit 900 ul 1x PBS (pH 7,4) gegeben (=107?)
bis zu einer Verdiinnung von 10, AnschlieBend wurde die Verdiinnungsreihe mit Hilfe eines
sterilen Spatels auf Columbia-Blut-Agar-Platten oder BHI-Agar-Platten gleichmifig
aufgebracht und je nach Bakterienstamm bei 37 °C /5 % CO2 bzw. 37 °C 10 % Hz/ 10 % CO2/
80 % N> inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Kolonien per visueller Inspektion und

héndischer Protokollierung gezihlt.

2.14. Bestimmung der Wachstumskinetik- Aufnahme einer Wachstumskurve

Zur Bestimmung der Wachstumskinetik wurden die Wachstumskurven der einzelnen
Teststimme bestimmt. Die Bakterien wurden in BHI-Medium einer Ubernachtkultur
angezogen, zentrifugiert (Heraeus Variofuge 3.0, 10 min, 4000 rpm, 4 °C) und die
Bakteriensedimente mit 1x PBS (pH 7,4) gewaschen. AnschlieBend wurde fiir jede Spezies eine
Suspension mit einer optischen Dichte bei 600 nm (OD 600) eingestellt, die etwa Ix
10”8 Zellen/ml entsprach. Die Suspension wurde nun in einem Verhéltnis 1:10 in frisches BHI-
Medium tiberfiihrt und bei 37 °C/ 5 % CO2 bzw. 37 °C 10 % Hz/ 10 % CO2/ 80 % N inkubiert.
Alle 60 Minuten erfolgte die Messung der optischen Dichte bei 600 nm mit dem
Spektrophotometer SmartSpec TM 3000 (Bio-Rad-Laboratories, Hercules, USA) bis zum
Erreichen der stationdren Phase. Als Kontrolle diente Bakterien-freies BHI-Medium.

Das Wachstum einer Bakterienkultur l4sst sich in vier Phasen aufteilen. Die erste Phase ist
die sogenannte lag-Phase oder Latenzphase. Obwohl in dieser Phase ideale
Wachstumsbedingungen (Temperatur, Substratangebot) vorliegen, bleibt die Menge der
Bakterien iiber einen gewissen Zeitraum konstant. In dieser Phase widmen sich die Zellen der
Enzyminduktion sowie der Zelladhidrenz. Planktonische Zellen, frei bewegliche Zellen, gelten
hierbei als Erstkolonialisierer.®® Sind ausreichend Enzyme zur Reproduktion gebildet, tritt die
Kultur in die log-Phase oder auch exponentielle Phase. Es kommt nun zu einer exponentiellen
Vermehrung der Zellen und somit zu einem raschen Anstieg der Population. Mehrere Faktoren
fiihren in der Transitionsphase zu einer Verlangsamung des Kulturwachstums wie z. B.

abnehmendes Substratangebot durch Verbrauch, Akkumulation nicht abbaubarer Metaboliten
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(z. B. Sduren, die bei der Zuckervergirung entstehen) oder reduziertes Sauerstoffangebot. In
der stationdren Phase (auch als reife Kultur bezeichnet) nimmt der Anteil der
vermehrungsfiahigen Zellen innerhalb der Bakterienpopulation langsam ab. Dies erkldrt sich
zum einen durch ein Hunger-bedingtes Absterben der Zellen, zum anderen durch das
Uberwechseln in einen nur noch durch Spezialmethoden kultivierbaren (viable but non-
culturable, VBNC) Zustand.”>'"” Voraussetzung fiir das reproduzierbare und typische
Wachstum in der logarithmischen Phase ist, dass die Bakterienkultur unter konstanter

Temperatur inkubiert wird.'?

Abbildung 4: Beispiel einer Wachstumskurve anhand
E. faecalis 1942 der Wachstumskinetik von E. faecalis 1942. In der

25 lag- oder Latenzphase (1) bleibt die Menge der
/’-Plateauphase 3 Bakterien trotz idealem Nahrstoffangebotes konstant.

20
/ > In der log- Phase (2) tritt eine exponentielle Ver-
15 mehrung und somit eine rasche Vermehrung der

/ Bakterien ein. Das Kulturwachstum verlangsamt sich

OD 492 nm

L0 bei u.a. abnehmendem Substratangebot, Akku-
lag- Phase (1) / log- Phase [2) mulation nicht abbaubarer Metabolite oder redu-

/ ziertem Sauerstoffangebot, sodass die Bakterien-

Y

b
M

population in die Plateauphase (3) eintritt und dort nur

0,0

Oh 1h 2h 3h 4h sh 6h Th 8h

langsam an Zahl von kultivierbaren Bakterien verliert.

2.15. Nachweis einer fiir
diverse Arbeitsschritte notwendigen Sterilit:it

Die Applikation des Ozons auf die Zellkulturen in den Kavititen einer 24-Kavititen Zellkultur-
Platte erfolgte mit einer Gummipfropfenschablone (KaVo Dental Excellence, Biberach/ Ri8,
D). Diese enthielt eine mediane, kreisrunde Offnung und wurde mittels einer desinfizierten
Pinzette auf die Oberfldache der Kavitit gelegt. Der Gummipfropf sollte in den Versuchen fiir
jeweils eine Versuchsreihe genutzt werden. Um zu iiberpriifen, dass bei der Applikation von
Ozon keine Keimverschleppung erfolgt, wurde nachfolgend beschriebene Versuchsreihe mit
Escherichia coli DH5a. durchgefiihrt. E. coli DH5a wurde in BHI-Medium bis zum Erreichen
der stationdren Wachstumsphase bei 37 °C und 5 % CO»> angezogen, zentrifugiert (Heraeus
Variofuge 3.0, 10 min, 4000 rpm, 4 °C) und die Bakteriensedimente mit 1x PBS (pH 7,4)
gewaschen. AnschlieBend wurde die Suspension auf eine optischen Dichte bei 600 nm (OD600)

eingestellt, die etwa 1x 10”8 Zellen/ml entsprach.
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Wells mit | Wells W und W2 mit Abbildung 5: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. In den
Verdiinn- sterilem BHI- Medium
pi sk linksduBeren Wells befindet sich die eingestellte Bakteriensuspension des
DHS5a
= 4 — ~ E. coli DH50. in unterschiedlichen Bakterien-PBS-Verhéltnissen. Fiir je
(1 )|(wi)|(w2 1 ) ( eine Reihe wurde ein Gummipfropfen verwendet und dann sukzessive
— : ,"—3:3' . — 7 : g Well 1 und Well 2 behandelt. Dieses Verfahren wurde fiir jede Reihe
y |\ | ) | ) | ) durchgefiihrt.
(35 \
Cs)|COICHIC )
mm) Ozonapplikation ‘
AN AN A

Die Abbildung 5 stellt schematisch den Versuchsaufbau zur Untersuchung der Keimverschlep-
pung verschieden konzentrierter E. coli DH5a — Suspensionen in steriles BHI-Medium bei
wiederholter ~Nutzung der Gummipfropfenschablone dar. Nach Auflegen der
Gummipfropfenschablone wurde diese je Reihe auf die 2. und 3. Kavitit aufgelegt. Die 24-
Népfchen Zellkultur-Platte wurde anschlieBend bei 37 °C fiir 24 h bebriitet und die Kavitéiten
auf Wachstum des E. coli - Stammes und damit Verschleppung durch die Gummipfropfen-
schablone {iberpriift.

2.16. Funktionsnachweis des HealOzone-Ozongenerators

Die Ozonproduktion des Ozongenerators wurde mit einem qualitativen Ozonnachweis unter
Verwendung von Kaliumiodid und Stirke nachgewiesen. Ozon kann anhand eines Farb-
umschlages sichtbar gemacht werden. Die Reaktion basiert auf der oxidierenden Eigenschaft
des Ozons. Die in wissriger Losung vorliegenden lodid-Ionen des Kaliumiodids werden durch
die oxidative Eigenschaft des Ozons zu elementaren lod oxidiert. AnschlieBend kommt es in
Anwesenheit der Stirke zur Iod- Stirke- Reaktion, in welcher die Stidrke als blauer
Farbumschlag sichtbar gemacht wird.

Fiir das Experiment wurden eine frische 5 %- ige Stirkelosung und 1 %- ige lodidlésung
in destilliertem Wasser hergestellt. Die Losungen wurden zusammen in einem Verhéltnis von
5:1 in die Kavitdten einer 24-Kavititen Zellkulturplatte gegeben und Ozon wurde anschlieBend
mit Hilfe des HealOzone 2310C Ozongenerators (KaVo Dental Excellence, Biberach/ Rif3, D)
in zeitlichen Applikationsdosen von 60s, 120s, 180 s und 300 s eingeleitet. Gemal der
applizierten Ozondosis farbte sich die in den Kavitdten befindliche Losung rosa bis pupurn
(s. Abb. 6).
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Abbildung 6: Funktionsnachweis des HealOzone 2130C Ozongenerators: Eine 24-Well Zellkultur-Platte wurde mit 1 %iger
Tod- und 5 %iger Stirkelosung in einem Verhiltnis von 5:1 beschickt, und anschlieend fiir 60, 120, 180 und 300 Sekunden
mit Ozon behandelt. Die Abbildung zeigt die Verfarbung der Suspension durch Oxidation der Iodid-Ionen zu elementaren Iod

mit anschlieBender lod-Stiarke-Reaktion.

2.17.  Wirkung von Natriumthiosulfat und Natriumhypochlorit
Tilton et al. beschrieben 1977 die erfolgreiche Blockierung der antibakteriellen Silberwirkung
mit Hilfe von Natriumthiosulfat. Angelehnt an diese Ergebnisse wurde die dort vorgeschlagene
Dosierung von 1,46 g/ 1000 ml (ca. 0,0092 M) fiir die Versuche der vorliegenden Arbeit
tibernommen. %8

Natriumthiosulfat wurde jeweils frisch am Tag des Versuches in 1x PBS (pH 7,4) gelost
(= NazS;03/ PBS). Parallel zum Natriumthiosulfatansatz wurde arbeitstéglich eine 5 %
Natriumhypochloritlosung zubereitet. Die Anwendung des Natriumhypochlorits diente als
Positivkontrolle. Das NaOCl wurde ebenso wie das Natriumthiosulfat in 1x PBS (pH 7,4) gelost
(NaOCl/ PBS). Zur Untersuchung der Antidot-Wirkung des Natriumthiosulfats wurden die
Biofilme der fakultativ anaeroben Bakterienspezies nach Waschen und Entfernen der
Fliissigkeiten {iber einen definierten Zeitraum von jeweils 15 Minuten mit Na2S>O03/PBS bzw.
mit NaOCl/ PBS plus Na>S>03/ PBS behandelt. Als Kontrolle diente die Behandlung der
Biofilme mit reinem PBS (pH 7,4). Nach den Kontaktzeiten wurden die Losungen von den
Biofilmen abgehoben und verworfen. In der Versuchsgruppe A (Abb. 7, Reihe A) erfolgte
sofort nach Abschluss der Applikation der Losungen die Bestimmung der Lebendkeimzahl. Bei
den Proben der Reihe B (Abb. 7, Reihe B) wurden diese mit frischem BHI-Mucin-Medium
versetzt und bei 37 °C/ 5 % CO; fiir 24 bzw. 72 Stunden inkubiert. Nach den entsprechenden
Inkubationszeiten erfolgte die Bestimmung der Lebendkeimzahlen. Eine schematische

Darstellung der Kavitédtenfiillung ist in Abbildung 7 dargestellt.
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1 2 3 4 5 6
100000
die Bestimmung der KBE/ ml. Die Applikationszeit erfolgte jeweils mit
15 min. Legende/ Abkiirzungen: NK (Negativkontrolle), NaxS>03
OOO (Natriumthiosulfat), PBS (Phosphate Buffered Saline), NaOCl
O Q O O O O (Natriumhypochlorit)

Der gleiche Versuchsansatz wurde fiir eine Applikationszeit von t = 60 s durchgefiihrt und in

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Na2S203/ PBS bzw. NaOCl-
Applikation. Bei Proben der Reihe A erfolgte sofort nach der Behandlung
die Bestimmung der KBE/ ml. Bei Proben der Reihe B erfolgte nach 24 h

die Durchfiihrung der acroben Versuche integriert.

2.18.  Untersuchung der Ozonwirkung unter aeroben Bedingungen

2.18.1. Ozonapplikation und Wirkung von Natriumthiosulfat

Die wie unter 2.16. angesetzten Biofilme wurden nach unten dargestelltem Schema (Abb. 8)
alleinig mit Ozon fiir 60 s, 120 s, 180 s und 300 s bzw. mit Ozon fiir 60 s, 120 s, 180 s, 300 s
und sofort im Anschluss mit Natriumthiosulfat (Applikationszeit 60 s) behandelt. Nach jedem
Schritt wurde das entsprechende Agens entfernt und nach Abschluss des jeweilig letzten
Schrittes wurde 1x PBS (pH 7,4) auf die Biofilme gegeben. Die Ermittlung einer ersten
Keimzahlkinetik erfolgte unmittelbar nach Durchfiihrung des Versuchs zum Zeitpunkt 0 und
zum anderen nach einer 24-stiindigen Bebriitungszeit bei 37 °C/ 5 % CO,. Die Kavitéiten der
Versuchsreihe, aus der die Lebendkeimzahl nach der 24-stiindigen Inkubationszeit ermittelt
wurde, wurden nach Abschluss der Behandlung mit einem frischen BHI-Mucin-Medium
versehen. Ein unbehandelte Vertiefung diente als Negativkontrolle und ein mit einer 5 %-igen

Natriumhypochloritlosung versehene Vertiefung als Positivkontrolle.

Abbildung 8: Schematische Darstellung zur aeroben Ozonappli-

2 4 5

O direkt nach der Untersuchung. Ozonapplikation mit 60 s (A3), 120 s
- (A4), 180 s (AS5), 300 s (A6), mit O3 und anschlieBend Na:2$203 (60 s)

fiir 60 s (B3), 120's (B4), 180 s (B 5) und 300 s (B 6), NaOCI 5 %
O 60s 0s +N (60 s) diente als Positivkontrolle (A2 und C2) und eine Kultur

unbehandelt als Negativkontrolle (A1 und C1). Mit den Reihen C und

kation. Die Biofilme in den einzelnen Kavititen der 24-Well

Zellkultur-Platten wurden mit den unter 3.1. genannten Substanzen

>
(1)-

versetzt — Reihe A und B: Die Bestimmung der KBE/ ml erfolgte

ééo

-4
=
g
o

D wurde gleich verfahren; es erfolgte eine Inkubation fiir 24 Stunden
und  anschiefende  eine  Bestimmung der KBE/ml
Legende/ Abkiirzungen: NK (Negativkontrolle), Na>S>03 (Natrium-
thiosulfat), NaOCl (Natriumhypochlorit), O3 (Ozon)
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2.18.2. Kombinierte Behandlung der Biofilme mit Natriumhypochlorit, Natriumthiosulfat und
Ozon

Analog zu dem Versuchsaufbau im Abschnitt 2.17.1. wurde direkt nach der Ozonexposition
mit 60 s bzw. 120 s eine 5 %-igen Natriumhypochloritlosung und im Anschluss eine Natrium-
thiosulfatlosung auf die Biofilme aufgetragen. Die Applikationszeiten des Natriumhypochlorits
und Natriumthiosulfats betrugen jeweils 60 s.

Wie schon in dem vorhergehenden Versuch wurde nach jedem Schritt das entsprechende
Agens entfernt. Nach Abschluss des jeweilig letzten Schrittes wurde 1x PBS (pH 7,4) auf die
Biofilme gegeben. Auch hier wurde die erste Lebendkeimzahl der untersuchten Biofilme direkt
nach Abschluss der Untersuchung zum Zeitpunkt 0 h durchgefiihrt und nach einer 24- stiindigen
Bebriitungszeit bei 37 °C/ 5 % CO,. Die Versuchsreihe, deren Lebendkeimzahl nach der
24-stiindigen Inkubationszeit ermittelt wurde, wurde nach Abschluss der Behandlung mit
einem frischen BHI-Mucin-Medium versehen. Eine unbehandeltes Vertiefung diente als
Negativkontrolle und eine mit einer 5%-igen Natriumhypochloritlosung versehene Vertiefung
als Positivkontrolle. In diesem Versuch wurde noch eine zweite Positivkontrolle mit NaOCl
und NaxS;03; hinzugefiigt, um die Antidot- Wirkung des Na>S>O; zu untersuchen. Die

Applikationszeiten blieben mit jeweils 60 s unverindert.

2 3

s + NaOCI
+NT
60s + NaOCl 1205* NaOCI
+NT

o0
QOO

Abbildung 9: Schematische Darstellung zur aecroben Ozonapplikation. Die Biofilme in den einzelnen Kavititen der 24-

120s + NaOCI
+NT

(-

vy)

OO

o

OO‘.»
90 O
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Népfchen Zellkultur-Platten wurden analog zu Versuch 2.17.1 nach einer Ozonapplikation von 60 s und 120 s mit
Natriumhypochlorit (tap 60 s) und im Anschluss mit Natriumthiosulfat (tar 60 s) behandelt. Als Negativkontrolle diente eine
unbehandelte Vertiefung. In diesem Versuch wurden zwei Positivkontrollen etabliert: Die erste alleinig mit NaOCI und eine
zweite mit NaOCl und Na2S20s. Reihe A: Bestimmung der KBE/ ml direkt nach der Untersuchung. Negativkontrolle (A1),
Positivkontrolle (A2), NaOCl und Na2S203 (A3), Ozonapplikation mit 60 s/ NaOCl/ Na2S203 (A4), Ozonapplikation (O3) mit
120 s/ NaOCl/ Naz2S203 (A4). Mit der Reihe B wurde gleich verfahren; es erfolgte eine Inkubation fiir 24 h und anschlieBend
die Bestimmung der KBE/ml. Legende/ Abkiirzungen: NK (Negativkontrolle), Na>S203 (Natriumthiosulfat), NaOCl
(Natriumhypochlorit), O3 (Ozon)
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2.18.3. Untersuchung der Wirkung von Ozon auf planktonische Zellen

Neben der Untersuchung der Wirkung von Ozon auf Biofilmstrukturen sollte auch der Effekt
dieses Agens auf planktonische Zellen, speziell in der exponentiellen Wachstumsphase,
bestimmt werden. Fiir diesen Versuch wurden zundchst Wachstumsbestimmungen mit
S. mutans DSM 20523 und E. faecalis 1942 in BHI-Mucin-Medium durchgefiihrt.

Die Ozon-Behandlung beider Stidmme erfolgte in der ermittelten exponentiellen
Wachstumsphase Phase in BHI-Mucin-Medium (Applikationszeit (tap) fiir S. mutans
DSM 20523 nach einer Wachstumszeit von t =5 h und fiir E. faecalis 1942 nach t =3 h). Die
festgesetzten Zeitpunkte der Untersuchung entsprachen dabei der visuellen Mitte der
exponentiellen Phase der vorher ermittelten Wachstumskurve. Zum Zeitpunkt der
Untersuchung wurde 1 ml der jeweiligen Bakteriensuspension in eine sterile, unbeschichtete
Kavitét einer 24-Well Zellkultur-Platte {iberfiihrt und anschlieBend jeweils fiir 60 bzw. 300 s
mit O3 behandelt. Im Anschluss wurde die Lebendkeimzahl aller Proben bestimmt. Zusitzlich
wurde eine unbehandelte Kontrolle derselben Zeitpunkte mitgefiihrt.

a) Negativkontrolle, unbehandelt S. mutans bzw. E. faecalis

b) Ostap =60 s S. mutans bzw. E. faecalis
c) Ostap =300 s S. mutans bzw. E. faecalis

2.18.4. Untersuchung der Ozonwirkung unter anaeroben Bedingungen

Die Biofilme der obligaten Anaerobier Parvimonas micra und Fusobacterium nucleatum
wurden nach dem in Abschnitt 2.10. beschriebenen Protokoll zur Biofilmbildung kultiviert
(s.2.10.). Zunichst wurde von beiden Bakterienisolaten einen Ubernachtkultur in BHI-
Medium + Glutamat angezogen. Im Anschluss erfolgte die Herstellung einer Bakterien-
suspension 1:10 in BHI-Mucin 0,1 %. Von der hergestellten Bakteriensuspension wurde
jeweils 1000 pl in ein Well einer 24-Kavititen Zellkultur-Platte {iberfiihrt und fiir 72 h inkubiert
(80 % N2, 10 % CO2, 10 % Hz). Am Tag des Versuchs (nach 72 h Inkubation) wurden das
NazS203 und das NaOCl mit anaerob gelagertem 1x PBS (pH 7,4) frisch zubereitet. Die
Konzentrationen wurden analog zu den oben beschriebenen Untersuchungen gewéhlt

(Natriumthiosulfat 1,46 g/ 1000 ml 1x PBS (pH 7,4); NaOCl 5 %/ 1x PBS (pH 7,4)).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Ozonapplikation auf
die obligat anaeroben Keime. Reihe A und B. Die Bestimmung der
KBE/ ml erfolgte direkt nach der Untersuchung. Ozonapplikation
mit 60 s (A3), 300 s (A4), mit Ozon und anschliefend Na2S20;3 fiir
60 s (B3) und 300 s (B4), NaOCl 5 % diente als Positivkontrolle

00,

Cc 0360s | 03 300 (Al und Cl1) und eine unbehandelte Kultur als Negativkontrolle
(A2 und C2). Mit den Reihen C und D wurde gleich verfahren. Es

D 03 60s +)(03 300s
Q b AN erfolgte eine Inkubation fiir 24 Stunden und anschliefende eine
Bestimmung der LKZ/ml. Legende/ Abkiirzungen: NK
(Negativkontrolle),  NaxS203  (Natriumthiosulfat), ~ NaOCl

(Natriumhypochlorit), O3 (Ozon)

In diesem Experiment wurde zuerst die Behandlung der Negativkontrolle und der
Positivkontrolle durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente eine unbehandelte Kavitdt. Als
Positivkontrolle wurde ein Biofilm mit einer 5%-igen Natriumhypochloritldsung versehen.
Zundchst wurde das Medium entfernt, die Biofilme mit 1x PBS (pH 7.,4) vorsichtig
gespiilt, und anschlieBend mit O3 behandelt. Das nachste Népfchen wurde zunédchst mit Ozon
und im Anschluss mit Natriumthiosulfat fiir 60 s behandelt. Nach jedem Schritt wurde das
entsprechende Agens entfernt und nach Abschluss des jeweilig letzten Schrittes wurde 1x PBS
(pH 7,4) auf die Biofilme gegeben. Im Anschluss erfolgte sukzessiv die Behandlung der
restlichen Biofilmkulturen nach dem in Abbildung 10 genannten Schema.
Die Lebendkeimzahlen wurden direkt nach der Behandlung (Zeitpunkt 0 h) und zum anderen
nach 24 h anaerober Bebriitungszeit bei 37 °C ermittelt. In letzterem Fall wurden die Biofilme
mit BHI-Mucin-Medium anstelle von PBS inkubiert.
2.19.

2.19.1. Fluoreszenzmikroskopie

Dokumentation von Biofilmstrukturen

Fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurde eine Lebend-/Totfarbung mit dem BacLight Bacterial
Viability Kit (Invitrogen, Darmstadt) durchgefiihrt. Damit konnten zum einen die Bakterien an
sich sichtbar gemacht und zum anderen eine Aussage iliber deren Vitalitdt getroffen werden.
Die Biofilme wurden in unbeschichteten 24-Kavititen Zellkultur-Platten aerob bzw. anaerob
kultiviert. Dabei befand sich in jeder Vertiefung ein rundes, steriles, unbeschichtetes
Plastikdeckglidschen (Durchmesser 13 mm, Nunc, Wiesbaden, D), welches nach der jeweiligen
Bebriitungsdauer aus den Kavititen herausgenommen und fiir die Mikroskopie verwendet
werden konnte. Nach einer Inkubationszeit von 24 bzw. 72 Stunden wurde das Ndhrmedium
entfernt und die Biofilme vorsichtig mit 1 ml 1x PBS (pH 7,4) gewaschen. Im Nachfolgenden
wurden die Farblosung (Syto9/ Propidiumiodid 1:1) 1:1000 in 1x PBS (pH 7.,4) verdiinnt und

auf die Biofilme gegeben. Nach einer 10-15-miniitigen Inkubation im Dunkeln erfolgte die
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fluoreszenzmikroskopische Dokumentation mit dem Fluoreszenzmikroskop BX60 unter
Verwendung der Filter U-MWB (Ex 470490, Em 520 nm), U-MWU (Ex 330-385 nm,
Em 420 nm) und U-MWG (Ex 510-550 nm, Em 590 nm) (Olympus, Hamburg, D) sowie die
Bilddokumentation mittels einer angeschlossenen Digitalkamera (Leica, Solms, D).

Die Lebend-Tod-Farbung basiert auf dem Zusammenspiel zweier Farbstoffe — dem griin
fluoreszierenden SYTO 9 und dem rot fluoreszierenden Propidiumiodid. Die beiden Farbstoftfe
unterscheiden sich in ihrer Fahigkeit die Zellwande lebender Zellen zu passieren. SYTO 9 kann
sowohl tote als auch lebende Zellen markieren. Propidiumiodid kann dahingegen als
kationisches Molekiil nicht die intakte Cytoplasmamembran lebender Zellen durchdringen,
sondern nur die Membran beschédigter Zellen. Dort lagert es sich an die DNA an und lésst die
Zelle rot fluoreszieren.” Daher erscheinen lebende Bakterien unter dem Fluoreszenzmikroskop
als griine, beschidigte bzw. toten Bakterien als rote Strukturen.

2.19.2. Rasterelektronenmikroskopie

In Anlehnung an die Prédparation der Biofilmstrukturen fiir die Fluoreszensmikroskopie wurden
auch hier die Mono-Spezies- Kulturen fiir die Versuche mit den fakultativ anaeroben Bakterien
bzw. den obligat anaeroben Bakterien in unbeschichtete 24-Népfchen Zellkultur-Platten mit je
einem runden, sterilen, unbeschichteten Plastikdeckglédschen (Durchmesser 13 mm, Nunc,
Wiesbaden, D) pro Vertiefung inokuliert. Nach dem jeweiligen experimentellen Ansatz zur
Ozonapplikation wurden die Proben direkt im Anschluss oder nach einer aeroben oder
anaeroben Inkubation von 24 Stunden bzw. 72 Stunden fiir die Rasterelektronenmikroskopie
vorbereitet. Dazu wurde das Ndhrmedium entfernt, die Proben vorsichtig mit 1x PBS (pH 7,4)
gewaschen und anschlielend flir mindestens 24 Stunden bei 4 °C in 2,5 % Glutardialdehyd-
Losung (9 ml 0,1 M Natriumphosphatpuffer [pH 7,4], 1 ml 25 % Glutardialdehyd-Losung
[Merck, Darmstadt, D]) fixiert. Die fixierten Proben wurden dann im Elektronmikroskopischen
Zentrum der Universitdt Rostock (EMZ, Uniklinik Rostock) wie folgt weiterbehandelt: Die
Fixationslosung wurde entfernt und die Deckgldschen 3mal mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer
(pH 7,4) gewaschen. AnschlieBend wurden die Proben in einer aufsteigenden Ethanolreihe
getrocknet (5 min 30 %, 5 min 50 %, 10 min 70 %, 15 min 90 %, 2mal 10 min 100 %).
Nachfolgend wurden die Proben einer ,Kritischen-Punkt-Trocknung* (Kritischer-Punkt-
Trockner, Emitech, Ashford, UK) nach Herstellerangaben unterworfen. Die getrockneten
Proben wurden schlieBlich mit 10 nm Gold beschichtet und anschlieBend mit dem

Elektronenmikroskop Zeiss DSM 960A analysiert.
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2.20.  Statistische Auswertung

Um eine statistische Auswertung durchfiihren zu kénnen, wurde der jeweilige Versuchsaufbau
mit mindestens drei unabhidngigen biologischen Replikaten und jeweils einem technischen
Replikat pro einzelnem Versuch ausgefiihrt. Die statistische Auswertung erfolgte unter der
Zuhilfenahme von SPSS 19.0 und Microsoft Office Excel 2007. In der deskriptiven Statistik
erfolgte die Ermittlung der Mittelwerte, der Standardabweichung und Standardfehler sowie der
Konfidenzintervalle. Der Mann-Whitney-Test (U-Test) diente dem statistischen Vergleich. Der
Schwellenwert fiir das Signifikanzniveau wurde hier mit p = 0,05 festgelegt. Bei einer
100 %-igen Eradizierung erfolgte keine Berechnung der Signifikanzen. Die Auswertung der
fluoreszenzmikroskopischen und rasterelektronmikroskopischen Aufnahmen erfolgte

deskriptiv.
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3. Ergebnisse
3.1. Biofilmbildung der ausgewiihlten Teststimme in BHI-Medium
Vor Versuchsbeginn wurden die ausgewéhlten Teststimme von S. mutans und E. faecalis auf
die Fahigkeit zur Biofilmbildung in dem verwendeten Néhrmedium Brain-Heart-Infusion
(Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) untersucht. Hierzu wurde das Verfahren einer
indirekten Biozellmassenbestimmung — der Safranin-Assay — gewéhlt.

Die Bestimmung der Biofilm-Masse erfolgte an drei aufeinanderfolgenden Tagen. Eine
OD4920m > 0,01 bis < 0,05 wurde als Anhalt fiir einen einschichtigen Monolayer und ab einer

OD4920m > 0,05 als eine mehrschichtige Biofilmbildung gewertet.!%?

3.1.1.  Biofilmbildung der S. mutans-Teststimme

Wie die Abbildung 1 zeigt, waren alle drei getesteten S. mutans-Isolate unter den gewéhlten
Bedingungen in der Lage mehrschichtige Biofilmstrukturen zu bilden, wobei fiir den Stamm
S. mutans 6178 eine Abnahme der Biofilm-Masse nach 72 Stunden zu beobachten war. Anhand
der erhaltenen Daten zu den Biofilm-Massen wurden nachfolgende Ozon-Untersuchungen an
24 Stunden alten Biofilmen von S. mutans 4300 und S. mutans 6178 bzw. an 48 Stunden alten
Biofilmen von S. mutans DSM 20523 durchgefiihrt .

025 - Abbildung 11: Darstellung der Biofilm-Massen nach
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schichtige Zellrasen detektiert werden. Bei dem

0,00 . L
S R L S Bakterienstamm S. mutans DSM 20523 tritt dies nach

mTag1 =Tag2? =Tag3 48 Stunden ein. Den untersuchten Bakterienstimmen ist
eine Ausbildung eines mehrschichtigen Zellrasens nach

einer Inkubation von 24 Stunden gemeinsam.

3.1.2.  Biofilmbildung E. faecalis-Teststimme

Mit gleicher Methodik wie fiir die 3 S. mutans-Stimmen wurden auch 3 E. faecalis-Stimme
untersucht. Alle drei Isolate bildeten in dem gewéhlten Medium BHI zunéchst eine monolayer,
also einen einschichtigen Bakterienzellrasen, aus, wiahrend mehrschichtige Strukturen erst nach
72 h (OD492 > 0,05) detektiert werden konnten (s. Abb. 12). Dabei verhielten sich alle drei

E. faecalis-Isolate anndhernd gleich.
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0,08 - Abbildung 12: Darstellung der Biofilmmassen nach
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wTagi wTag? wTag3
3.2. Bestimmung des Biofilmwachstums in BHI mit verschiedenen Mucin-
Konzentrationen

Um die Versuche den realen Umgebungsbedingungen in der Mundhohle anzundhern, wurden
die in vitro-Untersuchungen mit dem Néhrmedium BHI (Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
England) und dem Zusatz Mucin durchgefiihrt. Mucin wird von mukdsen Driisen der
Mundhdhle sezerniert und dient auf der oralen Schleimhaut als eine protektive Barriere gegen
chemische und mechanische Einfliisse.**%® Therapeutisch wie auch zu Forschungszwecken
wird Mucin zur Herstellung kiinstlichen Speichels benutzt.??

In Vorversuchen wurde gepriift, bei welcher Mucin-Konzentration die zu testenden
Stimme noch in der Lage waren, Biofilm-Strukturen zu bilden. Dazu wurde BHI mit
aufsteigenden Mucin Konzentrationen von 0,1 %, 0,5% und 1% versetzt und die
Biofilmbildung der verschiedenen Stimme getestet. Die Quantifizierung der Biofilm-Masse
erfolgte wiederum mittels Safranin-Farbung.

Die verschiedenen S. mutans-Stdimme konnten unter Verwendung von 0,1 % Mucin eine
mehrschichtige Biofilmstruktur ausbilden. Hohere Konzentrationen verhinderten diesen
Phanotyp jedoch. Alle 3 S. mutans-Stimme konnten in BHI-Medium mit 0,5 % bzw. 1 %
Mucin nur noch einschichtige Zellrasen (Monolayer) bilden (s. Abb. 13).

Die gewihlten 3 E. faecalis-Stimme konnten in BHI und Mucin unabhingig von der
Mucin-Konzentration nur noch einschichtige Bakterienzellrasen bilden (s. Abb. 14). Aufgrund
dieser Resultate wurden zur Simulation der realen Bedingungen in der Mundhdhle alle

nachfolgenden Experimente mit BHI plus 0,1 % Mucin durchgefiihrt.
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Abbildung 13: Darstellung der Biofilmmasse
nach Safraninfarbung und ODag2-Messung der
verschiedenen S. mutans-Isolate in BHI-
Medium mit verschiedenen Mucin-Konzen-
trationen. Die Inkubation betrdgt 24 bzw.
48 Stunden bei 37°C/5% COa2. Unter
Verwendung einer 0,1 % BHI-Mucin-Losung
konnte ein mehrschichtiges Biofilmwachstum
fiir alle getesteten S. mutans-Stimme erreicht

werden.

Tabelle 2: Analyse der Biofilm-Bildung der S. mutans-Isolate in BHI-Medium mit aufsteigenden Mucinkonzentrationen mit

Berechnung der Standardabweichung, Standardfehler und Konfidenzintervalle fiir den Mittelwert.

Mucinkonzentration n Mittelwert Standard- Standard- 95 % Konfidenzintervall
in % der ODyo;- abweichung fehler fiir Mittelwert
Messung Untergrenze Obergrenze
a. S. mutans DSM 20523
0,1 6 0,107 0,009 0,004 0,097 0,116
0,5 6 0,038 0,011 0,004 0,027 0,049
1 6 0,014 0,003 0,001 0,011 0,016
b. S. mutans Klinisches Isolat 4300
0,1 6 0,090 0,026 0,011 0,063 0,117
0,5 6 0,032 0,006 0,003 0,025 0,039
1 6 0,018 0,002 0,001 0,016 0,020
c. S. mutans Klinisches Isolat 6178
0,1 6 0,085 0,016 0,007 0,068 0,102
0,5 6 0,032 0,010 0,004 0,021 0,043
1 6 0,020 0,008 0,003 0,012 0,028
0,080 Abbildung 14: Darstellung der Biofilmbildung nach
Safranin-Féarbung und ODag2-Messung der verschiedenen
v E. faecalis-Isolate in BHI-Medium mit verschiedenen
E 0,020 - Mucin-Konzentrationen. Die Inkubation betrdgt 24 Stun-
% I I I den bei 37 °C/ 5 % COz. Unter Verwendung einer 0,1 %
_:% e Mucin-BHI-Lésung zeigte sich eine Ausbildung eines
g it | einschichtigen Biofilmlayers.
0,005 -
0,000 -

E.faecalis 1942 E. Faecalis 20473

w0,10% =0,50% m1%

E. Faecalis 1904
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Tabelle 3: Analyse der Biofilm-Bildung der E. faecalis- Isolate in BHI-Medium mit aufsteigenden Mucinkonzentrationen mit

Berechnung der Standardabweichung, Standardfehler und Konfidenzintervalle fiir den Mittelwert.

Mucinkonzentration N Mittelwerte Standard- Standard- 95 % Konfidenzintervall
in % der ODyo;- abweichung fehler fiir Mittelwert
Messung Untergrenze Obergrenze

a. E. faecalis 1942

0,1 6 0,023 0,002 0,001 0,021 0,026
0,5 6 0,017 0,001 0,000 0,016 0,017
1 6 0,019 0,003 0,001 0,016 0,022

b. E. faecalis DSMZ 20478

0,1 6 0,022 0,001 0,000 0,021 0,023
0,5 6 0,022 0,004 0,002 0,017 0,026
1 6 0,018 0,003 0,001 0,015 0,021
c. E. faecalis 1904

0,1 6 0,019 0,004 0,002 0,015 0,024
0,5 6 0,019 0,004 0,002 0,015 0,023
1 6 0,017 0,001 0,001 0,015 0,018

3.3. Untersuchung des Einflusses von Natriumhypochlorit und Natriumthiosulfat

auf die Lebensfihigkeit und Biofilmbildung von S. mutans und E. faecalis
NaOCl besitzt oxidierende wie auch hydrolysierende Eigenschaften, wirkt bakterizid sowie
proteolytisch. Zur Wunddesinfektion werden NaOCI-Losungen schon seit 1915 genutzt; seit
den frithen zwanziger Jahren des letzten Jahrhunderts wird es ebenso in der Endodontie
verwendet.?!

NaOCl diente in der vorliegenden Dissertation als Positivkontrolle einer bakteriziden
Wirkung. Dies wurde in entsprechenden Vorversuchen (s. 3.3.1) an allen zu testenden Stimmen
zundchst Uberpriift. Parallel dazu wurde Na2S:03; verwendet. Diese Substanz besitzt
reduzierende Eigenschaften und wurde in der vorliegenden Dissertation zum Neutralisieren, als
sogenannter Neutralizer, der verwendeten Oxidantien Ozon und NaOCIl verwendet.!%® In
entsprechenden Vorversuchen wurde zunédchst iiberpriift, ob das Reduktionsmittel Na>S>0;
einen oder keinen bakteriziden Effekt hat bzw. eine neutralisierende Wirkung besitzt. Die
Versuchsreihen mit beiden Substanzen fullen auf den fiir die eigentliche Ozon-Untersuchung
gewihlten Untersuchungszeitpunkten direkt nach der Applikation (0 h) und 24 Stunden nach
Ozon-Applikation. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Kulturen.

3.3.1.  Uberlebensfiihigkeit von S. mutans unter Verwendung von NaOCI und Na>S-0;
Fiir die Bestimmung der Uberlebensfihigkeit unter Verwendung von NaOCI und Na»S,0s
wurden die untersuchten Teststimme (24 h bzw. 48 h alten Biofilme) Raumluft (1), NaOCI (2),
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NaxS203 (3) und NaOCI mit nachgeschalteter Zugabe von Na>S>03, (4) fur jeweils 15 min
ausgesetzt. Die Uberlebensfihigkeit wurde anhand der Bestimmung der Lebendkeimzahlen
(LKZ) sowohl direkt nach bzw. 24 Stunden nach Substanz-Zugabe bestimmt. Die Abbildung 5
spiegelt am Beispiel von S. mutans 20523 die Ergebnisse der fiir die verschiedenen S. mutans-
Teststimme wieder.

Fiir jeden der drei Teststimme, der nur mit Na>S>03 (3) behandelt wurde, lieB sich keine
Anderung der LKZ im Vergleich zur Negativkontrolle Raumluft ermitteln (p-Wert 0,121). Bei
den Teststimmen, die zundchst mit NaOCl und anschlie3end mit Na>S>O3; behandelt wurden,
lie} sich dagegen kein Wachstum detektieren. Diese Ergebnisse dnderten sich auch nach 24-
stiindiger Inkubation der Proben nicht: Na>S>0; hatte keinen neutralisierenden Einfluss auf das
Wachstum der S. mutans-Stamme (p-Wert 0,827) nach einer Kontaktzeit mit 15 Minuten. Bei
den Proben, die nur mit NaOCI fiir 15 Minuten behandelt konnte weder in der unmittelbaren
Bestimmung nach Behandlung noch nach 24 Stunden Inkubation Kolonie-bildende Einheiten

detektiert werden.

1.00E+10 - Abbildung 15: Bestimmung der Lebendkeimzahlen mit
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S, mutans DSM 20523 Oh = S. mutans DSM 20523 24h

S. mutans DSM 20523. Die Untersuchungen wurden direkt
nach der Behandlung mit dem jeweiligen Agens und nach

einer Inkubationszeit von 24 Stunden durchgefiihrt. In den

KBE/ ml

Proben, welche mit NaOCl 5 % behandelt wurden, konnten
an beiden Messzeitpunkten keine Kolonien bestimmt
werden. Gleiches gilt fiir die Proben, die mit NaOCI 5 %
und nachfolgend Na2S:03 behandelt wurden. Na2S203

NaOCI 5%  NT NaOCI

504/ NT alleine hatte keinen wachstumshemmenden Effekt auf die

Kolonien. NK - Negativkontrolle, NT - Na2S>03
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Tabelle 4: Der Einfluss von Chlorbleiche (Natriumhypochlorit) und einem Oxidationsschutzmittel (Natriumthiosulfat) auf die
Keimzahl von Biofilm-assoziierten Bakterien am Beispiel von S. mutans DSM 20523. Die Keimzahlen pro ml suspendiertem
Biofilm werden als exponentielle Werte auf der Basis von 10 dargestellt.? Es erfolgte keine statistische Auswertung bei einer

100%igen Eradizierung.

Wert n Mittel- Standard- Standard- 95 % Konfidenzintervall
werte der abweich- fehler fiir Mittelwert
Keimzahl ung Unter- Ober- p-Wert
messung grenze grenze
a. S. mutans DSM 20523, Messzeitpunkt = Oh
Negativ- 2 1,06E+08  7,07E+07  5,00E+07  -529E+08  7,41E+08
kontrolle
NaOCl5 % 2 0 0 0 0 0 -2
NazS$:03 2 4,40E+08 6,36E+07 4,50E+07 -1,32E+08 1,01E+09 0,121
0,
NaOCl5 % 2 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 2
NazS:03
b. S. mutans DSM 20523, Messzeitpunkt =24 h
Negativ- 3 1,88E+08  2,54E+08  1,46E+08  -4,42E+08  8,18E+08
kontrolle
NaOCl5 % 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 2
Na2S$:03 3 1,29E+08 1,31E+08 7,54E+07 -1,95E+08 4,53E+08 0,827
0
NaOC15 % 3 0.00E+00  0,00E400  000E+00  000E+00  000E+00 -
NazS:03

3.3.2.  Uberlebensfiihigkeit von E. faecalis unter Verwendung von NaOCl und Na>S>03

Mit den E. faecalis-Stimmen wurde in gleicher Weise wie mit den S. mutans-Stimmen
verfahren. Die Teststimme (72 h alte Bakterienzellrasen) wurden zum Zeitpunkt Null ebenfalls
Raumluft (1), Natriumhypochlorit (2), Natriumthiosulfat (3) und Natriumhypochlorit mit
anschliefender Natriumthiosulfatzugabe (4) ausgesetzt. Die Inkubationszeiten mit
Natriumthiosulfat (2) und NaOCl/ Na;S,03; (4) betrug jeweils 15 Minuten. Die Probe 1
(Raumluft) diente auch hier wieder als Negativkontrolle. Das Ergebnis dieses Vorversuches
war dhnlich wie fiir die S. mutans-Stdmme (s. Abb. 6).

Auch hier hatte die Behandlung der Biofilm-Strukturen mit Na>S>O3 keinen Einfluss auf
die Kultivierbarkeit von E. faecalis. Unter dem Einfluss von NaOCI konnten die Bakterien
dagegen nicht mehr kultiviert werden. Die Nachbehandlung der Proben mit Na»S»;O3 hatte
hinsichtlich der Uberlebensfihigkeit bzw. Kultivierbarkeit der E. faecalis-Stimme, wie auch
bei den o. g. Versuchen mit den S. mutans-Stimmen, keinen neutralisierenden Effekt auf das

NaOCl, so dass auch hier keine Keime kultiviert werden konnten.
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1.00E+10 - Abbildung 16: Bestimmung der Lebendkeimzahlen in

1,00E+08 - -

1,00E+06 -

1,00E+04 -

1,00E+02 -

1,00E+00 - .
NK

m E faecalis 1942 Oh E faecalis 1942 24h

den Vorversuchen mit E. faecalis 1942. In den

Proben, welche mit NaOCl 5 % behandelt wurden,

konnten an beiden Messzeitpunkten keine Kolonien
NT

bestimmt werden. Gleiches gilt fiir die Proben, die mit

KBE/ ml

NaOCl 5 % und NazS;03 behandelt wurden sind.
NazS20s alleine hatte keinen wachstumshemmenden
Effekt auf die Kolonien. NK - Negativkontrolle,
NT - Na2S203

NaOCI 5%/
NT

NaOCI 5%

Tabelle 5: Der Einfluss von Chlorbleiche (Natriumhypochlorit) und einem Oxidationsschutzmittel (Natriumthiosulfat) auf die
Keimzahl von Biofilm-assoziierten Bakterien am Beispiel von E. faecalis 1942. Die Keimzahlen pro ml suspendiertem Biofilm
werden als exponentielle Werte auf der Basis von 10 dargestellt.® Es erfolgte keine statistische Auswertung bei einer

vollstandigen Eradizierung.

n  Mittelwerte Standard- Standard- 95 %
der abweichung fehler Konfidenzintervall fiir
Keimzahl- Mittelwert
messung Untergrenz ~ Obergren p-
e ze Wert

a. E. faecalis 1942, Messzeitpunkt =0 h

Negativkontrolle 2 4,58E+08 2,44E+08 1,72E+08 -1,73E+09  2,65E+09 -2
NaOCl5 % 2 0 0 0 0 0 -2
Na2S:03 2 7,53E+08 1,73E+08 1,23E+08 -8,04E+08 2,31E+09 0,221
NaOC1S % 2 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00 0,102
Na:zS:03
b. E. faecalis 1942, Messzeitpunkt =24 h
Negativkontrolle 3 3,51E+08 1,43E+08 8,28 E+07 -4,73E+06  7,07E+08 -2
NaOCl 5 % 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 -8
Na2S:03 3 3,33E+08 5,25E+07 3,03E+07 2,03E+08  4,64E+08 0,83
o,

NaOCIS % 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00 3,00
NazS:03

34. Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Analysen

Mit der Bestimmung der Lebendkeimzahl wurde eine quantitative Aussage zu den unter
gegebenen Bedingungen kultivierbaren Bakterien gemacht. Mit der Fluoreszenzmikroskopie
dahingegen konnte unter Zuhilfenahme entsprechender Farbemethoden eine qualitative
Aussage zu der Viabilitit der Zellen gemacht werden. Analog zur Bestimmung der Lebend-
keimzahl wurde in diesem Vorversuch die Anzucht und Behandlung der Biofilm-Strukturen
durchgefiihrt (s. auch 3.3.1 und 3.3.2). Anschlieend erfolgte die Fluoreszenzmikroskopie der
Biofilm-Strukturen, die zuvor mit Hilfe einer Lebend-/ Tod-Farbung (BacLight Bacterial

Viability Kit, Invitrogen, Darmstadt) angefarbt worden waren.
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3.4.1.  Resultate der Fluoreszenzmikroskopie fiir S. mutans

Die fluoreszenzmikroskopischen Analysen nach den verschiedenen Behandlungsstrategien
zeigten, dass ein Unterschied in der Viabilitit bei den mit Na»S>O3 behandelten Proben
gegeniiber den mit NaOCl bzw. NaOCI und anschlieBend mit Na>S>O3 behandelten Proben
bestand.

Die Kulturen der Negativkontrolle wiesen in der fluoreszenzmikroskopischen Analyse
einen dichten, mehrschichtigen Zellrasen (multilayer) mit vorwiegend griin gefarbten, also
lebenden Zellen auf (s. Abb. 17-18). Fiir die Kulturen, die mit Na>S,0O3 behandelt wurden sind,
konnte ein dhnliches Bild beschrieben werden (s. Abb. 21-22). Dagegen zeigten die Kulturen
die nur bzw. erst mit NaOCIl und anschlieBend mit Na2S>0; (s. Abb. 19-20 und 23-24)
inkubiert wurden, ein gegensétzliches Bild. In beiden Proben konnte zum einen eine deutliche
Abnahme adhédrenter Bakterien beobachtet werden, und zum anderen fluoreszierten die
Bakterien gelblich bzw. orange, was flir tote Zellen sprach. Die fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen 24 Stunden nach Behandlung der Biofilm-Strukturen mit den entsprechenden

Substanzen zeigten dhnliche Resultate.

Abbildung 17-18: Fluoreszenzmikro-
skopische Untersuchung von
S. mutans DSM 20523, Negativ-
kontrolle, direkt nach einer Luft-
exposition (0h) und nach 24h
Erholungsphase, 100fache Vergrof3er-

ung

d i . /
S. mutans DSM 20523, NK, Messzeitpunkt Oh # S. mutans DSM 20523,'NK, Messzeitpunkt 24h

Abbildung 19 -20:  Fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchung von
S. mutans DSM 20523, Positiv-
kontrolle durch Exposition gegen
NaOCl 5 %, direkt nach Behandlung
(0 h) und nach 24 h Erholungsphase,

100fache Vergroferung

S.mutans DSM 20523, NaOCl 5%, S.mutans DSM 20523, NaOCl 5%,
Messzeitpunkt Oh Messzeitpunkt 24h
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Abbildung 21-22:
Fluoreszenzmikro-
skopische Untersuchung
von S. mutans DSM 20523
nach Exposition
gegenNatriumthiosulfat
(NazS203), direkt nach
Behandlung (0h) wund
nach 24 h Er-

L5 i
.mytans DSM 20523, Na 5,50, ™ DSM 20523, Na,$,50;,

Messzeitpunkt Oh

punkt 24h

holungsphase, 100fache

Vergroflerung

Abbildung 23-24:
Fluoreszenzmikro-
skopische Untersuchung
von S mutans DSM

20523, Exposition gegen

. : )
S. mutans DSM 20523, NaOCE5%/ NaS;S0;, S. mutans DSM 20523, NaOCI 5%/ Na,SS0s, Natriumhypochlorit
M : Messzeitpunkt 24h
esszeitpunkt Oh
(NaOCl) und
Natriumthiosulfat

(NazS03), direkt nach
Behandlung (0h) wund

nach 24 h
Erholungsphase,
100fache Vergrofderung

3.4.2.  Resultate der Fluoreszenzmikroskopie fiir E. faecalis

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Negativkontrolle sowie der Testkulturen, die
mit NaxS>O3 behandelt wurden, zeigten, dhnlich wie fiir S. mutans einen zusammenhédngenden
einschichtigen Zellrasen (monolayer) lebender, griin-fluoreszierender Zellen. Die Biofilm-
Strukturen, die mit NaOCl und NaxS>0; behandelt wurden, zeigten in der unmittelbar
anschlieBenden Untersuchung (Zeitpunkt 0 h nach Behandlung) einen weniger ausgeprégten
Zellrasen. Der Zellverband war aufgelockert. Dennoch lieen sich hier eindeutig griin
fluoreszierende und demnach intakte, vitale Zellen nachweisen. Nach 24-stiindiger Inkubation
wurden fiir die Negativkontrolle bzw. die mit Na,S>03 behandelten Proben kaum Anderung in

der Viabilitdt oder Biofilm-Struktur detektiert (Abb. 25-26 und Abb. 29-30). Bei beiden
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Proben zeigte sich ein, wenn auch weniger dicht ausgeprégter, einschichtiger Zellrasen und
vereinzelt wurden gelb und rot-fluoreszierende Bakterienzellen dokumentiert. Die Proben, die
mit NaOCI und anschlieBend Na>S>03 (Abb. 31-32) behandelt wurden, zeigten im Vergleich
dazu eine deutliche verringerte Zellmasse mit nur vereinzelt nachweisbaren Zellen. Diese
waren jedoch wie bereits direkt nach der Behandlung beobachtet griin fluoreszierend und
demzufolge vital. Dies spricht filir einen sogenannten VBNC-Status (viable but non culturable)

der Bakterien .

Abbildung 25-26: Fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchung von
E. faeaclis 1942 Negativkontrolle,
direkt nach Luftexposition (0 h) und
nach 24 h Erholungsphase,
100fache VergroBerung

L
' LR o

E. fagcal{$1942, NK, Messzeitpu o E. faecalis 1942, NK, Mésszeitpunkt 24h

Abbildung 27-28: Fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchung von
E. faecalis 1942, Positivkontrolle
durch Exposition gegen NaOCl
5 %, direkt nach Behandlung (0 h)
und nach 24 h Erholungsphase,
100fache VergroBerung

Abbildung 29-30: Fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchung von
E. faecalis 1942, Exposition gegen
Natriumthiosulfat (Na2Ss03), direkt
nach Behandlung (0 h) und nach
24h  Erholungsphase, 100fache

Vergroferung

Y .
E. faecalis 1942, Na,$,50; Messzeitpunkt Oh E. faecalisfl 942, Na,S,50; Messzeitpunkt 24h
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Abbildung 31-32:  Fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchung von
E. faecalis 1942, Exposition gegen
Natriumhypochlorit (NaOCl) und
Natriumthiosulfat (Na2S03), direkt
nach Behandlung (0 h) und nach

E. faecalis 1942, NaOCl 5%/ Na,S,50; E. faecalis 1942, NaOCl 5%/ Na,S,50;, 24 h Erholungsphase’ 100fache
Messzeitpunkt Oh Messzeitpunkt 24h
VergroBerung
3.5. Untersuchung zur Keimverschleppung unter Verwendung des Ozongenerators

HealOzone™ (KaVo, Biberach, Germany)
Dieser Versuch sollte vor Beginn der Versuche mit dem KaVO-HealOzone-Ozongenerator
(Biberach, Germany) durchgefiihrt werden, um zu iiberpriifen, ob es zu einer Keim-
verschleppung durch den verwendeten
Gummipfropfen kam. Hintergrund davon war
unter anderem, dass mit dem mitgelieferten
Verbrauchsmaterial auf Grund der Versuchs-
umfinge sparsam umgegangen werden
musste, was wiederum

Mehrfachverwendungen nach sich zog.

Abbildung 33: Versuchsaufbau zur Untersuchung der Keim-

Verdiinn-

ungstufen

Heceian verschleppung. In der ersten Kavitit befand sich jeweils eine

prm—— — | ]~ —~ E. coli DH5a Bakteriensuspension. In der zweiten und dritten

N/
,) < 4 K\ _//: Kaviit einer Reihe befand sich steriles BHI-Medium.

mmsslp Ozonapplikation ‘

ANANA
— e

Abbildung 34: Modus der Ozonapplikation unter Verwendung
einer 24 Mikrotiter-Kavititenplatte. Zum Abdichten des Napfchens wurde ein Gummipfropfen mit einer medianen kreisrunden
Offnung auf die jeweilige Vertiefung gelegt. Unter einem konstanten, jedoch nicht zu kriiftigen Druck wurde anschlieBend das

Handstiick, versehen mit einem Latexaufsatz, iiber die Offnung gehalten und die Ozonapplikation durchgefiihrt.
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Abbildung 35: Ergebnis der Bestimmung der Biofilm-Masse in den einzelnen
Kavitdten. Nach Durchfithrung der Ozonapplikation erfolgte die Bestimmung der

Lebendkeimzahlen. Makroskopisch konnte keine Biofilmbildung im zweiten und

dritten Nédpfchen detektiert werden

In beiden Wells keine
Verschleppung von E.coff DHSa

Tabelle 6: Bestimmung der Lebendkeimzahlen im Keimverschleppungsversuch. Die Keimzahlen pro ml Fliissigmedium
werden als exponentielle Werte auf der Basis von 10 dargestellt. In den von etwaigen Verschleppungen betroffenen Vertie-
fungen 1 und 2 konnte in der jeweiligen Testreihe mit unterschiedlichen Verdiinnungen einer Ausgangssuspension von E. coli

DH5a kein Wachstum registriert werden.

Verdiinnungstufen n Mittelwerte der Mittelwerte der Mittelwerte der

E. coli DHSa Keimzahl in der Keimzahl in der Keimzahl in der
Ursprungs-Kavitit Kavitit 1 Kavitit 2

1 2 6,98E+07 0,00E+00 0,00E+00

4:5 2 5,60E+07 0,00E+00 0,00E+00

3:5 2 5,45E+07 0,00E+00 0,00E+00

2:5 2 3,63E+07 0,00E+00 0,00E+00

Die nachfolgende Abbildungen 33 und 34 demonstrieren den Versuchsauftbau und den Modus
der Handhabung. Die Abbildung 35 zeigt das Versuchsergebnis zur potentiellen Keim-
verschleppung. Das erste Nipfchen einer 24-Kavitdten Zellkultur-Platte enthielt den fiir die
Versuche verwendeten E. coli-Stamm DH50 mit einer Keimzahl von 6,98E + 07 KBE/ ml.
Reihe 2—4 wurden mit einer BHI-Medium verdiinnten Bakteriensuspension in absteigender
Konzentration befiillt. Die folgenden 2 Kavititen einer jeden Reihe (Abb. 35) wurden mit
sterilem BHI-Medium gefiillt. Nun erfolgte die Ozonapplikation. In den préiparierten Reihen
konnte trotz unterbleibenden Austauschs der Schutzkappe des Applikators keine Verschlep-
pung der Bakterien in die Népfchen mit sterilem Kulturmedium dokumentiert werden
(s. Abb. 34 und Tab. 6). Auf diesen Ergebnissen aufbauend konnten fiir alle weiteren Versuche

die Gummipfropfen des Applikators ohne Aufbereitung wiederholt genutzt werden ohne eine
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Verschleppung der Keime von Kavitit zu Kavitit zu befiirchten. Damit konnte teures
Verbrauchsmaterial eingespart werden.
3.6. In vitro Ozon-Applikation unter aeroben Verhiltnissen
Dieser Versuch bildet das Kernstiick der vorliegenden Arbeit. Nachdem die Material-
tauglichkeit und die Durchfiihrbarkeit sowie die Funktionsfdhigkeit des Ozongenerators
iberpriift wurde und die ausgewéhlten Teststimme auch unter Mucin-Zusatz mit dem
ausgewahlten Ndhrmedium BHI einen ausreichend dichten Biofilm (S. mutans) bzw. zuamindest
einschichtige Zellrasen (E. faecalis) etablieren konnten, wurde in den sich anschlieBenden
in vitro-Versuchen die bakterizide Wirkung des Ozon getestet. Das Ozon wurde mit Hilfe des
HealOzone Ozongenerators 2130C (KaVo, Biberach, Germany) mit einer Konzentration von
2100 ppm appliziert. Die Biofilm-Strukturen wurden unterschiedlichen Applikationszeiten
ausgesetzt. Die Applikationszeiten betrugen 60 Sekunden, 120 Sekunden, 180 Sekunden und
300 Sekunden. Direkt im Anschluss an die Behandlung bzw. nach einer Inkubation von
24 Stunden bei 5 % CO; wurde die Lebendkeimzahl bestimmt.

Die Versuche wurden mit den in den Vorversuchen ausgetesteten Kontrollen durchgefiihrt.
So diente die Exposition gegeniiber Raumluft wiederum als Vergleichsbedingung ohne
desinfizierende Einwirkung (,,Negativkontrolle*). Als Bedingung mit maximal desinfizierender
Einwirkung (,,Positivkontrolle”) wurden die Kulturen mit NaOCl behandelt. Da fiir die
Ozonapplikation die kleinste Zeiteinheit 60 Sekunden betrug, wurde auch diese NaOCI-
Behandlung mit einer Einwirkzeit von 60 Sekunden durchgefiihrt. Na;S>03 diente aufgrund
seiner beschriebenen neutralisierenden Eigenschaft als Neutralizer'”® unmittelbar nach der
Ozonbehandlung.

Die Untersuchungen wurden fiir alle S. mutans- und E. faecalis-Stimme durchgefiihrt.
Nachfolgend werden die Ergebnisse exemplarisch fiir das Isolat S. mutans DSM 20523 und fiir
das E. faecalis-Isolat 1942 beschrieben. Die Ergebnisse fiir die restlichen Stimme sind in

entsprechenden Diagrammen und Tabellen im Anhang dieser Arbeit dargestellt.

3.6.1.  Die Wirkung von Ozon auf das Isolat S. mutans DSM 20523

Die Abbildung 36 gibt die Ergebnisse der Ozonbehandlung von S. mutans DSM 20523 wieder.
Fir die Proben, die lediglich Raumlauft ausgesetzt waren und entsprechend als
Negativkontrolle dienten, konnte unmittelbar nach der ersten ,,Behandlung®* eine LKZ von
8,08E+08 KBE/ ml (Standardfehler 4,50E+08/ ml) ermittelt werden. Die Behandlung von
S. mutans mit NaOCl 5 % fiir 60 Sekunden verhinderte dagegen die Bildung von

Bakterienkolonien zur Bestimmung der LKZ nach der unmittelbaren Behandlung. Wie in den
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Vorversuchen konnte auch hier nach 24 Stunden Inkubation keine koloniebildenden Einheiten
nachgewiesen werden.

Bei den Proben, die nur mit Ozon bzw. mit Ozon und anschlieend mit Na>S,03 behandelt
wurden, konnte sowohl direkt nach der Behandlung als auch 24 Stunden danach kein
signifikanter Unterschied in der LKZ zwischen den Applikationszeiten 60, 120, 180 und 300
Sekunden und auch nicht im Vergleich zur Negativkontrolle (s. Abb. 36, Tab. 7) detektiert

werden.
1,00E+10
_ 1,00E+08
E 1.00E+086
é 1,00E+04
1,00E+02
1,00E+00
NK  NaOCI5% 60s  60s+NT 1205 120s+NT  180s 1805 +NT 3005 3008 + NT
B35 mutans DSk 20523 0h S mutans DSk 20523 240

Abbildung 36: Ergebnisse der Bestimmung der LKZ von S. mutans DSM 20523 nach Ozon- bzw. NaOCl-Behandlung. Die
Behandlung der Kulturen mit Ozon fiir 60 s, 120 s, 180 s und 300 s und eine nachfolgende Neutralisierung des Ozons durch
Na2S203 zeigte keine wesentliche Anderung der Lebendkeimzahlen. Die Applikation mit NaOCl 5 % bewirkte dagegen eine
Eradikation von S. mutans fiir den unmittelbaren Zeitpunkt nach Behandlung und nach einer Erholungsphase von 24 h. NK
- Negativkontrolle, NT - Natriumthiosulfat (Na2S203).

Tabelle 7aund b: Ergebnisse der Behandlung von S. mutans DSM 20523 mit Ozon. Die Tabelle gibt die ermittelten Keimzahlen
pro ml suspendiertem Biofilm sowie die Standardfehler und Signifikanzberechnung direkt nach Versuchsdurchfithrung und
nach einer Erholungsphase von 24 h jeweils als exponentielle Werte auf der Basis von 10 wieder. ® Es erfolgte keine statistische

Auswertung bei einer vollstindigen Erregereradikation.

Tabelle 7a n  Mittelwerte Standard- Standard- 95 % p-Wert
der abweichung fehler Konfidenzintervall fiir
Keimzahl Mittelwert
Unter- Ober-
grenze grenze

a. S. mutans DSM 20523, Messzeitpunkt =0 h

Negativkontrolle 3 8,08E+08 7,79E+08 4,50E+08 -1,13E+09  2,74E+09

NaOCI 5 % 3 000E+00  0,00E+00  0.,00E+00 0,00E100  0.00E+00 ~a
0360 s 3 S.67E+08  6.87E108  3.97E+08 -84IE+08  2.57E+09  0.827
03605+ 3 982E+08  1ITE+09  677E+08 -1,93E109 3.89E+09  0.827
NazS:03

03120 s 3 125E409  122E109  7.02E+08 -1.78E+09  427E+09 0,619
031205 + 3 LISE+09  1.16E+09  6.71E+08 -170E+09  407E+09 0,619
NazS:03

03180 s 3 1,28E+09 6,16E+08 3,56E+08 -2,49E+08  2,81E+09 0,619
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03180 s + 3 638E+08  6.03E+08  3.48E+08 -8.59E+08  2.14E+09  0.827
Na2S:03
03300 s 2 555E+08  148E+08  10SE+08 -7.79E+08  1.89E+09  0.827
03300 s+ 2 503408  435E+08  30SEH08 -340E109 441E+09 0,827

NazS:03
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Tabelle 7b n Mittelwerte Standard- Standard- 95 % p-
der Keimzahl = abweichung fehler Konfidenzintervall fiir  Wert
Mittelwert
Unter- Ober-
grenze grenze

b. S. mutans DSM 20523, Messzeitpunkt =24 h

Negativkontrolle 3 4,02E+08 2,67E+08 1,54E+08  -2,62E+08 1,07E+09

NaOCl 5 % 3 0.00E100  000E+00  0,00E100  0,00E100  0.00E+00 _a
0360 s 3 6A4SE+08 2328408 134E108  6.82E+07  122E+09 0495
0360 + 3 682E108  7.03E+08  4.06E108 -1,06E+09  2.43E+09 1,000
Naz8:203

0:120 s 3 LISE+09  125E+09  7.23E+08 -193E+09 430E+09 0,495
03120 s + 3 157109  124E+09  T.06E+08 -151E+09  4.65E+09 0495
Naz8:03

03180 s 3 149E+09  1ISE+09  6.62E108 -136E+09 434E+09 0495
05180 s + 3 8.16E+08  1.8SE+08  1.09E+08  349E+08  128E+09 0,495
Na:z8:203

03300 s 2 402E+08  139E+08  O.80E+07 -8A3E+08  1.6SEF09 1,000
033005+ 2 385E+08  142E+08  1.00E+08 -8.90E+08  1.66E+09 1,000
Naz2S:03

3.6.2.  Die Wirkung von Ozon auf das Isolat E. faecalis 1942

Die Versuchsanordnung entsprach im Wesentlichen der fiir S. mutans. Es wurden jedoch

3 Tage alte Biofilm-Strukturen verwendet, da die Vorversuche eine hohere Biofilm-Masse nach

dieser Inkubationszeit ergeben hatten. Im Vergleich zur Negativkontrolle (8,37E+08 KBE/ ml,
Standardfehler 9,43E+07/ ml) konnte mit der Ozon-Applikation keine Anderung der LKZ

erreichen. Dies zeigte sich auch nach einer 24-stlindigen Inkubation der mit Ozon behandelten

Proben. Eine signifikante Anderung der LKZ wurde lediglich bei den Proben, die mit

NaOCl 5 % behandelt wurden, sowohl direkt nach der Applikation als auch nach 24-stiindiger
Inkubation erzielt (p-Wert 0,05).

1,00E+10 -
1,00E+08

1,00E+06

KBE/ ml

1,00E+04
1,00E+02

1,00E+00

I ALELET]

NaOCI 5% 0s B0s+NT 120s 120s+NT 180s 180s+NT 300s 300s+ NT

B E. faecalis 1942 Oh E. faecalis 1942 24h

Abbildung 37: Ergebnisse der LKZ-Bestimmung von E. faecalis 1942. Die Behandlung der Kulturen mit Ozonapplikation 60 s,

120s, 180 s und 300 s und eine nachfolgende Neutralisierung des Ozons zeigte keine Anderung der Lebendkeimzahlen. Die

Applikation mit NaOCl 5 % konnte eine verminderte Lebendkeimzahl produzieren. Nach einer Erholungsphase von 24 h
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erfolgte hier jedoch der erneute Nachweis eines Wachstums. Legende: NK - Negativkontrolle, NT - Natriumthiosulfat

(Naz2S203).

Tabelle 8: Ergebnisse der Behandlung von E. faecalis 1942 mit Ozon. Die Tabelle gibt die ermittelten Keimzahlen pro ml

suspendierten Biofilm sowie die Standardfehler und Signifikanzberechnung direkt nach Versuchsdurchfiihrung und nach einer

Erholungsphase von 24 h als exponentielle Werte auf der Basis von 10 wieder.? Es erfolgte keine statistische Auswertung bei

einer vollstindigen Erregereradikation. Statitische Signifikanz bei einem 5 % Signifikanzniveau.

n Mittelwerte  Standard-  Standard- 95 % Konfidenzintervall p-
der abweichung fehler fiir Mittelwert Wert
Keimzahl Untergrenze  Obergrenze

a. E. faecalis 1942, Messzeitpunkt =0 h
Negativkontrolle 3 8,37E+08 1,63E+08 9,43E+07 4,31E+08 1,24E+09
NaOCl 5 % 3 0.00B+00  000E+00  0.00E+00  0.00E100  0.00E100 =
0360s 3 642E+08  1,08E+08  6.22E+07  3,4E108  9.09E+08 0,150
03605 + 3 873B4+08  1.53E+08  S.82E+07  4.94E108  125E109 0,827
Naz2S:03
03120 s 3 688E108  3.55E107  2,05E407  6.00E+08  7.76E+08 0,150
03120 s + 3 738B+08  837E+07  483E407  S30EL08  946E+08 0413
NazS:203
03180 s 3 0.67E+08  4.06E+08  2.35E+08  -429E+07  198E109  0.827
03180 s + 3 9.83E+08  3.12E+08  1.80E+08  2,08E+08  1.76E+09 0413
Naz2S:03
03300 s 3 859E108  129E+08  742E+07  SAOE+08  1,18E+09 0,827
033005+ 2 135E409  212E+08  150E+08  -5.56E+08  326E+09 0,187
Na:28:03
b. E. faecalis 1942, Messzeitpunkt = 24 h
Negativkontrolle 3 9,60E+08  2,60E+08  150E+08  3,14E+08  1,61E+09
NaOCl 5 % 3 427E401  S.3E+01  296E+01  -848E+01  1.70E+02 0,05
0360 s 3 LI7E+09  426E+08  246E+08  1,ISE+08  223E+09  0.827
03605 + 3 404E+09 378409  218E409  -535E409  134E+10 0225
Naz8:03
03120’ 3 1I14E+09  S5S59E+08  323E408  2.44E+08  2.53E109 0,660
03120 s + 3 133B409  671E+08  3.87E+08  -342B+08  2.99E+09 0495
Na:28203
03180 s 3 1ISE109  600E+08  346E+08  -338E+08  2.64E+09 0,827
03180 s + 3 LI9E+09  2.50E+08  146E+08  S5.63E+08  1.82E+09 0495
Naz8:03
03300 s 3 059E+08  3.13E+08  1.8S0E+08  1.83E+08  1.74E+09  0.660
03300 s+ 4 332E+09  440E+09  220E+09  -3,685409  1,03E+10 0471
Na:zS:03

3.7. Kombinierte Behandlung der Biofilme mit Ozon, Natriumhypochlorit und

Natriumthiosulfat unter aeroben Verhiltnissen

Neben der Einzelbehandlung der Biofilmstrukturen mit Ozon und Natriumhypochlorit sollte

untersucht werden, ob ein bakterizider Synergismus der verwendeten Oxidantien vorliegt.
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Noetzel et al. postulierten 2009 unter Verwendung von E. faecalis-Kulturen,’® dass die
Kombination von Ozon und Natriumhypochlorit eine deutliche bakterizide Wirkung aufwies.

Von den Biofilmen wurden, wie in den vorangegangenen Versuchen, das durch die
vorangegangene Inkubation verbrauchte Medium abgehoben. Die Biofilme wurden dann mit
1x PBS gespiilt. Anschlieend wurde die LKZ bestimmt (Negativkontrolle) bzw. im Falle der
Positivkontrolle der Biofilm einer 5 %-tigen NaOCI-Losung ausgesetzt. Des Weiteren wurden
die Biofilme mit einer Behandlungskombination bestehend aus Ozon/ Natriumhypochlorit/
Natriumthiosulfat belastet. Die Biofilme wurden in diesem Versuchsansatz einer Ozon-Appli-
kationszeit von 60 und 120 Sekunden ausgesetzt. Exemplarisch fiir dieses Versuchsvorgehen
werden die Ergebnisse fiir die beiden Stimme S. mutans DSM 20523 und E. faecalis 1942
vorgestellt. Der verbleibende Datensatz ist im Anhang dieser Arbeit aufgefiihrt.

3.7.1.  Resultate der sequentiellen Wirkung von Ozon und Natriumhypochlorit auf S. mutans
DSM 20523

Fiir diese Untersuchung mit S. mutans DSM 20523 wurden wiederum 24 bzw. 48 Stunden alte
Biofilme eingesetzt. Diese wurden im Falle der Negativkontrolle keiner Behandlung, im Falle
der Positivkontrolle 60 Sekunden mit Na,OCl 5 %, und im Falle der kombinierten
Ozonbehandlung 60 bzw. 120 Sekunden mit dem Ozon und einer sich sofortig anschlieBenden
Behandlung mit NaOCI 5 % fiir 60 Sekunden und einer nachfolgenden Behandlung mit
NazS:0; fiir 60 Sekunden unterzogen. Je ein Biofilm wurde nur mit einer Kombination aus
NaOClI 5 % und anschlielend Na>S>0;s fiir je 60 Sekunden behandelt.

Fir die Proben der Negativkontrolle konnte eine LKZ von 1,28E+09 KBE/ ml
(Standardfehler 4,29E+08/ ml) bestimmt werden, wihrend Biofilme, die mit NaOCI 5 %
(Positivkontrolle) behandelt wurden, eine deutliche Keimzahlreduktion aufwiesen. In keiner
dieser Kulturen konnte weder am ersten Tag noch am zweiten Tag der Zellzahlungsversuche
eine Lebendkeimzahl bestimmt werden. Die zuerst mit Ozon und im Anschluss mit NaOCl und
Na>S>03 behandelten Biofilme zeigten bei S. mutans DSM 20523 eine Eradizierung
unmittelbar nach der Durchfiihrung des Versuchs. Nach einer 24-Stunden Inkubation konnte
eine Keimzahl von 5,98E+08 (Standardfehler 1,86E+08) ermittelt werden. Die Proben, die fiir
60 und 120 Sekunden mit Ozon und anschlieBend mit NaOCl 5 % und Na>S>O3 behandelt
wurden, zeigten ebenfalls eine signifikante Keimzahlreduktion direkt nach Applikation.
Allerdings konnten hier nach 24 Stunden Lebendkeimzahlen bei den Proben, die Ozon iiber
120 Sekunden, NaOCl und Na>S>03 exponiert wurden, ermittelt werden (O3 120 s/ NaOCl 5 %/
NT 24 h: 6,22E+02 KBE/ ml, Standardfehler 5,89E+02/ ml, p-Wert 0,05). Paradoxerweise
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konnte bei den Proben, auf die iiber nur 60 Sekunden Ozon appliziert wurde, an beiden

Ermittlungszeitpunkten der Lebendkeimzahlungen eine Eradikation beobachtet werden.
1,00E+10 -
1,00E+08 - =

1,00E+06 -

KBE/ ml

1,00E+04 -

1,00E+02

1,00E+00

NK NaOCl 5% NaOCl 5% + NT ~ 60s + NaOCI 5% + 120s + NaOCl 5% +
NT NT

m S.mutans DSM 20523 Oh S. mutans DSM 20523 24h

Abbildung 38: Ergebnisse der kombinierten Behandlung mit Ozon/ NaOCl/ Na2S203 von S. mutans DSM 20523 direkt nach
Durchflihrung des Versuchs und nach 24 Stunden Inkubationszeit. NK - Negativkontrolle, NT - Natriumthiosulfat (Na2S203).

Tabelle 9: Ergebnisdarstellung und Statistik zur Exposition von S. mutans DSM 20523 gegeniiber verschiedenen
desinfizierenden Agenzien direkt nach der Exposition (0 h) und nach 24 Stunden Erholungsphase. Die Tabelle gibt die
ermittelten Keimzahlen pro ml suspendierten Biofilm sowie die Standardfehler und Signifikanzberechnung direkt nach
Versuchsdurchfithrung und nach einer Erholungsphase von 24 h als exponentielle Werte auf der Basis von 10 wieder.? Keine

statistische Auswertung bei einer 100 %igen Eradikation;® Statistische Signifikanz bei einem 5 % Signifikanzniveau.

n Mittelwerte Standard- Standard- 95 % p-
der abweichung fehler Konfidenzintervall fiir Wert
Keimzahlen Mittelwert
Unter- Ober-
grenze grenze

a. S. mutans DSM 20523, Messzeitpunkt =0 h

Negativkontrolle 3 1,28E+09 7,42E+08 4,29E+08 -5,68E+08  3,12E+09
NaOCl5 % 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 -8
o,
NaOCIS %+ 5 0,008+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00 -
NaxS2 O3
0360 s+
NaOCl 5 %+ 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 -8
NazS:03
03 120s
NaOCl 5 %+ 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 -8
Nax5:03
b. S. mutans DSM 20523, Messzeitpunkt =24 h
Negativkontrolle 3  2,19E+08 1,13E+08 6,53E+07  -6,18E+07  5,00E+08
NaOCl5 % 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 -8
o,
NaOCIS %+ 3 5,98E+08 3,22E+08 1,86E+08 -2,00E+08  1,40E+09 0,127
NaxS:03
0360 s
+NaOCl 5 %+ 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 -8
NaxS:203

03120 s 3 6,22E+02 1,02E+03 5,89E+02  -1,91E+03  3,16E+03  0,05°
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+NaOCl 5 %
+Na2S:203

3.7.2.  Resultate der sequentiellen Wirkung von Ozon und Natriumhypochlorit auf E. faecalis
1942

Fiir die Untersuchungen mit E. faecalis wurden 72 Stunden alte Biofilm-Strukturen verwendet.
Exemplarisch werden nachfolgend die Ergebnisse fiir den Stamm E. faecalis 1942 dargestellt.
Die Biofilm-Strukturen wurden wie bei S. mutans mit Raumluft (Negativkontrolle), fiir
60 Sekunden mit NaOCI 5 % (Positivkontrolle) bzw. fiir je 60 und 120 Sekunden mit Ozon und
sofortig anschlieBend mit NaOCI 5 % und Na>S>0; mit jeweils 60 Sekunden Applikationszeit
behandelt. Zum Vergleich wurden auch hier Proben nur mit NaOCl 5 % und anschlieBend
Na>S>0s fiir jeweils 60 Sekunden behandelt.

Bei der Positivkontrolle konnten unmittelbar nach der Behandlung mit NaOCI keine
KBE/ ml detektiert werden. Erst nach 24-stiindiger Inkubation wurde eine LKZ von
4,27E+01 KBE/ ml (Standardfehler 2,96E+01/ ml, p-Wert 0,05) bestimmt. Die Exposition der
Proben fiir 60 Sekunden mit Ozon und die sich sofort anschlieBende Behandlung mit
NaOCl 5 % und nachfolgend Na>S>SOs ergab bei den unmittelbar nachfolgend angefertigten
Verdiinnungsreihen keine auszéhlbaren Kolonien. Nach 24 Stunden Inkubation konnten bei
den Proben O3 60 s/ NaOCI 5 %/ Na>S>03 ein Wachstum von 5,37E+03/ ml (Standardfehler
3,44E+03/ ml) registriert werden. Die Proben, die nur fiir 60 Sekunden mit NaOCI 5 % und
nachfolgend Na;S;03 behandelt wurden, zeigten sowohl bei den unmittelbar ausplattierten
Verdiinnungsreihen (Tag1 NaOCl5 %/ NazS:03: 7,68E+04 KBE/ ml, Standardfehler
5,10E+04/ ml) als auch nach 24 Stunden Inkubation der Proben Wachstum (Tag 2 NaOCI 5 %/
NaxS,03: 1,35E+06 KBE/ ml, Standardfehler 8,27E+05) .

1,00E+10 -

1,00E+08 -
E
é 1,00E+04 - -

1,00E+02 +

1,00E+00

MK MNaOCl &% NaOCl &% + NT 605 + NaOCl 5% + 1205 + NaOCl| 5% +
MNT NT

WE faecalis 1842 Oh E. faecalis 1942 24h

Abbildung 39: Ergebnisse der kombinierten Behandlung mit Ozon/ NaOCl/ Na2S:03 von E. faecalis 1942 direkt nach
Durchfiihrung des Versuchs und nach 24 Stunden Erholungsphase. NK - Negativkontrolle, NT - Natriumthiosulfat (Na2S203).
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Tabelle 10: Ergebnisdarstellung und Statistik zur Exposition E. faecalis 1942 gegeniiber verschiedenen desinfizierenden
Agenzien direkt nach der Exposition (0 h) und nach 24 Stunden Erholungsphase. Die Tabelle gibt die ermittelten Keimzahlen
pro ml sowie die Standardfehler und Signifikanzberechnung direkt nach Versuchsdurchfiihrung und nach einer Erholungsphase
von 24 h als exponenticlle Werte auf der Basis von 10 wieder.? Keine statistische Auswertung bei einer 100 %igen

Eradikation;® Statitische Signifikanz bei einem 5 % Signifikanzniveau.

n  Mittel- Standard- Standard- 95 % Konfidenzintervall p-Wert
werte abweichung fehler fiir Mittelwert
der Untergrenze Obergrenze
Keim-
zahlen

a. E. faecalis 1942, Messzeitpunkt =0 h

Negativkontrolle 3 8,37E+08 1,63E+08 9,43E+07 431E+08 1,24E+09
NaOCl5 % 3  0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 -2
NaQCl 5 %t 3 7,68E+04  8,83E+04 5,10E+04  -142E+05  2,96E+05 0,05
NazS: O3
03 60 s+
NaOCl1 5 %+ 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 -2
NazS: O3
03120 s +
NaOCl1 5 %+ 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 -2
NazS: O3
b. E. faecalis 1942, Messzeitpunkt = 24 h
Negativkontrolle 3 1,01E+09 1,38E+08 7,97E+07  6,67E+08  1,35E+09
NaOCl 5 % 3 4,27E+01 5,13E+01 2,96E+01 -8,48E+01 1,70E+02 0,05°
o,

NaQCl 5 %t 3 135B+06  1,43E+06 827E+05  -2,21E+06  4,91E+06 0,05
Na2S2 03
0360 s +
NaOCl1 5 %+ 3 5,37E+03 5,95E+03 3,44E+03 -9,41E+03 2,01E+04 0,05°
NazS2 03
03120s +
NaOCl 5 %+ 3 426E+03 3,62E+03 2,09E+03 -4,73E+03 1,32E+04 0,05°
NazS: O3

3.8. Ergebnisse der Rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung nach in vitro

Ozon-Applikation auf S. mutans- bzw. E. faecalis-Biofilmstrukturen unter
aeroben Verhiltnissen

Bei der Rasterelektronenmikroskopie wird ein Elektronenstrahl {iber das zu vergrofernde
Objekt gefiihrt und die Wechselwirkung der Elektronen mit dem Objekt zur Erzeugung eines
Bildes des Objekts genutzt. Vorteil der Rasterelektronenmikroskopie (REM) ist, dass man mit
diesem Verfahren eine hohe Tiefenauflosung des gewiinschten Objektes erzeugen kann.

Mit Hilfe der REM sollte nun tiberpriift werden, ob die Behandlung der Biofilm-Strukturen
mit Ozon einen Einfluss auf die Bakteriendichte, Adhiarenz und Oberflachenstruktur hatte. Im
Nachfolgenden werden exemplarisch die REM-Aufnahmen fiir Biofilm-Strukturen der
Bakterienstimme S. mutans DSM 20523 und E. faecalis 1942 ohne und nach Behandlung mit

Ozon mit und ohne Natriumthiosulfat, sowie nur mit Natriumhypochlorit dargestellt (s. 3.9.1—
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3.9.4). Fiir die Versuche wurden wie bei den oben beschriebenen Experimenten 24 bzw.
48 Stunden alte S. mutans und 72 Stunden alte E. faecalis Biofilme-Strukturen eingesetzt und
die Behandlung der Proben mit NaOCI fiir 60 Sekunden bzw. die Ozonbehandlung fiir 60 und
300 Sekunden durchgefiihrt. Eine Applikationsdauer von 300 Sekunden wurde aufgrund der
erhobenen Lebendkeimzahlen (s. 3.5) gewdhlt. Als Nahrmedium wurde hier ebenso mit BHI
und 0,1 % Mucin gearbeitet.

3.8.1.  Ergebnisse der REM-Analyse von S. mutans DSM 20523

Der normale Phanotypus der Streptokokken ist kugel- bis eiformig. Die einzelnen Bakterien
lagern sich entweder paarformig als Diplokokken oder in Kettenformation zusammen. In der
Negativkontrolle (Abb. 40a+b), die lediglich mit PBS gespiilt und anschlieBend fiir die REM
prépariert wurde, war sowohl kurz nach ,,Behandlung* als auch 24 Stunden danach ein intaktes
Gefiige der Zellen zueinander erkennbar. Der Zellrasen erschien dicht in mehreren
Zellschichten und bedeckte die Oberfliche komplett. Die Zellen lagen in einer fiir sie typischen
kettenférmigen Formation zusammen.

Im Gegensatz dazu zeigte die mit NaOCI 5 % behandelte Probe ein aufgebrochenes
Zellgefiige mit nur vereinzelten Zellen auf der Oberflidche, die sich in einzelnen Ketten aber
hiufig auch Zellklumpen formierten (Abb. 41a). Die kristallformigen Strukturen, die auf den
Aufnahmen zu erkennen sind, sind vermutlich auf durch den Trocknungsprozesses
kristallisiertes NaOCI zuriickzufiihren.

Die Aufnahmen, die von den Proben 24 Stunden nach Natriumhypochlorit-Behandlung
aufgenommen wurden, zeigten vergleichsweise noch weniger Zellen auf der Oberfliche. Es
konnten keinerlei Biofilm-Strukturen mehr detektiert werden (Abb. 41Db).

Bei der Probe, die fiir 60 Sekunden mit NaOCIl und anschlieBend mit NaS>O3 (Abb. 42a)
behandelt wurde, konnten im Unterschied dazu unmittelbar nach der Behandlung auf der
Oberflache noch gleichméBig verteilte Zellen beobachtet werden. Nach einer Inkubation von
24 Stunden wurde jedoch ein &hnliches Bild wie nach alleiniger NaOCI-Behandlung
beobachtet: auch hier lagen die Zellen nur noch vereinzelt auf der Oberflache (Abb. 42b).

Die Proben, die fiir 60 Sekunden dem O3 (Abb. 43a+b) exponiert waren, zeigten dagegen
durchgehend mehrschichtige Biofilm-Strukturen. Die Zellen bedecken die Oberfldche
komplett. Nach einer Inkubation von 24 Stunden konnte keine Anderung der Biofilmstruktur
im Vergleich zur initial behandelter Probe detektiert werden. Die zusétzliche Behandlung mit
NazS20; hatte keinen Einfluss auf die Adhédrenz der Zellen. Die Aufnahmen zeigen dhnliche
Oberflachenstrukturen, wie sie nach alleiniger Ozon-Behandlung beobachtet werden konnten

(Abb. 44a+b).
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Dagegen zeigte die kombinierte Behandlung der Proben mit Ozon und NaOCl 5 % ein
anderes Bild (Abb. 45a). Der Zellverband war nicht mehr vorhanden, es konnten keine Biofilm-
Strukturen mehr detektiert werden, die Zellen lagen nur noch vereinzelt auf der Oberfliche.
Einen Tag nach der Behandlung konnten demgegeniiber wieder mehr adhdrente Bakterien
detektiert werden (Abb. 45b), wenngleich bei der Bestimmung der Lebendkeimzahl keine
kultivierbaren Zellen vorhanden waren (=0 KBE/ml, s. Abb. 38). Dies war dennoch ein
deutlicher Unterschied zu der nur mit NaOCl behandelten Probe nach 24-stiindiger Bebriitung.

Ein dhnliches Ergebnis konnte fiir die Proben, die liber 300 Sekunden mit O3 behandelt
wurden, beobachtet werden (Abb. 46—48). Hier bewirkte erst die kombinierte Behandlung von

Ozon und Natriumhypochlorit die Zerstorung und Ablosung der Biofilm-Strukturen
(Abb. 48a+Db).

Abbildung 40a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Negativkontrolle des S. mutans Stamms DSM20523.
VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. An
beiden Tagen bildete sich an der Oberflache ein mehrschichtiger Biofilm, der die Oberflache komplett bedeckte.
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S.mutans DSM 20523, NaQCl 5%, : S.mutans DSM 20523, NaOCI 5%,
Messzeitpunkeghi.: .- I o - Messzeitpunkf 24h. |

EMZUniRY

Abbildung 41a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Positivkontrolle (NaOCI 5 %) des S. mutans Stamms DSM
20523. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch flir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase.
Unmittelbar nach der Untersuchung wurden an der Oberfliche gleichméBig vereinzelte Zellen mit ,, Klumpenformation®
beobachtet. Die abgebildeten Kristalle sind als Artefakte der Natriumhypochloritbehandlung zu werten. Nach der 24-stiindigen
Erholungsphase lieBen sich an der Oberfliche nur noch vereinzelte und im Vergleich zum Messzeitpunkt 0 h deutlich weniger

Zellen auf der Oberflache nachweisen.

S.mutans DSM 20523, NaOCl 5%/ NT,
Messzeitpunkt Oh
EMIUniRo

S.mutans DSM 20523, NaOClI 5%/ NT,
Messzeitpunkt 24h :
EMZUniRa - _

40 pm ——

Abbildung 42a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit Exposition gegen NaOCl 5 % und
Naz2S20sdes S. mutans Stamms DSM 20523. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte
0 h und nach 24 h Erholungsphase. Auf der Oberflache liefen sich zu beiden Zeitpunkten lediglich vereinzelte, teilweise

deformierte Zellen dokumentieren.
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Abbildung 43a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit 60 s Os—Exposition des S. mutans
Stamms DSM 20523. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h
Erholungsphase. Nach der O3-Behandlung iiber 60 s konnte zu beiden Messzeitpunkten ein mehrschichtiger Zellrasen, der

komplett die Oberflache bedeckte, nachgewiesen werden.

S.mitians DSM 20523, 0;60s/ NT,
Messzeitpunkt 24h %

Abbildung 44a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit 60 s O3 —Exposition und Na2S203 —
Behandlung des S. mutans Stamms DSM 20523. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die
Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. Nach der Behandlung mit O3 tiber 60 s und nachfolgend mit Na2S>03 war zu

beiden Messzeitpunkten ein mehrschichtiger Zellrasen, der komplett die Oberflache bedeckte, nachweisbar.
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$.mutans DSM 20523, 60s OIANaOL
Messzeitpurnkt 24h

EMZUniRo

S.mutans DSM 20523, 0, 60s/ NaOCI 5%/ NT,
Messzeitpunkt Oh

EMZUniFio — 40 =i

Abbildung 45a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes des S. mutans Stamms DSM 20523 mit
Os-Exposition iiber 60 s, sowie gegen NaOCl und Na2S20s. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die
Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. Unmittelbar nach der kombinierten Behandlung waren auf der Oberfliache
vereinzelte, teils in Zellklumpen zusammen gelagerte, Zellen zu beobachten. Zum Messzeitpunkt 24 h zeigte sich eine Zunahme

der Zellen. Die Oberflache ist gleichméiBig und zum Teil mit mehrschichtigen Zellnestern besiedelt.

Abbildung 46a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit Os-Exposition iiber 300 s des
S. mutans Stamms DSM 20523. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und
nach 24 h Erholungsphase. Nach der O3-Behandlung iiber 300 s war zu beiden Messzeitpunkten ein mehrschichtiger Zellrasen,

der komplett die Oberfliche bedeckte, nachweisbar.
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Abbildung 47a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit Os-Exposition iiber 300 s und
nachfolgend Na>S>0;3 des S. mutans Stamms DSM 20523. Vergroferung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die
Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. Nach der O3-Behandlung iiber 300 s und nachfolgend mit Na>S>03 war zu

beiden Messzeitpunkten ein mehrschichtiger Zellrasen, der komplett die Oberfliche bedeckte, nachweisbar.

Smutans DSM 20523, 0,300s/ NaOCl 5%/
NT, MessZeitpunkt 24h :

EMZUniRo . z 4 — 40 pm |

Abbildung 48a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes des S. mutans Stamms DSM 20523 mit
Os-Exposition iiber 300 s sowie nachfolgender, NaOCl und Na>S203-Behandlung. Vergréflerung 500x und 10.000x; Aufnahmen
exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. Nach einer kombinierten Behandlung konnten
unmittelbar danach auf der Oberflédche vereinzelte, teils in Zellklumpen zusammen gelagerte Zellen dokumentiert werden. Zum

Messzeitpunkt 24 h nach Behandlung ist die Oberfliche gleichmiBig und zum Teil Zellklumpen besiedelt.

3.8.2.  Ergebnisse der REM-Analyse von E. faecalis 1942

Das natiirliche Biotop der Enterokokken befindet sich im Darmtrakt von Menschen und Tieren.
In ihrer duBeren Erscheinungsform treten sie als ldngliche Kokken hiufig in paariger
Anordnung oder in Kettenformation auf.

In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Negativkontrolle von E. faecalis 1942
war zum Messzeitpunkt O h (Abb. 49a) eine gleichméBige Verteilung von Zellen auf der
Oberflache erkennbar (monolayer). Nach einer weiteren Inkubationszeit von 24 Stunden
(Abb. 49b) liel sich im Vergleich zu Abb.49a ein zusammenhdngender einschichtiger
Bakterienzellrasen erkennen. Nach einer Behandlung mit NaOCl 5 % tiber 60 s konnten direkt

nach der Applikation keine bzw. nur einzelne adhérente Zellen detektiert werden (Abb. 50a).
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Zum Messzeitpunkt 24 h (Abb. 50b) wurde dagegen eine gleichméBige Oberflachenverteilung
von adhdrenten Zellen, dhnlich dem Bild bei Erhebung der Lebendkeimzahlen (s. Abb. 39),
dokumentiert. In dem Versuchsansatz, in dem die Kultur zuerst mit NaOCl und anschlieend
mit Na»S,0s3 fiir jeweils 60 s Sekunden behandelt wurde, lieBen sich unmittelbar nach der
Behandlung ebenfalls nur vereinzelt Zellen auf der Oberflache nachweisen (Abb. 51a). Zum
Messzeitpunkt 24 h (Abb. 51b) konnten dahingegen erneut eine gleichméBig Verteilung der
Bakterienzellen, teilweise aber auch eine Art Klumpenbildung beobachtet werden.

Biofilmstrukturen von E. faecalis, die nur iiber 60 s mit O3 behandelt wurden, zeigten
direkt nach der Applikation einen weiterhin gleichmifigen, teils mehrschichtigen Zellrasen
(Abb. 52a). Nach 24 Stunden Inkubation lagen die Bakterienzellen dagegen eher in einem
einschichtigen, aber weiterhin die gesamte Oberfldche bedeckenden Zellrasen (monolayer) vor.
Teilweise schien aber die Behandlung mit Ozon zur Zellverklumpung gefiihrt zu haben, wie
es auch nach der NaOCl 5 % + Na>S,03-Behandlung beobachtet werden konnte (Abb. 52b).
Fiir Kulturen, die mit O3 und Na»S>0;3 behandelt wurden, war an beiden Messzeitpunkten ein
einschichtiger, gleichméBiger Zellrasen erkennbar (Abb. 53a+b). Die kombinierte Behandlung
mit O3, NaOCl und anschlieBend Na;S,0; zeigte direkt nach der Applikation nur vereinzelte
Zellen auf der Oberflichen (Abb. 54a), dhnlich wie nach alleiniger NaOCl-Behandlung. Zum
Messzeitpunkt nach 24 h wurde dagegen eine Zunahme der Zellmasse mit einer gleichméBigen
Verteilung auf der Oberfldche nachgewiesen (Abb. 54b).

Fiir die Kulturen, die mit 300 s Oz behandelt wurden, war bei den Proben unmittelbar nach
der Applikation eine gleichméBige Verteilung mit einzelnen Zellklumpen ersichtlich
(Abb. 55a). Zum Zeitpunkt der Bestimmung nach 24 Stunden (Abb. 55b) konnte eine Zunahme
der Zellmasse mit einer gleichmafigen Verteilung auf der Oberfliche dokumentiert werden.
Nach der Behandlung mit 300 s O3 und Na>S>O;3 konnte zu beiden zwischen dem Zeitpunkt 0
und nach 24-stiindiger Inkubation keine offensichtlichen Unterschiede in der Adhérenz der
Zellen und der Zellmasse beobachtet werden. Die Verteilung entsprach in etwa der nach
alleiniger Ozonbehandlung fiir 300 s (Abb. 56a+b). In der Kombination O3, NaOCl und
NazS20; konnte, dhnlich wie bei der vorherigen Behandlung mit 60 Sekunden Ozon in dieser
Kombination, in der Untersuchung kein zusammenhédngender Zellrasen mehr gesehen werden
(Abb. 57a). Nach 24 Stunden Inkubation wurde jedoch auch hier wieder ein

zusammenhédngender, einschichtiger Zellrasen dokumentiert (Abb. 57b).
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Abbildung 49a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Negativkontrolle fiir den E. faecalis Stamm 1942.
VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase.

An beiden Messzeitpunkten bildete sich ein gleichméBiger Bakterienzellrasen (monolayer) aus.

E. faecalis 1942, NaOCl 5%, Messzeitpunkt Oh iE _c‘alfs 1942,NaOCl 5%, Me'sszéitpuf_lk 4h -

EMZUniRo — 40 pm — h - - A o)

Abbildung 50a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Positivkontrolle (NaOCI 5 %) fiir den E. faecalis
Stamm 1942. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir den Messzeitpunkt 0 h und nach 24 h
Erholungsphase. Nach der NaOCI-Applikation lieen sich nur sehr vereinzelt Bakterienzellen nachweisen. Zum

Messzeitpunkt nach 24 h Inkubation lie8 sich ein einschichtiger, gleichméBiger Zellrasen dokumentieren.
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E. faecalis 1942, NaOCl 5%/ NT, Messzeitpunkt 0

EMZUniRo — 40 pm —i

Abbildung 51a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit NaOCl 5 % und NaS203
(NT) fiir den E. faecalis Stamm 1942. Vergroferung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die
Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. Nach der NaOCl- und anschlieenden Na>S>03-Applikation lieen
sich nur vereinzelt Zellen nachweisen. Zum Messzeitpunkt nach 24 h Erholungsphase lie sich ein einschichtiger,

gleichméBiger Zellrasen mit Zellklumpen dokumentieren.

Abbildung 52a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer Os-Exposition iiber
60 s fir den E.faecalis Stamm 1942. Vergroferung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die
Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. An beiden Messzeitpunkten bildete sich ein gleichméBiger

monolayer aus.

Abbildung 53a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer Os Exposition iiber
60 s und einer nachfolgenden Na>S>03-Behandlung fiir den E. faecalis Stamm 1942. Vergroferung 500x und 10.000x;
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Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. An beiden Messzeitpunkten

bildete sich ein gleichméBiger monolayer aus.

E. faecalis 1942, O, 60s/ NaOCl 5%/ NT,
Messzeitpunkt Oh
EMZUnIRo Yo i

Abbildung 54a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer Os-Exposition iber
60 s und nachfolgenden NaOCI- und Na>S>03 (NT)-Behandlungen fiir den E. faecalis Stamm 1942. VergroBerung S00x
und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. Unmittelbar nach
der kompletten Behandlung lieBen sich nur vereinzelt Zellen nachweisen. Zum Messzeitpunkt nach 24 h

Erholungsphase lieB sich ein einschichtiger, gleichméaBiger Zellrasen mit Zellklumpen dokumentieren.

E. faecalis 1342, 0, 3005, Messzeitpunict Oh -~

iR 2 40 pm —f

Abbildung 55a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer Os-Exposition iber
300s fir den E.faecalis Stamm 1942. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die
Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. Zum ersten Messzeitpunkt unmittelbar nach der Os-Applikation
lieBen sich an der Oberfliche vereinzelt Zellen nachweisen, teilweise zu Zellklumpen aggregiert. Zum zweiten

Messzeitpunkt konnte ein eher gleichmiBig verteilter monolayer nachgewiesen werden.
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Abbildung 56a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer Os-Exposition iiber
300 s und nachfolgenden Na>S203 (NT)-Behandlung fiir den E. faecalis Stamm 1942. Vergréfierung 500x und 10.000x;
Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. An beiden Messzeitpunkten

bildete sich ein gleichméBiger monolayer aus.

E. faecalis 1942, O, 300s / NaOCI 5%/ NT, -
cMgsszeitpunkt Oh 3 i i

Abbildung 57a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer Os-Exposition iiber
300 s und nachfolgenden 5 % NaOCl- und Na»S203 (NT)-Behandlungen fiir den E. faecalis Stamm 1942.
VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase.
Unmittelbar nach der vollstdndigen Behandlung lieflen sich nur vereinzelt Zellen nachweisen. Zum Messzeitpunkt nach

24 h Erholungsphase lieB sich ein einschichtiger, gleichméBiger Zellrasen mit Zellklumpen dokumentieren.

3.9. In vitro Ozon-Applikation unter anaeroben Bedingungen

Neben den Untersuchungen der fakultativ anaeroben Keime S. mutans und E. faecalis wurden
die Versuchsreihen der Ozon-Applikation mit und ohne Na;S>03; bzw. nur mit NaOCl an 72 h
alten Kulturen der obligat anaeroben Spezies Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 und
Parvimonas micra ATCC 33270 durchgefiihrt. Die Ozonapplikation musste auf Grund der
Unmoglichkeit, das Geridt innerhalb der Anaerobierwerkbank aufzustellen und zu bedienen
unter aeroben Bedingungen stattfinden. Es wurde jedoch versucht, die Aufenthaltsdauer der
Teststimme auflerhalb der fiir die Inkubation verwendeten anaeroben Atmosphére (80 % N,

10 % COz, 10 % H») auf ein Minimum zu begrenzen.
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3.9.1.  Ergebnisse der Ozon-Applikation auf Kulturen von P. micra ATCC 33270

Bakterien der Spezies Parvimonas micra wachsen obligat anaerob und kodnnen nach
Gramfarbung als grampositive Kokken wahrgenommen werden. Haufig wird P. micra als
Pathogen in paro- und endodontaler Lésionen sowie apikalen Abszessen und im Rahmen einer
Parodontitis?66>%0 identifiziert. Vianna et al. studierten 2005 die Zusammensetzung der
Mikroflora in nekrotischen Wurzelkanéle und kamen zu dem Schluss, dass die Anwesenheit
von Parvimonas micra als Pathogen aufgrund selektiver Kultivierungsmethoden unterschétzt
wurde.!'® Unter Verwendung eines Mikroarrays konnte aus 50 % der nekrotischen
Wurzelkanilen Parvimonas micra identifiziert werden; unter ausschlieBlicher Anwendung der
Standardkultivierungsmethode dagegen nur in 10 % der Wurzelkanile.

In der hier durchgefiihrten Untersuchung der Ozonwirkung mussten die Untersuchungen
mit Raumluft (Negativkontrolle) und die Ozon-Applikation unter aeroben Bedingungen
durchgefiihrt werden, wodurch ein Einfluss des Luftsauerstoffs auf die Uberlebensféhigkeit von
P. micra nicht ausgeschlossen werden konnte.

Sowohl in der Negativkontrolle als auch nach einer weiteren 24-stiindigen Inkubation der
mit Raumluft behandelten Proben, konnten vergleichsweise keine signifikanten Verdnderungen
der Keimzahlen (Negativkontrolle 0 h 8,09E+06/ ml, Negativkontrolle 24 h: 2,58E+07/ ml)
beobachtet werden. Die Positivkontrolle, die alleinig mit NaOCl 5 % behandelt wurde, zeigte
unmittelbar nach der Behandlung keine (NaOCI 5 % 0 h 0,00E+00 KBE/ ml) bzw. 24 Stunden
nach Behandlung nur wenige (NaOCl5 % 24h 1,59E+04 KBE/ ml) Kolonie-bildende
Einheiten. Bei der Behandlung der Proben mit NaOCl und anschlieBender Neutralisierung mit
NaxS>0s5 konnten dagegen sowohl bei den ausplattierten Proben unmittelbar nach Behandlung
als auch 24 Stunden spiter keine Keime in zdhlbarer Menge detektiert werden.

Die Applikation von Ozon fiir 60 Sekunden bewirkte bei den Proben direkt nach
Applikation mit einer im Vergleich zur Negativkontrolle &hnlichen LKZ von
5,45E+06 KBE/ ml (Standardfehler 3,45+06/ ml) keine signifikante Verdnderung in der
Lebensfahigkeit von Parvimonas micra (p-Wert 0,770). Ein anndhernd gleiches Ergebnis
konnte ebenso nach 24 Stunden Inkubation ermittelt werden (4,05E+07 KBE/ ml, p-
Wert 0,616). Auch bei den Versuchsansitzen, die iiber 60 bzw. 300 Sekunden Ozon behandelt
wurden, konnte keine signifikante Anderung der Lebendkeimzahl im Vergleich zur

Negativkontrolle detektiert werden.
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Abbildung 58: Ergebnis der Lebendkeimzéhlung von P. micra ATCC 33270 mit Angaben von LKZ in KBE/ ml und dem Stan-
dardfehler direkt nach der Versuchsdurchfiihrung sowie nach 24 h Erholungszeit. NK - Negativkontrolle, NT -
Natriumthiosulfat (Na2S203).

Tabelle 11a und b: Auswirkungen einer Ozonbehandlung bzw einer Exposition gegeniiber Hypochlorid und Natriumthiosulfat
von Parvimonas micra. Die Angabe der Werte erfolgt fiir die Zeitpunkte O h und 24 h.* Es erfolgte keine statistische
Auswertung bei einer 100 %-igen Eradizierung. Statistische Signifikanz bei einem 5 %-igen Signifikanzniveau. NK -

Negativkontrolle, NT - Natriumthiosulfat (Na2S203).

Tabelle 11a n Mittelwerte Standard- Standar 95 % Konfidenzintervall p-Wert
der Keim- abweich- d- fiir Mittelwert
zahlen ung fehler Unter- Ober-
grenze grenze
a. Bakterium = P. micra ATCC 33270, Messzeitpunkt =0 h
ﬁega‘”k"“t“’l 3 8.09E+06  9.96E+06 ° ’756E+0 1,66E+07  328E+07
NaOCl 5 % 3 333401 5.77E+01 3’331E+0 LI0E+02  177EH02 0,046
0,

NaOCI5 %+ 4 0008400  0,008+00 00E*0 400100 0.00E+00 -
Na:28:03 0
60 s 3 545E406  S.9TEH06 ’456E+0 937E+06  2.,03E+07 0,770
60's + 3 7A8E406  6,64E+06 SET0 93106 237407 0.827
Na2S:03 6
300 s 3 837E+06  1.18E+07 6’816E+0 D.09E+07  377E+07 0,827
300 s + 3 5766406 7158106  PBET0 1 o0mt07 2358407 0770

NaxS:03 ’ ’ 6
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Tabelle 11b n Mittelwerte Standard- Standard- 95 % Konfidenzintervall p-Wert
der abweichu fehler fiir Mittelwert
Keimzahlen ng Untergrenze  Obergrenze
b. Bakterium = P. micra ATCC 33270, Messzeitpunkt =24 h
Negativ- 3 2,58E+07  1,60E+07  9,24E+06  -1,40E+07  6,55E+07
kontrolle
NaOCl5 % 3 1,59E+04 2,74E+04 1,58E+04 -5,22E+04 8,39E+04  0,046°
0,

NaOCl 5 % + 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 -8
Na2S:03
60 s 3 4,05E+07 2,83E+07 1,63E+07 -2,99E+07 1,11E+08 0,616
60's + 3 313B+07  161E+07  928E+06  -8,50E+06  7,13E+07 0,616
NazS$:03
300s 3 4,32E+07 3,31E+07 1,91E+07 -3,90E+07 1,25E+08 0,616
300 s + 3 5,10E+07 4,91E+07 2,83E+07 -7,09E+07 1,73E+08 0,827
Na>$:03

3.9.2.  Ergebnisse der Ozon-Applikation auf F. nucleatum ATCC 25586
Fusobacterium nucleatum 1ist ein gramnegatives Bakterium und Bestandteil der oralen
Mikroflora. Das obligat anaerobe Bakterium spielt eine Schliisselrolle in der Bildung
komplexer Multispezies-Biofilme.>>*¢ F. nucleatum wird als mitverantwortlich fiir die Aus-
16sung der Parodontitis eingestuft.*>

Die Behandlung von 72 h alten F. nucleatum-Kulturen erfolgte unter den auch fiir P. micra
angewandten Bedingungen. Die mit Raumluft behandelten Proben (Negativkontrolle) wiesen
ein Wachstum bis zu einer Dichte von 1,75E+07 KBE/ ml auf (Standardfehler 9,56E+06). Nach
24 Stunden Inkubationszeit wurde eine Keimmenge (in KBE/ml) von 2,79E+07
(Standardfehler 2,48E+07) ermittelt. Bei der Positivkontrolle, die ausschlieBlich mit
NaOCl 5 % behandelt wurde, konnten direkt nach der Untersuchung keine lebenden Keime
gezdhlt werden. Nach 24 Stunden Bebriitung war dann eine LKZ von 5,00E+04 KBE/ ml zu
messen (Standardfehler 5,00E+04). In den Proben, die zuerst mit NaOCl 5 % und anschlieBend
mit Natriumthiosulfat behandelt wurden, wurden direkt im Anschluss an die Behandlung keine
Kolonie-bildenden Einheiten registriert und nach einer Inkubation von 24 Stunden eine LKZ
von 1,05E+05/ ml (Standardfehler 1,05E+05) bestimmt. In den Versuchsansitzen, die iiber 60
bzw. 300 Sekunden mit Ozon behandelt wurden, konnten sowohl am Tag der Ozonapplikation
als auch nach 24 Stunden Inkubation keine signifikanten Verdanderung der Lebendkeimzahlen
im Vergleich zur Negativkontrolle registriert werden. Nach der Neutralisierung mit
Natriumthiosulfat der mit Ozon behandelten Kulturen konnte ebenso am Tag der Untersuchung
sowie nach einer Inkubation von 24 Stunden ebenfalls keine signifikante Anderung der LKZ

festgestellt werden.
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Abbildung 59: Ergebnisse der Behandlung von Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 mit Ozon, Natriumhypochlorit und

Natriumthiosulfat. Die Angaben von Messwerten in der LKZ sowie der dabei ableitbaren Standardfehler direkt nach der

Versuchsdurchfilhrung sowie nach 24 Stunden Erholungsphase erfolgen in KBE/ml. NK - Negativkontrolle, NT -

Natriumthiosulfat (Na2S203).

Tabelle 12a und b: Auswirkungen einer Ozonbehandlung bzw einer Exposition gegeniiber Natriumhypochlorit und

Natriumthiosulfat von Fusobacterium nucleatum ATCC 25586. Die Angabe der Werte erfolgt fiir die Zeitpunkte 0 hund 24 h.*

Es erfolgte keine statistische Auswertung bei einer 100 %-igen Eradizierung,’ Statistische Signifikanz bei einem 5 %-igen

Signifikanzniveau.

Tabelle 12a n Mittelwerte Standard- Standard 95 % Konfidenzintervall p-Wert
der Keim- abweichu - fiir Mittelwert
zahlen ng fehler Unter- Ober-
grenze grenze
a. Bakterium = Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, Messzeitpunkt =0 h
Negativ- 3 1,75E+07 1,66E+07  9,56E+06 -2,36E+07  5,86E+07
kontrolle
NaOCI 5 % 3 0,00E-+00 0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00 K
[1}

NaOCIS %+ 5 0.00E+00  0,00E+00  0,00E+00  0.,00E+00  0,00E+00 a
Na:28:03
0:60s 3 2,49E+07 2,63E+07  1,52E+07 -4,04E+07  9,02E+07 0,827
03605+ 3 2.71E+07  232E407  134E+07 -3,05E407  SA4GE+07  0.827
Na2S:03
03300 s 3 2,20E+07 1,84E+07  1,06E+07 -2.37E+07  6,76E+07 0,827
05300 s + 3 147E+07  139E+07  S.02E+06 -1,98E+07  4.93E+07 0,827

Na2S:03
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Tabelle 12b n Mittelwerte  Standard- Standard 95 % Konfidenzintervall p-Wert
der abweich- - fiir Mittelwert
Keimzahlen ung fehler Unter- Ober-
grenze grenze
b. Bakterium = F. nucleatum ATCC 25586, Messzeitpunkt =24 h
Negativ- 3 2,79E+07  4,30E+07 248E+07 -7,90E+07  1,35E+08
kontrolle
NaOCl5 % 3 5,00E+04 8,66E+04  5,00E+04 -1,65E+05 2,65E+05 0,138
[1}
NaOCIS %+ 3 | 00E+05  1,73E+05 1,00E+05 -330E+05  S530E+05 0,096
Na2S:03
03 60 s 3 4,43E+07 7,42E+07  4,28E+07  -1,40E+08 2,29E+08 0,770
0360 s + 3 5,60E+07 9,01E+07 5,20E+07 -1,68E+08 2,80E+08 0,770
NazS$:03
03300 s 3 3,97E+07 6,10E+07 3,52E+07 -1,12E+08 1,91E+08 0,827
053005 + 3 205E407  448E+07  2,58E+07 -8,17E+07  1.41E+08 0,827
Nax$:03

3.10. Ergebnisse der Rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung nach in vitro
Ozon-Applikation auf P. micra-Biofilmstruktuen unter anaeroben erhiltnissen

Exemplarisch fiir die Versuchsreihe der Anaerobier wurden rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen von Parvimonas micra nach Behandlung der Biofilm-Strukturen mit Ozon iiber 60
und 300 Sekunden angefertigt. Die Aufnahmen umfassten wie bei S. mutans und E. faecalis
jeweils den Versuchszeitpunkt direkt nach Durchfiihrung der Versuchsreihe sowie nach
24 Stunden Inkubation. Weitere Aufnahmen befinden sich im Anhang dieser Arbeit.

Die REM-Aufnahmen zeigen, dass P. micra unter den gewéhlten Bedingungen in der Lage
war, einen einschichtigen Zellrasen (monolayer) zu bilden. Bei der Negativkontrolle konnten
regelmiBig geformte Parvimonas-Kokken beobachtet werden. Die Behandlung der Bakterien
mit Ozon liber 60 Sekunden bewirkte eine deutliche Abnahme der adhérenten Zellen auf der
Oberfliache bei der Untersuchung der Proben unmittelbar nach der Applikation. Einen Tag nach
der Durchfiihrung konnten dagegen dhnlich viele adhérente Zellen auf der Oberflache detektiert
werden wie fiir die Negativkontrolle zum gleichen Zeitpunkt. Die Applikation von Ozon fiir
300 Sekunden bewirkte ebenfalls eine Abnahme adhérenter Zellen auf der Oberfldche, wobei
24 Stunden nach Behandlung wiederum ein dhnliches Bild wie fiir die Negativkontrolle zum

gleichen Zeitpunkt detektiert werden konnte.
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Abbildung 60atb: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Negativkontrolle (NK) des Parvimonas micra Stamms
ATCC 33270. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte O h und nach 24 h
Erholungsphase.
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Abbildung 61a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen nach einer Os3-Behandlung von Parvimonas micra Stamm

ATCC 33270 iiber 60 s. Vergréferung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir Tag 1 (0 h) und Tag 2 (24 h).

R mitra ATCC3 55300, Messzeitpunkt 0 1770505, 10, Me,?s;eitpuhkgzgh

oy EMZURiR0
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Abbildung 62a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen nach einer Os3-Behandlung von Parvimonas micra Stamm

ATCC 33270 iiber 300 s. Vergroferung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir Tag 1 (0 h) und Tag 2 (24 h).
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3.11.  Untersuchung der Wirkung von Ozon auf planktonische Bakterien

Die bisherigen Versuche orientierten sich an der Ozon-Applikation auf Biofilm-Strukturen
unter stationdren Bedingungen. Um zu iiberpriifen, inwieweit Ozon einen Einfluss auf ,,frei
schwimmende* Bakterien hat, wurde Ozon auf planktonische Zellen angewandt. Hierbei sollten
die Bakterien behandelt werden, die sich in der exponentiellen Phase befanden und
entsprechend ,,fit*, d. h. im Rahmen ihrer maximalen metabolischen Leistungsphase besonders
anpassungsfdahig waren. Vor der Versuchsdurchfithrung wurden die Wachstumskurven der in
dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme bestimmt (Abb. 63). Als Versuchszeitpunkt wurde
das erste Drittel der exponentiellen Phase gewihlt. Entsprechend wurde fiir die Kultur von
S. mutans DSM 20523 der Versuchszeitpunkt t = 5 h und fiir die E. faecalis 1942-Kulturen von
t =3 h definiert.

3.11.1. Ergebnisse der Wirkung von Ozon auf planktonische Zellen des S. mutans Stamms
DSM 20523

Die Untersuchung zur Wirkung von Ozon auf planktonische Zellen wurde fiir S. mutans Stamm
DSM 20523 nach einer Wachstumszeit von t = 5 h und einer ODgoo von 0,7 durchgefiihrt. Von
der Kultur, die in 0,1 % Mucin/ BHI-Nédhrmedium, angezogen wurde, wurden 1 ml in ein
Népfchen einer 24-Kavitéten Zellkultur-Platte iiberfiihrt und Ozon iiber 60 bzw. 300 Sekunden
ausgesetzt. Eine unbehandelte Probe diente wiederum als Negativkontrolle (Keimzahl
4,42E+08 KBE/ ml, Standardfehler 5,46E+07). Sowohl die Kulturen, die iiber 60 Sekunden
(Keimzahl 4,98E+08 KBE/ ml, Standardfehler 4,12E+07 KBE/ ml) als auch die iiber
300 Sekunden mit Ozon (Keimzahl 6,30E+08 KBE/ ml, Standardfehler 2,21E+08 KBE/ ml)
behandelt wurden, zeigten keinen signifikanten Unterschied in ihrer Lebendkeimzahl im
Vergleich zur Negativkontrolle (60 s-Versuch: p-Wert 0,513; 300 Sekunden-Versuch: p-
Wert 0,564).

3.11.2. Ergebnisse der Wirkung von Ozon auf planktonische Zellen des E. faecalis Stamms
1942

Der Versuchszeitpunkt fiir die Behandlung von planktonischen Zellen von E. faecalis Stamm
1942 wurde entsprechend der Wachstumskurve nach einer Inkubationszeit von t = 3 h und einer
ODeoo = 1,3 festgelegt. Analog zum Versuch mit dem S. mutans-Stamm erfolgte die Ozon-
Behandlung an 1 ml einer E. faecalis-Kultur in 0,1 % Mucin/ BHI. Die Kulturen, die iiber
60 Sekunden (Keimzahl: 2,47E+08 KBE/ ml, Standardfehler 2,43E+0 KBE/ml) bzw.
300 Sekunden (Keimzahl: 6,30E+08 KBE/ ml, Standardfehler 2,21E+08 KBE/ ml) mit Ozon
behandelt wurden, zeigten im Vergleich zur Negativkontrolle (Keimzahl: 2,61E+08 KBE/ ml,
Standardfehler 1,99E+07 KBE/ ml) keine signifikanten Unterschiede in ihrer Lebendkeimzahl
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(60 s-Versuch: p-Wert 0,564; 300 s-Versuch: p-Wert 0,883). Wie bereits fiir S. mutans DSM
20523 unter 3.10.1. beschrieben, war wiederum kein Effekt des Ozons auf die Lebensfahigkeit

der Bakterienzellen nachweisbar.
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Abbildung 63-66: Wachstumskurve und LKZ/ml der Bakterienstimme S. mutans DSM 20523 und E. faecalis 1942. Der
Versuchszeitpunkt wurde auf das vordere Drittel der exponentiellen Phase der beiden Stdmme festgelegt, mit tMutans 20523 =5 h
und traecalis 1942 = 3 h. Als Applikationsdauer fiir Ozon wurden fiir beide Spezies 60 Sekunden und 300 Sekunden gewéhlt. NK

- Negativkontrolle.

Tabelle 13: Ergebnisse der Ozoneinwirkung auf die planktonisch wachsenden Bakterienstimme S. mutans DSM 20523 und
E. faecalis 1942 mit der Angabe von Lebendkeimzahlen sowie der zugehdrigen Standardfehler und einer Signifikanz-

berechnung.

n Mittel- Standard-  Standard- 95 % Konfidenzintervall p-
werte der abweichung fehler fiir Mittelwert Wert
Keim- Untergrenze Obergrenze
zahlen

a. Bakterium = §. mutans DSM 20523

Negativkontrolle 3 4,42E+08 9,45E+07 5,46E+07 2,07E+08 6,76E+08

0360 s 3 4,98E+08 7,14E+07 4,12E+07 3,21E+08 6,75E+08 0,513
03300 s 2 6,30E+08 3,12E+08 2,21E+08  -2,17E+09 3,43E+09 0,564
b. Bakterium = E. faecalis 1942

Negativkontrolle 4 2,61E+08 3,98E+07 1,99E+07 1,97E+08 3,24E+08

0360 s 4 2,47E+08 4,87E+07

2,43E+07

1,70E+08

3,25E+08

0,564

03300 s

4 2,47TE+08 6,38E+07

3,19E+07

1,45E+08

3,48E+08

0,883
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4., Diskussion

Karies, auch Zahnfdaule genannt, ist eine Krankheit, welche die Menschheit seit langem
begleitet und deren Behandlung einen grundlegenden Einfluss auf die Erhaltung der
Zahngesundheit hat. Die mechanische Kariestherapie gemill dem Motto ,,drill and fill* ist
derzeit die effektivste Methode der Kariesbehandlung.®® Mit der Ozontherapie soll eine
schmerz- und stressfreie Alternative zumindest fiir frithe Kariesldsionen angeboten werden.
Etablieren konnte sich die Ozontherapie in der Stomatologie bisher jedoch nicht, da u. a. die
bisherige Studienlage uneinheitliche Ergebnisse lieferte. Allerdings konnte auf der Basis eines
reproduzierbaren Nachweises einer tatsdchlich bakteriziden Wirkung des Ozons eine schmerz-
lose, effektive und nachhaltig wirkenden Behandlungsmethode entwickelt werden. Die Firma
KaVo bietet mit dem HealOzone-Gerit einen Ozongenerator an, der eine fixe Dosis von 2100
ppm Ozon pro Volumeneinheit produziert. In der vorliegenden Arbeit wurde unter Nutzung des
HealOzone Ozongenerators die Wirksamkeit des Ozons insbesondere auf Biofilmstrukturen
von oralpathogenen Bakterienspezies getestet. Hierzu wurden u. a. verschiedene Streptococcus
mutans-Stamme und andere oralpathogene Bakterien, die laut Literatur mit der Kariogenese
assoziiert sind, verwendet. Ziel war dabei die Uberpriifung einer bakteriziden Wirkung des
Ozons und damit die Eroffnung der Option, Ozon zur Behandlung der Karies bzw. iiber den
Weg einer Keimreduktion zur Modifikation des Kariesverlaufes einsetzen zu kénnen.*>9%:107
Die bisherigen erfolgreichen Behandlungsmethoden der Karies basieren grundlegend auf
der mechanischen Eradikation der Bakterienmassen und des nekrotischen Materials. Allein mit
dieser Methodik ist die Karies jedoch nicht zu heilen, sodass eine kombinierte
Herangehensweise mit chemischen Therapeutika empfohlen wird. Fliissige Desinfektionsmittel
wie Wasserstoffperoxid (H202), Chlorhexidin (CHX) und Natriumhypochlorit (NaOCl) zeigen
in der ausreichenden Dosierung!'®2!31:4191 und Applikationszeit’” eine gute Wirksamkeit.
Andere Optionen wie z. B. die alleinige Behandlung mit NaOCl beinhalten den Nachteil der
Demineralisierung und wiirden bei mehrmaliger Behandlung bzw. bei hoher Dosis zur

Destruktion des Zahns fithren,?!82.97

4.1. Untersuchungen zur Biofilmbildung in Gegenwart von Mucin

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Biofilmbildung bzw. eine Monolayer-Bildung der
oralpathogenen Stimme Streptococcus mutans spp. und Enterococcus faecalis spp. mit dem
Wachstumsmedium BHI, das u. a. Glukose enhilt, nachgewiesen werden. Um Bestandteile der
oralen Umgebung zu simulieren, wurde dem BHI-Medium das Protein Mucin hinzugefiigt.

Mucine sind strukturgebende Bestandteile des korpereigenen Mucus (Schleim), der sich auf
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den epithelialen Oberflichen der Schleimhéute befindet und ebenso Bestandteil der Saliva ist.
Sie bilden einen wichtigen Bestandteil des korpereigenen Abwehrsystems und gewéhren ein
gesundes mikrobiologisches Gleichgewicht.?® Bei einer 0,1 %-igen Mucinkonzentration konnte
ein mehrschichtiges Biofilmwachstum von Streptococcus mutans und ein einschichtiges
(monolayer) Wachstum von Enterococcus faecalis mittels Safraninassay und
elektronenmikroskopischer Untersuchung belegt werden. Mit dieser Methode ist allerdings
keine Aussage iiber die Vitalitdt und Vermehrungsfahigkeit der Bakterienzellen im Biofilm
moglich. Der Grund fiir die bei hdheren Mucin-Konzentrationen beobachtete Abnahme der
Biofilmmasse kann auf der Basis dieser Untersuchungsmethoden also nicht mit hinreichender
Genauigkeit geliefert werden. Laut der Fachliteratur ist von einer verminderten Oberfldchen-
adhirenz auszugehen. Frenkel und Ribbeck wiesen 2014 nach, dass mit Saliva assoziiertes
Mucin (MUCS5B) zu einer verminderten Oberflichenhaftung von Streptococcus mutans fihrt.
S. mutans liegt demnach aufgrund des MUCS5B vermehrt in seiner planktonischen Form vor.
Solch ein Effekt konnte bereits durch Haley ef al. gezeigt werden, die eine Inhibierung der
Biofilmbildung von Pseudomonas aeruginosa durch Mucin nachgewiesen haben.?® Kavanaugh
et al. gelang 2014 der Nachweis, dass Mucin zu einer Unterdriickung der Virulenz von Candida
albicans fihrt, indem die Adhirenz an Plastikoberflichen und an humanen Zellen reduziert

wird.>3

4.2. Verwendung von Natriumhypochlorit

NaOCl ist das in der Zahnheilkunde am meisten verwendete und besten untersuchte
Antiseptikum fiir die Anwendung am Patienten.?!¥” NaOCl wirkt dtzend auf metallische
Oberflichen sowie basisch und hyperton im Menschen,3>!°114 und hat zudem einen
unangenehmen Geschmack.?! In der Zahnheilkunde wird die Verwendung von NaOCl — ohne
Aussage zur Applikationsdauer — als 0,5 % bis 5,25 %-ige Losung empfohlen. In in vitro
Versuchen konnte allerdings nachgewiesen werden, dass die Wirkung des NaOCI nicht nur
dosis- sondern auch zeitabhingig ist.*! In einer 2012 veroffentlichten Literaturreview von
Marion et al. rangieren die Applikationszeiten zwischen 10 Sekunden und 335 Minuten.®’

In der vorliegenden Arbeit bewirkte die Anwendung einer 5 %-NaOCI-Losung eine fast
hundertprozentige Abtétung bzw. Wachstumsunterdriickung der getesteten Bakterienspezies.
Letzteres war insbesondere fiir E. faecalis zu beobachten, da die Bakterien unmittelbar nach
einer 60 sekiindigen NaOCl-Applikation nicht replikationsfahig waren, nach einer 24-stiin-
digen Erholphase dagegen schon. Diese scheinbare Diskrepanz erkldrt sich dadurch, dass nicht
nur die Inkubation in einem Antiseptikum sondern auch der schnelle Wechsel der zur

Inkubation genutzten Medien filir die Bakterien Stress darstellt, sodass Kombinationen aus
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beiden Behandlungen besonders ausgeprigte Effekte auf die Bakterien haben. Wenn die
Inkubation von E. faecalis im Antiseptikum iiber 15 Minuten durchgefiihrt wurde, war zu
beiden Untersuchungszeitpunkten kein Wachstum registrierbar, was belegt, dass die
Inkubationszeit relevant fiir die Wirkung ist und ein 15-miniitiger Kontakt wahrscheinlich fiir
alle Zellen todlich wirkt. Da S. mutans auch nach einer Applikationszeit von 60 Sekunden und
einer Erholungsphase von 24 Stunden nicht mehr kultivierbar war, sind diese Zellen offenbar
empfindlicher gegeniiber dem Hypochlorid. Damit kann in entsprechenden Versuchen
E. faecalis als relevanter Indikatorkeim genutzt werden — chemische Agenzien, die gegen diese

Spezies wirksam sind, wirken allemal auch auf S. mutans.

4.3. Verwendung und Wirkung des Natriumthiosulfats

Natriumthiosulfat ist ein Reduktionsmittel und wird in der Medizin als Antidot einer Cyanid-
vergiftung verwendet. Auch findet es seine Anwendung zur Neutralisierung von Chlor im
Wasser.?’

In mehreren Studien wurde es in verschiedenen Konzentrationen zur Neutralisierung der
oxidativen Wirkung von NaOCl verwendet.*!:8!47 Eine Empfehlung der zu verwendenden bzw.
am besten geeigneten Konzentration existiert jedoch nicht.

In Anlehnung an eine erfolgreiche Blockierung der Silberwirkung mit Natriumthiosulfat
von Tilton efal. wurde eine Dosierung von 1.46 g/ 1000 ml PBS gewihlt.'® In den
durchgefiihrten Ergebnissen konnte in der gewdhlten Dosierung keine Blockierung bzw.
Neutralisierung mit Natriumhypochlorit erreicht werden. In den Vorversuchen wurde die
zytotoxische Wirkung des Thiosulfates selbst ausgeschlossen. Es ist jedoch mdglich, dass die
gewihlte Konzentration und die Expositionszeit zu niedrig gewdhlt wurden und nur ein
geringer neutralisierender Effekt erzielt wurde. Hedge ef al. schlussfolgerten 2012, dass zur
Neutralisierung von 1 ml einer 5 %-igen Natriumhypochlorit-Losung ca. 3,5 ml einer 5 %-igen
Natriumthiosulfat-Losung benotigt wird.*> Zum Zeitpunkt der Veroffentlichung waren die
Versuche jedoch schon durchgefiihrt, sodass auf diese Erkenntnisse nicht zuriickgegriffen
werden konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expositionszeit fiir NaOCl und Natriumthiosulfat in
den Vorversuchen auf jeweils 15 Minuten festgelegt, um den bakteriziden Effekt des NaOCl zu
untersuchen. In den weiteren Versuchen wurde die Applikationsdauer auf jeweils 60 Sekunden
festgelegt, um den Versuchsablauf besser handhaben zu kénnen. Es ist zu hinterfragen, ob a)
diese Expositionszeit hitte prolongiert werden miissen und ob b) mit einer hdheren

Konzentration des Natriumthiosulfates hatte behandelt werden missen.
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4.4. Die Effektivitit der Applikation gasformigen Ozons auf oralpathogene
Bakterienspezies

Das oxidative Potenzial des Ozons verursacht eine Destruktion der Zellmembran von Bakterien
und Pilzen. Glykoproteine, Glykopeptide und Aminoséuren werden in ihrer Struktur veréndert
und es resultiert eine erhohte Zellpermeabilitit mit einer Verschiebung des Membranpotenzials
und in der Folge ein Funktionsverlust der Zelle.>!#

In der vorliegenden invitro Studie konnte unter Verwendung des HealOzone
Ozongenerators 2130C keine signifikante Keimzahlreduktion der oralpathogenen
Bakterienspezies Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Parvimonas micra und
Fusobacterium nucleatum mit der alleinigen Ozonapplikation bei Applikationszeiten von 60 s,
120 s, 180 s und 300 s erreicht werden.

Als eine mogliche Ursache der mangelnden Effektivitit konnte die Funktionstiichtigkeit
des Ozongenerators in Betracht gezogen werden. Wenngleich die Firma KaVo mit Lieferung
des HealOzone Ozongenerators 2130C die Funktionsfahigkeit des Gerétes und vor allem die
addquate Produktion der angegebenen Ozonproduktion von 2100 ppm pro vom Gerit
abgegebener Volumeneinheit garantiert.”® Vor der Durchfiihrung der Versuchsreihen konnte
jedoch ein qualitativer Nachweis der Ozonproduktion erbracht werden (s. Methodenteil, 2.15.).
Mit Hilfe einer Farbumschlagsreaktion wurde dabei das Vorhandensein von Ozon
nachgewiesen und damit die prinzipielle Funktionstiichtigkeit des Generators gezeigt.

Der Kavo HealOzone Ozongenerator 2130C generiert den fiir die Ozonproduktion
notwendigen Sauerstoff aus der Umgebungsluft. Es ist zu hinterfragen ob die Menge von
2100 ppm pro vom Gerdt abgegebener Volumeneinheit generell ausreichend ist, um einen
bakteriziden Effekt zu erreichen. Fiir eine Wirkung kritisch kdnnte auch sein, dass zwischen
Ozonproduktion aus der Umgebungsluft und dem Ort der Ozonapplikation eine Wegstrecke
von ca. 1,85 m Schlauchlinge liegt. Ein weiterer Storfaktor konnte der Modus der
Ozonapplikation sein. Die Testreihen wurden mittels einer 24-Kavitdten-Mikrotiterplatte
durchgefiihrt (s. 3.5.). Es ist moglich, dass die Abdichtung zwischen Gummipropfen,
Mikrotiterplatte und Handstlick unzureichend war und das Ozon vor Erreichen der
Biofilmstrukturen entwich.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit reihen sich in die zwiespéltigen Aussagen

42,50,39

vorangegangener Studien zur Wirksamkeit des Ozons. Die Anzahl der in vivo und

4,9,18,29,33,51

in vitro 72105 Studien zur Anwendung der Ozontherapie in der Zahnheilkunde ist

iiberschaubar. Die Vergleichbarkeit der bisher verdffentlichten in vitro Studien ist aufgrund der
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unterschiedlichen Methodik (u. a. Kultivierungsmethoden, verwendete Anzuchtsmedien,
Modus der Ozonapplikation) eingeschrinkt?%-3348.78,105

Polydorou ef al. berichten 2011 von einer signifikanten Keimzahlreduktion von S. mutans
DSM 20523 an frisch exkavierten und gereinigten Zéhnen nach einer einmaligen
Ozonapplikation von 60 s unter Verwendung des KaVo HealOzone Ozongenerators 2130C. In
dieser Studie wurde ein kleines Areal des exkavierten Zahnes mit einer Losung des zu testenden
Bakterienstamms kontaminiert und mit einem PYB-Medium ohne Zusatz von Mucin inkubiert.
Nach der Behandlung erfolgte die Versiegelung der Kavitit mit einem Kompomer. Die
Keimzahlen wurden nach einer Inkubationszeit von 4 und 8 Wochen erhoben.®> In der
unbehandelten Kontrolle der Negativkontrolle und der Ozonkontrolle wurden zum Zeitpunkt
vor der Ozonapplikation dhnliche Lebendkeimzahlen erhoben. Nach 4 Wochen und nach
8 Wochen Inkubation erfolgte die Erhebung der Lebendkeimzahlen in den unbehandelten und
in den mit Ozon-behandelten Proben. Eine Erhebung der Lebendkeimzahlen direkt nach der
Ozonexposition wurde nicht ermittelt und somit war keine Aussage liber die unmittelbare
Wirkung des Ozons verfiigbar. Nach Aussagen der Untersucher konnte in dieser Studie eine
signifikante Keimzahlreduktion in den Proben, welche mit 60 s Ozon behandelt wurden,
registriert werden. Es zeigte sich jedoch auch in den unbehandelten Proben eine Abnahme der
Lebendkeimzahl von 1x10*1 KBE/ ml nach 4 und 8 Wochen im Vergleich zu den mit Ozon
behandelten Proben, die nach den gewihlten Inkubationszeiten eine Abnahme der
Lebendkeimzahl von 1x1072 KBE/ ml zeigten. In den mit Lactobacillus casei DSM 20020
behandelten Zdhne, die im gleichen Versuchsaufbau mit 60 s Ozon behandelt wurde, konnte
die Keimzahl nicht reduziert werden. Im Gegenteil: Nach der Behandlung mit Ozon und einer
Inkubation von 4 bzw. 8 Wochen wurden mehr Keime im Vergleich zur Negativkontrolle
nachgewiesen. Auch wenn in diesem Versuchsaufbau im Vergleich zur vorliegenden Arbeit die
Ozonapplikation mit einem deutlich geringeren Abstand zur Kavitét erfolgte, konnte mit dem
KaVo HealOzone 2130C kein erfolgreicher Nachweis einer Wirksamkeit des Ozongenerators
der Firma KaVo erbracht werden.

Demgegeniiber zu stellen sind die Studienergebnisse von Astorga, der 2013 den
antibakteriellen Effekt gasformigen Ozons mit unterschiedlichen Ozongeneratoren
untersuchte.* Der CurOzone X4®, ein Nachfolgemodell des KaVo HealOzone Ozongenerators
2130C, konnte keine Keimzahlreduktion der in der dortigen Studie verwendeten Streptococcus
mutans-Stamme erreichen. Astorga verglich die Effektivitdt unterschiedlicher Ozongeneratoren
(CurOzone X4®, Kavo, OL80A wund OL80W, Yanco Industries) anhand von

S. mutans-Kulturen mit einem Zellvolumen von 1076 KBE/ml. Mit einer fixen
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Ozonkonzentration von 2100 ppm +/- 10% (32 g/m’) und den Zeitabstinden der
Ozonapplikation von 15 Sekunden bis 4 Minuten konnte keine Keimzahlreduktion mit dem
CurOzone X4® erzielt werden. Der CurOzone X4® unterscheidet sich zu seinem
Vorgingermodell, dem HealOzone Ozongenerator 2130C, in der Produktion einer héheren
Ozonkonzentration unter Verwendung von reinem Sauerstoff.*® Die untersuchten
Ozongeneratoren OLS80A und OL8OW (Yanco Industries) konnten mit unterschiedlicher
Ozonkonzentrationen (2, 20 und 200 ppm) und unterschiedlichen Zeitabstinden der
Applikation von 10 Sekunden bis 240 Sekunden eine signifikante Keimzahlreduktion
erreichen. Astorgas Ergebnissen zufolge ist der Erfolg einer Eradikation abhédngig vom
benutzten Ozongeriit.*

Die alleinige Anwendung gasformigen Ozons konnte auch in einer 2014 von Noites ef al.
durchgefiihrten Studie keine zufriedenstellende Keimzahlreduktion in einem mit E. faecalis
und C. albicans-infizierten Zahnmodell erzielen. Die Kombination von Chlorhexidin (CHX)
und Ozon lieB jedoch eine signifikante Reduktion der Keimzahl erkennen. Noites et al.
empfehlen daher die Anwendung von Ozon in Kombination mit CHX.”®

Fagrell et al. zeigten in ihrer Studie 2008, dass ein bakterizider Effekt bei einer
gasformigen Ozonapplikation auf Kulturen von Streptococcus mutans und Lactobacillus spp.
nachzuweisen und dieser dosisabhingig ist.> Die jeweilige Ozonapplikation erfolgte hier
jedoch direkt auf die Kulturen, wihrend in der aktuellen Studie das Ozon nicht direkt, sondern
mit einem rdumlichen Abstand, auf die am Boden des Wells liegenden Kulturen appliziert
wurde, was ggf. die Wirkung des Ozons reduziert bzw. authebt.

Die meisten Studien fulten auf der Untersuchung der Ozonwirkung von Mono-Spezies-
Biofilmen oder planktonischen Kulturen ohne Anwesenheit anderer eventuell die Ozonwirkung
diskriminierender Substanzen wie z. B. Saliva. Johansson et al. applizierten gasformiges Ozon
unter Verwendung des HealOzone Ozongenerators 2130C auf Kulturen von Actinomyces
naeslundi, Lactobacillus casei und Streptococcus mutans in Anwesenheit eines Salzpuffers
oder humaner Saliva, die von einer Testperson gesammelt wurde. Das applizierte Ozon erwies
sich ohne die Anwesenheit der Saliva nach einer Applikation von 10, 30 und 60 Sekunden als
effektiv. Nach einer Ozonapplikation von 60 Sekunden wurde eine 100 %-ige Eradikation
registriert. Wurde jedoch Saliva der Kultur hinzugesetzt, konnte nach der Ozonapplikation nur
eine geringgradige Keimzahlreduktion beobachtet werden.’! Hier wie in der Studie von
Johansson et al machte sich die protektive Wirkung der Mucine als wesentlicher Bestandteil

der Saliva bemerkbar.
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In der vorliegenden Arbeit mit dem HealOzone Ozongenerator wurde der Effekt von in
Losung gebrachtem Ozon nicht gepriift.>!74%74% Huth ef al. konnten 2011 nicht nur einen
antibakteriellen Effekt von gasformigem, sondern auch von in Wasser gelostem Ozon auf
Periodontitis-assoziierte Bakterienspezies (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphy-
romonas gingivalis, Tannerella forsythia und Parvimonas micra) in planktonischen Kulturen
sowie in Biofilmkulturen nachweisen. Die Kulturen wurden in einer dafiir angefertigen
Glaskammer, die mit einem Ozongenerator (Ozonosan photonic; Dr. Héinsler, Iffezheim,
Deutschland) verbunden war, mit Ozonkonzentrationen von 1 g/ m® bis 53 g/ m? behandelt. Die
Effektivitdt war abhéngig von der jeweiligen Spezies, dem verwendeten Agens (Ozon oder
CHX) und der Konzentration. Dennoch war das Desinfektionsmittel CHX, welches in dieser
Studie in einer Vergleichsgruppe getestet wurde, dem Ozon deutlich iiberlegen.*® Estrela et al.
2007 konnten unter Verwendung von in Wasser gelostem Ozon keine zufriedenstellende
Reduktion der Keimzahl in Enterococcus faecalis-Biofilmen auf frisch exkavierten humanen
Zihnen nachweisen.>? Ebenso konnten Hems et al. 2005 keinen bakteriziden Effekt bei einer
Applikation gasformigen Ozons und bei in Losung gebrachtem Ozon an Biofilmen von
Enterococcus faecalis erzielen** Als Kontrollgruppe dienten in der von Hems ef al.
durchgefiihrten Studie Biofilme, die mit NaOCl 2,5 % behandelt wurden. Im Vergleich zu der
mit Ozon behandelten Gruppe konnte so eine signifikante Keimzahlreduktion erreicht werden.
Vergleicht man die Ergebnisse der aktuellen Studie mit denen von Hems ef al. bzw. Huth ef al.,
so waren die verwendeten Antiseptika CHX und NaOCl dem Ozon in ihrer bakteriziden
Wirkung deutlich tiberlegen.

Die Ergebnisse in den bisher verdffentlichten in vivo Studien sind d&hnlich widerspriichlich.
Huth eral verdffentlichten 2005 eine kontrollierte, randomisierte klinische Studie mit
41 Patienten mit unterschiedlichem Kariesrisiko. Nach 3 Monaten konnte in der gesamten
Kohorte, aber insbesondere in der Gruppe mit einem erhdhten Kariesrisiko, durch die
Ozonbehandlung eine Reduktion der Karies festgestellt werden, wenn gleich keine statistische
Signifikanz erreicht wurde.*” So waren die Nachuntersuchungszeitpunkte in dieser Studie zu
kurz gesetzt und die eingeschlossene Patientenpopulation sowohl zu gering als auch zu
heterogen im Kariesrisiko gewahlt.

Andere Autoren konnten ebenfalls keine signifikante Wirkung des gasformigen Ozons
nachweisen. So untersuchten Hauser-Gerspach efal. den Effekt einer einmaligen
Ozonbehandlung mit 30 Sekunden bei einer Okklusalenkaries vor und nach Ozonapplikation,
konnten aber keinen signifikanten Effekt feststellen.?® 2004 schlussfolgerten Rickard et al. in

einem von der Cochrane Library initiierten Review, dass die in vivo Ozon-Anwendung in der
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Zahnheilkunde nicht empfohlen werden kann, da kein signifikanter Nachweis einer

Therapieeffektivitit gegen Karies existiert.’

4.5. Einfluss des von den Teststiimmen gebildeten Biofilms

Die Fihigkeit der Biofilmbildung bietet fiir die untersuchten Bakterienspezies einen
strategischen Vorteil gegeniiber schidigenden Umwelteinfliissen wie Austrocknung, pH-Wert-
Schwankungen, Toxine und Antibiotika.?3¢ Die in dieser Studie ermittelten Resultate konnen
u. a. auf die Fdhigkeit der Biofilm-assoziierten Bakterien zur Bildung grofer Mengen an
extrazelluldiren Polysacchariden in einer extrazelluldren polymeren Schicht (EPS)
zuriickzufiihren sein. Die Molekiile der EPS sind multipel und zudem je nach Teilschicht des
Biofilms unterschiedlich geladen (Polyelektrolyte). Sie bilden somit einen Filter gegeniiber
jeglichen von auflen wirkenden und geladenen Substanzen, die entweder abgestoflen oder
neutralisierend gebunden werden. So sind Antibiotika wie z. B. Aminoglykoside und
Polypeptide positiv geladen und kdnnen von einer negativ geladenen EPS ,abgefangen®
werden.’>!1% Demgegeniiber werden die o. g. Antibiotika von einer positiv geladenen EPS

abgestoBen.!0:34

Oxidantien wie Ozon und NaOCI sind negativ geladene Partikel, die einem
dhnlichen Effekt unterliegen. Deswegen zweifelten Miiller ef al. anhand ihrer Ergebnisse die
Wirksamkeit gasformigen Ozons zur Eliminierung reifer Biofilme an. Drei Tage alte 6-
Spezies-Biofilme zeigten nach einer Ozonapplikation von 60 s keine Keimzahlreduktion. Die
Autoren mutmalften, dass reife, EPS-eingebettete Biofilme resistent gegeniiber einer
Ozonbehandlung sind.”

Der Annahme, dass die Wirksamkeit des Ozons ausschlieBlich durch die EPS der Biofilme
vermindert wurde, stehen die Ergebnisse der Ozonapplikation auf planktonische Zellen von
Streptococcus mutans und Enterococcus faecalis gegeniiber. Hier konnte trotz fehlender EPS
keine signifikante Wirkung des Ozons auf die Uberlebensfihigkeit der Bakterien erzielt
werden. Daher konnen auch Bestandteile des Nahrmediums, z. B. das Glykoprotein Mucin, zu
den Ergebnissen beigetragen haben. Mucin kann als stark wasserbindendes Molekiil eine
Barriere mit unterschiedlichen Ladungen aufbauen und Ozonmolekiile abstoBen oder ggf.
binden und somit die Effektivitit des Ozons mindern. 8313

Johansson et al. kamen in ihren Untersuchungen zu Effekten eines mit Salva versetztem
Néihrmedium zu einem &dhnlichen Schluss. Die Arbeitsgruppe unterzog planktonische Zellen
von Acinetobacter naeslundii, Streptococcus mutans und Lactobacillus casei in Saliva oder in
einer Phosphat-Pufferlosung einer Applikation mit gasformigen Ozon (KaVo HealOzone
Ozongenerator 2130C). Nach 10 Sekunden Ozonexposition konnte bei den in Pufferlosung

befindlichen planktonischen Kulturen bereits eine messbare Keimzahlreduktion registriert
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werden, die nach 60 s Ozonapplikation eine Rate von drei Zehnerpotenzen erreichte. Die in
Saliva befindlichen Bakterien wurden in gleichartigen Bedingungen in deutlich geringerem
Umfang affiziert. Die Arbeitsgruppe untersuchte darauthin die Proteine der Saliva vor und nach
der Ozonapplikation mittels SDS-Elektrophorese. Nach der Ozonapplikation konnte gezeigt
werden, dass die Proteinstruktur nach Ozoneinwirkung deutlich verdndert vorlag. Sie
schlussfolgerten, dass das Ozon die Proteinstrukturen der Saliva in der angewendeten
Applikationszeit zwar beschidigte, die durch die Proteine geschaffene Barriere jedoch nicht
durchbrach. Laut diesen Ergebnissen scheint Saliva eine Barrierefunktion gegeniiber dem Ozon
zu haben,’! was die mangelnde Effektivitit der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Ozon-Applikation sowohl auf Biofilmstrukturen als auch auf planktonische Bakterien erkldren
kann.

Abschlieflend seien die hier gewihlten Ozon-Applikationszeiten von maximal 300 Sekun-
den im Lichte der im Vorfeld des Versuchs vorhandenen Literatur betrachtet. Dieser
Anwendungszeitraum entspricht der in einer zahnérztlichen Praxis pro betroffenem Zahn
maximal denkbar zur Verfligung stehenden Behandlungszeit. In fritheren Studien wurden
Ozonapplikationen zwischen 10 und 240 Sekunden, bzw. 4 und 8 Wochen

4.9.18,29.33,51,78.85,105 - Agtorga konnte unter Verwendung des CurOzone X4® auch mit

gewahlt.
einer deutlich hoheren Ozon-Konzentration als in dieser Studie nach 240 Sekunden keine
Keimzahlreduktion nachweisen.* Demgegeniiber zu stellen sind die Resultate von Castillo
etal., die nach Applikationszeiten von 10, 20 und 40 Sekunden auf Strepto-
coccus mutans-Kulturen eine deutliche Reduktion der Lebendkeimzahl erzielen konnten. '8
4.6. Effektivitit der sequentiellen Applikation gasformigen Ozons und NaOCl auf
aerobe und anaerobe oralpathogene Bakterienspezies in Biofilmen-Strukturen

Die kombinierte Applikation von Ozon und anschlieender NaOCI-Applikation zeigte unter
allen Versuchsbedingungen eine mindestens so starke, zumeist sogar eine ausgeprigtere
Wirkung auf die Vermehrungsfahigkeit der Testbakterien als die alleinige NaOCI-Applikation.
Es ist daher naheliegend, dass ein additiver oder gar synergistischer Effekt beider Oxidantien
erzielt wurde.

2014 veroffentlichten Tachikawa ef al. dhnliche Ergebnisse. Tachikawa bestimmte die
LKZ von Pseudomonas fluorescens-Kulturen, die a) nur mit ozoniertem Wasser, b)
Wasserstoffperoxid (H20»), ¢) Wasserstoffperoxid und anschlieBend ozoniertem Wasser und
d) ozoniertem Wasser und anschlieBend mit Wasserstoffperoxid behandelt wurden. In diesem
Ansatz konnte eine signifikante Reduktion der LKZ von Pseudomonas fluorescens unter der

sequentiellen Applikation von ozoniertem Wasser und anschliefend von H>O> beobachtet
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werden. Den Effekt erkldrten sich die Autoren u. a. mit der Bildung von Hydroxylradikalen und
der Exfoliation der obersten EPS-Schicht, sodass sich die anschlieende oxidierende Wirkung
des H,O» entfalten konnte. Unterstiitzt wurde diese These der Autoren mit Hilfe der konfokalen
Laserscan-Mikroskopie (s. Abb. 67), in der sie mit Hilfe einer Lebend-Tod-Féarbung die
deutliche Zunahme toter Bakterien im Biofilm bei Einwirkung von zunichst Ozon und dann
H>0; im Vergleich zur umgekehrten Applikationsreihenfolge zeigen konnten.

(@) (b)

H202 (30 sec) =» O3 (30sec) 03 (30 sec) = H202 (30 sec)

AlexaFlu633-ConA «— Cover glass

(EPS)

“"“'..* L 1 mm!MI g

+— Slide glass

Propidium iodide*
(Damaged bacteria)

SYTO 9~
(Live bacteria)

Merged image

Abbildung 67: Darstellung der Vitalitdtsverdnderung von Biofilm-organisiertem Pseudomonas fluorescens nach der sequen-
tiellen Applikation von (a) H202 und Ozon sowie (b) Ozon und H20:2 .Die Darstellung der mit einer Lebend-Tot-Farbung
kontrastierten Bakterienzellenerfolgte mittels der konfokalen Laserscan-Mikroskopie (Tachikawa et al., 2014). Bei Betrach-
tung der Propidium lodid Farbung und der iiberlagerten Bilder (merged image) zeigt die Reihenfolge erst Ozon, dann H2O> die
groferen Abtotungseftekte auf die Bakterienzellen.

In Anlehnung an diese Ergebnisse kann ein Synergismus der Oxidantien Ozon und NaOCl
postuliert werden. So kann Ozon einen (vor-)schidigenden Effekt auf die Zellen haben, der

durch die anschlieBende Behandlung mit NaOCI verstérkt wird.

4.7. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie konnte keine signifikante Keimzahlreduktion an Biofilmen und
planktonischen Zellen der oralpathogenen Bakterienspezies Streptococcus mutans und Entero-
coccus faecalis mit der alleinigen Ozonapplikation und Expositionszeiten von 60 s, 120 s, 180 s
und 300 s erreicht werden. Auch 72 Stunden alte Kulturen von Parvimonas micra ATCC 33270
und Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 zeigten kein Ansprechen auf eine

Ozonbehandlung tiber 60 s und 300 s.
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Die sequentielle Behandlung der Biofilme von Streptococcus mutans und Enterococcus
faecalis mit Ozon und NaOCl fiihrten dagegen zu einer Eradikation bzw. zumindest drastischen
Reduktion kultivierbarer Zellen, was einen synergistischen Effekt beider Substanzen nahe legt.
Mogliche Griinde fiir das Versagen der alleineigen Ozonapplikation im Sinne -einer
Keimzahlreduktion konnen in der Schutzfunktion der EPS des Biofilms bzw. des Mucins im

Kulturmedium und/oder in einer zu geringen Ozonmenge zu suchen sein.
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5. Zusammenfassung

Problemstellung: Ozon wird in der Stomatologie als Therapiealternative bzw. -erginzung zur
mechanischen Kariestherapie umworben. Die bakterizide Effektivitét ist jedoch aufgrund der
divergenten Studienergebnisse umstritten. Zielstellung: Die bakterizide Effektivitit
gasformigen Ozons sollte unter Verwendung eines kommerziell vertriebenen Ozongenerators
der Firma KaVo mit einer fixen Dosierung von 2100 ppm pro Volumeneinheit und
unterschiedlichen Applikationszeiten an Biofilmen und Kulturen planktonischer Zellen der
oralpathogenen Bakterienspezies Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Parvimonas
micra und Fusobacterium nucleatum untersucht werden. Material und Methoden: Biofilme
der o. g. Bakterienarten wurden einer Ozonapplikation mit Zeitintervallen von 60 s, 120 s, 180 s
und 300 s unterzogen. Unmittelbar nach der Ozonapplikation sowie nach einer Erholungsphase
von 24 h wurde die Vitalitdt der Bakterien mittels Lebendkeimzéhlung und die Struktur des
Biofilms mittels elektronenmikroskopischer Untersuchung bestimmt. Als ,,Negativkontrolle*
wurden unbehandelte Kulturen verwendet. Fiir eine ,,Positivkontrolle* wurden Biofilme einer
NaOCl 5 % Losung ausgesetzt. In einem weiteren Versuch wurde die sequentielle Applikation
von Ozon und anschlieBend mit NaOCI untersucht. Zur Neutralisierung des oxidativen Effektes
wurde eine NaxS>03-Losung verwendet. Ergebnisse: Mit der alleinigen Applikation
gasformigen Ozons konnte keine offensichtliche Keimzahlreduktion in Biofilmen oder in
planktonischen Kulturen erreicht werden. Die sequentielle Behandlung der Biofilme mit Ozon
und anschlieBend NaOCl zeigte dagegen eine signifikante Verminderung der
Lebendkeimzahlen unter allen Untersuchungsbedingungen. Nach alleiniger Anwendung von
NaOCl konnten unmittelbar nach der Applikation keine vermehrungsfihigen Bakterien
nachgewiesen werden. Nach einer Erholungsphase von 24 Stunden waren jedoch teilungsfahige
Bakterien zu registrieren. Schlussfolgerung: Der kommerziell vertriebene Ozongenerator der
Firma KaVo Healozone 2130C eignet sich unter den gewéhlten Untersuchungsbedingungen
nicht um oralpathogene Keime im hinreichenden Umfang abzutdten. Eine sequentielle
Anwendung von zunichst Ozon gefolgt vom Antiseptikum NaOCI zeigte jedoch unter allen
Versuchsbedingungen einen nachhaltige bakterizide Wirkung. Klinische Bedeutung: Eine
ausschlielliche Ozontherapie im Rahmen einer Kariesbehandlung muss deutlich verbessert
werden, wenn sie erfolgreich sein soll. In einer Kombination mit anderen Therapieformen, z. B.

der Applikation von Antisepika, konnte bereits jetzt ein Erfolg absehbar sein.
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7. Anhang
7.1. zu 3.3. Untersuchung des Einflusses von Natriumhypochlorit und

Natriumthiosulfat auf die Lebensfahigkeit und Biofilmbildung von S. mutans
und E. faecalis

7.1.1.  zu 3.3.1. Uberlebensfiihigkeit von S.mutans 4300 und S.mutans 6178 unter
Verwendung von NaOCl und Na>S>03

1,00E+10
1,00E+08 &
1,00E+06
1,00E+04

1,00E+02 -

1,00E+00 -

= 5. mutans 4300 Oh

NK ~ NaOCI5%  NT

NaOCl
5%/ NT

S. mutans 4300 24h

Abbildung 68: Bestimmung der Lebendkeimzahlen mit
S. mutans 4300. Die Untersuchungen wurden direkt nach der
Behandlung mit dem jeweiligen Agens und nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden durchgefiihrt. In den Proben,
welche mit NaOCl 5 % behandelt wurden, konnten an beiden
Messzeitpunkten keine Kolonien bestimmt werden. Gleiches gilt
fiir die Proben, die mit NaOCl 5 % und nachfolgend Na2S203
behandelt  wurden.  Na2S:03  alleine  hatte  keinen
wachstumshemmenden Effekt auf die Kolonien. NK -

Negativkontrolle, NT - Na>S203

Tabelle 14: Der Einfluss von Chlorbleiche (Natriumhypochlorit) und einem Oxidationsschutzmittel (Natriumthiosulfat) auf die

Keimzahl von Biofilm-assoziierten Bakterien am Beispiel von S. mutans 4300. Die Keimzahlen pro ml suspendiertem Biofilm

werden als exponentielle Werte auf der Basis von 10 dargestellt.? Es erfolgte keine statistische Auswertung bei einer

100 %-igen Eradizierung.

n Mittelwert

Standard-

abweich-
ung

Standard- 95 %
fehler Konfidenzintervall fiir
Mittelwert
Unter- Ober- p-Wert
grenze grenze

a. Bakterium = S.mutans 4300, Messzeitpunkt = Oh

Negativkontrolle 2 4,73E+08 1,38E+08 9,75E+07 -7,66E+08 1,71E+09

NaOCl 5% 2 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 A
NazS$:03 2 4,90E+08 2,40E+08 1,70E+08 -1,67E+09  2,65E+09 1
NaOCl15% + 2 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 0,102
NazS:03

b. Bakterium = S.mutans 4300, Messzeitpunkt = 24h

Negativkontrolle 3 1,58E+08  1,93E+08  1,IIE+08  -321E+08  6,36E+08

NaOCl 5% 3 0.00E100  0.00E+00  0,00E100  0.,00E+00  0.00E+00 a

N2:8:03 3 140E+08  1.65E+08  9.51E+07  2.69E+08  SA9E+08  0.827
0,

NaOCl 5% + 3 0.00E400  0.00E+00  000E+00  0,00E+00  0.,00E+00 0,037

NazS:03
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1,00E+10 -

KBE/ ml

1,00e+08 { [T
1,00E+06 -
1,00E+04 -
1,00E+02 -
1,00E+00 - .
NK

m 5. mutans 6178 Oh

NaCCl

5%

NT

NaOClI
5%/ NT

S.mutans 6178 24h

Abbildung 69: Bestimmung der Lebendkeimzahlen mit S. mutans
6178. Die Untersuchungen wurden direkt nach der Behandlung mit
dem jeweiligen Agens und nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden
durchgefiihrt. In den Proben, welche mit NaOCI 5 % behandelt
wurden, konnten an beiden Messzeitpunkten keine Kolonien bestimmt
werden. Gleiches gilt fiir die Proben, die mit NaOCl5 % und
nachfolgend Na2S>03 behandelt wurden. Na2S>0s alleine hatte keinen
wachstumshemmenden  Effekt auf die Kolonien. NK -
Negativkontrolle, NT - Na2S>03-Tabelle

Tabelle 15: Der Einfluss von Chlorbleiche (Natriumhypochlorit) und einem Oxidationsschutzmittel (Natriumthiosulfat) auf die

Keimzahl von Biofilm-assoziierten Bakterien am Beispiel von S. mutans. Die Keimzahlen pro ml suspendiertem Biofilm

werden als exponentielle Werte auf der Basis von 10 dargestellt.? Es erfolgte keine statistische Auswertung bei einer 100 %-igen

Eradizierung.
n Mittelwert Standard- Standard- 95 %
abweichung fehler Konfidenzintervall fiir
Mittelwert
Unter- Ober- p-
grenze grenze Wert
a. Bakterium = S.mutans 6178, Messzeitpunkt = 0h
Negatvkontr 5 565808 2,97E+08 2,10E+08  -2,10E+09  323E+09
NaOCl 5% 2 0,00E-+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00
NazS:03 2 2,73E+08 1,38E+08 9,75E+07 -9,66E+08  1,51E+09 0,439
[
NaOCIS%+ 3 00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00 0,053
Na2S:03
b. Bakterium = S.mutans 6178, Messzeitpunkt = 24h
ﬂfegat”k"“tr 3 4.13E+08 5.60E+08 323E+08  -9,79E+08  1,80E+09
NaOCl 5% 3 0,00E-+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00
Na;S$:03 3 1,65E+08 1,73E+08 1,00E+08 -2,65E+08  5,96E+08 0,275
(1)
NaOC15% + 3 0,00E-+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 0,037

Na>$:03
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7.1.2.  zu 3.3.2. Uberlebensfiihigkeit von E. faecalis DSMZ 20478 und E. faecalis 1904 unter
Verwendung von NaOCl und Na>S>03

1,00E+10 -
1,00E+08 - i

1,00E+06 -

KBE/ ml

1,00E+04 -

1,00E+02 -

1,00E+00 -

u E faecalis DSMZ 20478 Oh

NK NaOCl 5%

NT

NaCQCl 5%/
NT

E faecalis DSMZ 20478 24h

Abbildung 70: Bestimmung der Lebendkeimzahlen in
den Vorversuchen mit E. faecalis DSMZ 20478. In den
Proben, welche mit NaOCl 5 % behandelt wurden,

konnten an beiden Messzeitpunkten keine Kolonien

bestimmt werden. Gleiches gilt fiir die Proben, die mit

NaOCl15 % und Na2S203 behandelt wurden sind.

Na>S703 alleine hatte keinen wachstumshemmenden

Effekt auf die Kolonien. NK - Negativkontrolle, NT -

Naz2S203

Tabelle 16: Der Einfluss von Chlorbleiche (Natriumhypochlorit) und einem Oxidationsschutzmittel (Natriumthiosulfat) auf die

Keimzahl von Biofilm-assoziierten Bakterien am Beispiel von E. faecalis DSMZ 20478. Die Keimzahlen pro ml suspendiertem

Biofilm werden als exponentielle Werte auf der Basis von 10 dargestellt.? Es erfolgte keine statistische Auswertung bei einer

vollstdndigen Eradizierung.

n Mittelwert Standard- Standard- 95 % Konfidenzintervall
abweichung fehler fiir Mittelwert
Unter- Ober- p-Wert
grenze grenze
a. Bakterium = E.faecalis DSMZ 20478, Messzeitpunkt = Oh
Negativkontrolle 2 4,30E+08 1,06E+08 7,50E+07 -5,23E+08 1,38E+09
NaOCl 5% 2 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Na:S:03 2 3,55E+08 4,95E+07 3,50E+07  -8,97E+07  8,00E+08 0,439
[
NaOCI 5% + 2 0,00E+00  000E+00  0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00 r
NazS:03
b. Bakterium = E.faecalis DSMZ 20478, Messzeitpunkt = 24h
Negativkontrolle 3 2,00E+08 1,58E+08 9,12E+07  -1,93E+08  5,92E+08
NaOCl 5% 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Na2S:03 3 4,18E+08 1,56E+08 9,01E+07 3,06E+07 8,06E+08 0,127
0,
NaOCl 5% + 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

Na>S:03
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1,00E+10 ,
1,00E+08
1,00E+06
1,00E+04

1,00E+02 -

1,00E+00 -

n E. faecalis 1904 Oh

NK NaOCl 5%

NT

NaOQCl 5%/
NT

E. faecalis 1904 24h

Abbildung 71: Bestimmung der Lebendkeimzahlen in
den Vorversuchen mit E. faecalis 1904. In den
Proben, welche mit NaOCI 5 % behandelt wurden,
konnten an beiden Messzeitpunkten keine Kolonien
bestimmt werden. Gleiches gilt fiir die Proben, die mit
NaOCl15 % und NazS:03 behandelt wurden sind.
NazS20s alleine hatte keinen wachstumshemmenden
Effekt auf die Kolonien. NK - Negativkontrolle, NT -
NaxS203;  Tabelle 20:  Deskriptive — Statistik
exemplarisch am Beispiel von E. faecalis 1904. * Es
erfolgte keine statistische Auswertung bei einer

vollstdndigen Eradizierung.

Tabelle 17: Der Einfluss von Chlorbleiche (Natriumhypochlorit) und einem Oxidationsschutzmittel (Natriumthiosulfat) auf die

Keimzahl von Biofilm-assoziierten Bakterien am Beispiel von E. faecalis 1904. Die Keimzahlen pro ml suspendiertem Biofilm

werden als exponentielle Werte auf der Basis von 10 dargestellt.? Es erfolgte keine statistische Auswertung bei einer

vollstdndigen Eradizierung.

n Mittelwert Standard- Standard- 95 %
abweichung fehler Konfidenzintervall fiir
Mittelwert
Unter- Ober- p-Wert
grenze grenze
a. Bakterium = E.faecalis 1904, Messzeitpunkt = Oh
Negativkontrolle 2 6,33E+08 3,29E+08 2,33E+08 -2,32E+09 3,59E+09
NaOCl 5% 2 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
NazS203 2 4,75E+08 1,41E+07 1,00E+07 3,48E+08 6,02E+08 1
1)
NaOCl 5%+ 2 0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00 -
NaxS$:03
b. Bakterium = E.faecalis 1904, Messzeitpunkt = 24h
Negativkontrolle 2 3,88E+08 8,84E+07 6,25E+07  -4,07E+08 1,18E+09
NaOCl 5% 2 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 -
NazS:03 3 4,31E+08 5,62E+07 3,24E+07 2,92E+08 5,70E+08 0,564
1)
NaOCl 5% + 3 0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00 -

Nax$:03
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7.2. zu 3.4. Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Analysen

7.2.1.  zu 3.4.1. Resultate der Fluoreszenzmikroskopie fiir S. mutans 4300 und

S. mutans 6178

Ve ¥

’

S. mutens 4300, NK, Messzeitpunkt Oh S. mutans 4300,NK, Messzéitpunkt 24K~ "%,

g S. T 4300, NaOCl 5%, M it kt 24h
S. mutans 4300, NaOCl 5%, Messzeitpunkt Oh wlhizio 2 ESSICHBUN

nutans 4300, Na,S,S0;, Messzeitpunkt 24h

Abbildung 72-73:
Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung von S. mutans
4300, Negativkontrolle,
direkt nach einer Luft-
exposition (0h) und nach
24h Erholungsphase,
100fache VergroBerung

Abbildung: 74-75: Fluores-
zenzmikroskopische Unter-
suchung von S. mutans 4300,
Positivkontrolle mit NaOCl
5 %, direkt nach Behandlung
(0Oh) und nach 24h
Erholungsphase, ~ 100fache

VergroBerung

Abbildung: 76-77: Fluores-
zenzmikroskopische Unter-
suchung von S. mutans 4300,
Natriumthiosulfat (Na2S203),
direkt nach Behandlung (0 h)
und nach 24 h
Erholungsphase,  100fache

VergroBerung
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- '

”

S. mutans 4300, NaOCl 5%/ Na,S,S0;,
Messzeitpunkt Oh

S. mutans 6178, NK, Messzeitpunkt Oh

S. mutans 6178, NaOCl 5%, Messzeitpunkt Oh

| 325250;,' Messzeitpunkt Oh

- ]

S. mutans 4300, NaOCl 5%/ Na,S,50;
Messzeitpunkt Oh

S. mutans 6178, NaOCl 5%, Messzeitpunkt 24h

A i
‘Simutans 6178, Na,S,50;, Messzeitpunkt 24h

Abbildung 78-79:
Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung von S. mutans
4300, Exposition gegen
Natriumhypochlorit (NaOCl)
und Natriumthiosulfat
(NazS0s), direkt  nach
Behandlung (0 h) und nach
24h Erholungsphase,
100fache VergroBerung

Abbildung 80-81:
Fluoreszenzmikroskoische
Untersuchung von S. mutans
DSM 6178, Negativkontrolle,
direkt nach einer
Luftexposition (0 h) und nach
24h Erholungsphase,
100fache VergroBerung

Abbildung 82-83:
Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung von S. mutans
6178, Positivkontrolle durch
Exposition gegen NaOCl 5 %,
direkt nach Behandlung (0 h)
und nach 24 h
Erholungsphase, 100fache

VergroBerung

Abbildung 84-85:
Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung von S. mutans
6178 nach Exposition gegen
Natriumthiosulfat (Na2S203),
direkt nach Behandlung (0 h)
und nach 24 h
Erholungsphase, 100fache

Vergroflerung
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Abbildung 86-87:
Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung von S. mutans
6178,  Exposition  gegen
Natriumhypochlorit (NaOCl)
und Natriumthiosulfat

(Naz2S0s3), direkt nach Behand-

S. mutans 6178, NaOCl 5%/ Na,5,50;
Messzeitpunkt Oh

S. mutans 6178, NaOCl 5%/ Na,S,S0;, lung (Oh) und nach 24h
Messzeitpunkt 24h

Erholungsphase, 100fache

Vergroferung

7.2.2.  zu 3.4.2. Resultate der Fluoreszenzmikroskopie fiir E. faecalis DSMZ 20478 und
E. faecalis 1904

Abbildung 88—89:
Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung von E. faeaclis
DSMZ 20478
Negativkontrolle, direkt nach
Luftexposition (0 h) und nach

24 h Erholungsphase,
&2 : : - 100fache Vergrofierun
E. faecalis DSMZ 20478, NK, Messzeitpunkt Oh i‘{:’em"s LIRS (R, McSipLrikt & g
Abbildung 90-91:

Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung von E. faecalis
DSMZ 20478,
Positivkontrolle durch
Exposition gegen NaOCl 5 %,
direkt nach Behandlung (0 h)
und nach 24 h

E. faecalis DSMZ 20478, Naodl 5%,
Messzeitpunkt 24h

E. faecalis DSMZ 20478, NaOCl 5%,
Messzeitpunkt Oh

Erholungsphase, 100fache

VergroBerung
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Efdefalgs DSMZ 20478, Na,S,505, | & 1
Messzeitpunkt Oh ¥

E. faecalis DSMZ 20478, NaOCl 5%/ Na,S,50;,
Messzeitpunkt Oh

E. faecalis '1904, NK, Mgsszeitpunkt 0|

E. faecalis 1904, NaOCl 5%, Messzeitpunkt Oh

E. faecalis DSMZ 20478, Na,5,50;,
Messzeitpunkt 24h

E. faetalis DMSZ 20478, NaOCl 5%/ Na,S,SO;,

Messzeitpunkt 24h

E. faecalis 1904, NK, Messzeitpunkt 24h &

E. faecalis 1904, NaOCl 5%, Messzeitpunkt 24h

Abbildung 92-93:
Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung von E. faecalis
DSMZ 20478, Exposition
gegen Natriumthiosulfat
(NazSs03), direkt nach
Behandlung (0 h) und nach
24 h Erholungsphase,
100fache Vergrofierung

Abbildung 94-95:
Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung von E. faecalis
DSMZ 20478, Untrersuchung
mit Natriumhypochlorit
(NaOCl) und
Natriumthiosulfat (Na2SOs3),
direkt nach Behandlung (0 h)
und nach 24 h Inkubation,
100fache Vergroferung

Abbildung 96-97:
Fluoreszenz—mikroskopische
Untersuchung von
E. faeaclis 1904 Negativ-
kontrolle, direkt nach Luft-
exposition (0 h) und nach 24 h
Erholungsphase, 100fache

VergroBerung

Abbildung 98-99:
Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung von E. faecalis
1904, Positivkontrolle durch
Exposition gegen NaOCl 5 %,
direkt nach Behandlung (0 h)
und nach 24h Erholungs-
phase, 100fache Vergroferung
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Abbildung 100-101: Fluores-
zenzmikroskopische  Unter-
suchung von E. faecalis 1904,
Exposition gegen
Natriumthiosulfat (Na2Ss03),
: direkt nach Behandlung (0 h)
@ und nach 24 h

E. faecalis 1904, Na,S,50;, Messzeitpunkt 24h Erholungsphase, 100fache

Vergroferung

Abbildung 102-103: Fluores-
zenzmikroskopische ~ Unter-
suchung von E. faecalis 1904,
Exposition gegen
Natriumhypochlorit (NaOCl)
und Natriumthiosulfat

(NazS0s), direkt nach

E. faecalis 1904, NaOCI 5%/ Na,S,S0; E. faecalis 1904, NaOCl 5%/ Na,S,S0;

Messzeitpunkt Oh i Messzeitpunkt 24h Behandlung (0 h) und nach
24 h Erholungsphase,
100fache VergroBerung

7.3. zu 3.6. in vitro Ozon-Applikation unter aeroben Verhiltnissen

7.3.1.  zu 3.6.1. Die Wirkung von Ozon auf S. mutans 4300 und S. mutans 6178

1,00E+10 -

1,00E+08
1,00E+05 -
1,00E+04 -
1,00E+02
1,00E+00 -

NaOCI 5% 0s 6[]5 e NT 120s 1205 + NT 180s 1805 + NT 300s 3005 + NT

KBE/ mi

B S mutans 4300 Oh S. mutans 4300 24h

Abbildung 104: Ergebnisse der Bestimmung der LKZ von S. mutans 4300 nach Ozon- bzw. NaOCI-Behandlung. Die
Behandlung der Kulturen mit Ozon fiir 60 s, 120's, 180 s und 300 s und eine nachfolgende Neutralisierung des Ozons durch
Na2S:0s zeigte keine wesentliche Anderung der Lebendkeimzahlen. Die Applikation mit NaOCl 5 % bewirkte dagegen eine
Eradikation von S. mutans fiir den unmittelbaren Zeitpunkt nach Behandlung und nach einer Erholungsphase von 24 h. NK -

Negativkontrolle, NT - Natriumthiosulfat (Na2S203).
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Tabelle 18: Ergebnisse der Behandlung von S. mutans 4300 mit Ozon. Die Tabelle gibt die ermittelten Keimzahlen pro ml

suspendiertem Biofilm sowie die Standardfehler und Signifikanzberechnung direkt nach Versuchsdurchfithrung und nach einer

Erholungsphase von 24 h jeweils als exponentielle Werte auf der Basis von 10 wieder.? Es erfolgte keine statistische

Auswertung bei einer vollstindigen Erregereradikation.

n Mittelwert Standard-  Standard- 95 % Konfidenzintervall p-
abweichung fehler fiir Mittelwert Wert
Untergrenze  Obergrenze

a. Bakterium = S.mutans 4300, Messzeitpunkt = Oh
ﬁegatwk"“t“" 3 378E409  464EH09  2.68E109  -7.74E+09  1.53E+10
NaOCl 5% 3 0,00B+00  228E+03  132E+03  -430E+03  7.03E+03 a
03 60s 3 171E+09  5.06E+08  2.08E+108  430E108  2.99E+09  0.827
03 60s + 3 904B+08  931E+08  S53SE108  -141E+09  322B+09 0275
NazS:203
03 120s 3 159E+09  1.56E+09  8.99E108  -2.28E+09  S46E+09 0513
03 120s+ 3 146E409  2.00E409  LISE+09  351EH09  642E409 0275
Naz8:03
03 180s 3 828SEH08  6.01E+08  347E108  -6.64E+08  232E+09  0.127
03180 + 3 8.1E+08  G03E+08  348E+08  -6.87E+08  231EH09 0275
Na:zS:203
033005 2 468E+08  131E408  925E107  -7.08E108  1.64E+09 0,083
033005 + 2 LI6E+09  5.87E+08  AISEH08  -4.11E+09  G43E+09 0,564
Naz8:03
b. Bakterium = S.mutans 4300, Messzeitpunkt = 24h
ﬁega‘”k"“t“’l 3 728E+08  558E408  322E+08  -6,59E+08  2.11E+09
NaOCl1 5% 3 0.00E+00 2956108  1.J0E+08  4.14E+07  143E+09 =
03 60s 3 787B+08  445E+08  2.57E+08  -3.18E+08  1.89E109  0.658
0360s + 3 7776408 433E+08  2.50E+08  -2.98E+08  1.85E+09 0,827
Na:28:03
0; 120s 3 632E+08  341E+08  1.97E+08  2.1SE+08  14SE+09  0.827
03 120s+ 3 628108  1.03E+08  S.9SE107 372408  S8.84E+08 0513
Naz8:03
0s 180s 3 S68E+08  475E+08  274E108  -612E+08  1.75B+09  0.827
031805+ 3 495B+08  3.96E+08  229E+08  -4.90E+08  148E+09 0,513
Na:28:03
0; 300s 3 5.67E+08  3A47E+08  2.00E408  2.95B+08  143E+09 0513
033005+ 3 1.59E+09  S41E+08  4.86E+08  -5.05E+08  3.68E+09 0275

Nax$:03
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1,00E+10 -

KBE/ ml

NaOCI 5%

0s 605+NT

m S mutans 6178 Oh

120s 1208 + NT

180s 1805+NT 300s

S.mutans 6176 24h

1,00E+08 -
1,00E+06 -
1,00E+04 -
1,00E+02 -
1,00E+00 -

3003 + NT

Abbildung 19a und b: Ergebnisse der Bestimmung der LKZ von S. mutans 6178 nach Ozon- bzw. NaOCl-Behandlung. Die

Behandlung der Kulturen mit Ozon fiir 60 s, 120 s, 180 s und 300 s und eine nachfolgende Neutralisierung des Ozons durch

Na>S,03 zeigte keine wesentliche Anderung der Lebendkeimzahlen. Die Applikation mit NaOCl 5 % bewirkte dagegen eine

Eradikation von S. mutans fiir den unmittelbaren Zeitpunkt nach Behandlung und nach einer Erholungsphase von 24 h. NK -

Negativkontrolle, NT - Natriumthiosulfat (Na2S203).

Tabelle 19a und b: Ergebnisse der Behandlung von S. mutans 6178 mit Ozon. Die Tabelle gibt die ermittelten Keimzahlen pro

ml suspendiertem Biofilm sowie die Standardfehler und Signifikanzberechnung direkt nach Versuchsdurchfiihrung und nach

einer Erholungsphase von 24 h jeweils als exponentielle Werte auf der Basis von 10 wieder.? Es erfolgte keine statistische

Auswertung bei einer vollstandigen Erregereradikation.

Tabelle 19a n Mittelwert Standard-  Standard- 95 % Konfidenzintervall p-
abweichung fehler fiir Mittelwert Wert
Untergrenze Obergrenze

a. Bakterium = S.mutans 6178, Messzeitpunkt = Oh
Negativkontrolle 3  1,27E+09 1,59E+09 9,16E+08 -2,67E+09  5,21E+09
NaOCl 5% 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 -2
03 60s 3  1,I8E+09 1,65E+09 9,55E+08 -2,92E+09  5,29E+09 0,513
03 60s + 3 6,21E+08 2,74E+08 1,58E+08 -6,04E+07  1,30E+09 0,658
NazS:03
03120s 3 7,42E+08 5,96E+08 3,44E+08 -7,40E+08  2,22E+09 0,827
05 120s + 3 6I7E+08  19SE+08  1I3E+08  133E+08  1,I0E+09 0,513
NazS:03
03180s 3 7,00E+08 4,37E+08 2,52E+08 -3,86E+08  1,79E+09 0,827
05 180s + 3 7,25E+08 6,03E+08 3,48E+08 -7,73E+08  2,22E+09 0,827
NazS:03
03300s 3 1,24E+09 1,44E+09 8,32E+08 -2,34E+09  4,82E+09 0,827
05300s + 3 137E+09  1,53E+09  8,82E+08  2,42E+09  5,17E+09 1

Naz$:03
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Tabelle 19b n Mittel- Standard- Standard- 95 % Konfidenzintervall p-
wert abweichung fehler fiir Mittelwert Wert

Untergrenze  Obergrenze

b. Bakterium = S.mutans 6178, Messzeitpunkt = 24h

Negativkontrolle 3  242E+09  335E+09 1.93E109  -5.90E+09  1,07E+10
NaOCl 5% 3 1.37B401 2.37E+01 137101 -451E+01  7.25E401 0,046
03 60s 3 7.03B+08 8.61E+07 497E107  4.90E108  9.17E+08  0.827
03 60s + 3 LI6EH09  4.68E+08 270E+08  -127E106  232E+09 0,513
Naz28:203

051205 3 6135408  2,03E+08 LITE108 1085108  LI2E+09  0.827
03120s + 3 161EH09  4.80E+08 277E+08  4.13E+08  2.80E+09 0,513
Na2S:03

03 180s 3 7.8E+08 3.52E+08 2.03E408  937E+07  1.65E+09  0.827
03180s + 3 113E+H09 8.70E+08 5.02E408  -1,03E409  329E+09  0.827
NazS:203

033005 3 6.08E+08  2.98E+08 172E+08  -131E+08  135E109 0513
Q3300 + 3 823E+08  2.81E+08 1L63EH08  124E108  1.52E109  0.827
Naz8:03

7.3.2.  zu 3.6.2. Die Wirkung von Ozon auf die Isolate E. faecalis DSMZ 20478 und E. faecalis
4300

1,00E+10 -

1,00E+08 -
1,00E+06 -
1,00E+04 -
1,00E+02 -
1,00E+00 A

NaOCI 5% 0s BDS 2 NT 120s 1208 X NT 180s WBDS + NT 300s 3008 T NT

KBE/ ml

n E. faecalis DSMZ 20478 Oh E. faecalis DSMZ 20478 24h

Abbildung 106: Ergebnisse der LKZ-Bestimmung von E. faecalis DSMZ 20478. Die Behandlung der Kulturen mit
Ozonapplikation 60's, 120's, 180 s und 300 s und eine nachfolgende Neutralisierung des Ozons zeigte keine Anderung der
Lebendkeimzahlen. Die Applikation mit NaOCl 5 % konnte eine verminderte Lebendkeimzahl produzieren. Nach einer
Erholungsphase von 24 h erfolgte hier jedoch der erneute Nachweis eines Wachstums. Legende: NK - Negativkontrolle, NT -
Natriumthiosulfat (Na2S203).
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Tabelle 20: Ergebnisse der Behandlung von E. faecalis DSMZ 20478 mit Ozon. Die Tabelle gibt die ermittelten Keimzahlen
pro ml suspendierten Biofilm sowie die Standardfehler und Signifikanzberechnung direkt nach Versuchsdurchfiihrung und
nach einer Erholungsphase von 24 h als exponentielle Werte auf der Basis von 10 wieder.® Es erfolgte keine statistische

Auswertung bei einer vollstindigen Erregereradikation.” Statitische Signifikanz bei einem 5 % Signifikanzniveau.

n Mittelwert Standard- Standard- 95 % Konfidenzintervall p-Wert
abweichung fehler fiir Mittelwert
Untergrenze Obergrenze

a. Bakterium = E.faecalis DSMZ 20478, Messzeitpunkt = 0h

Negativkontrolle 3  9,32E+08 8,81E+07 5,09E+07 7,13E+08 1,15E+09

NaOCl 5% 3 0.00B+00  0,00E+00 0.00E+00  0,00E100  0,00E100 0,05

03 60s 3 6756408  2.53E+08 146108 4.676+07  1.30B+09 0,077
03 60s + 3 372E409  5.36E+09 3.09E109  -9.59E+09  170E+10 0,827
NazS:203

031205 3 87EH08  3.55B407 2056107  7.81E108  9.58E+08 0275
03120s + 3 79B+08  3.91E+08 206E408  -1.82E+08  176E+09 0,827
Naz8:03

03 180s 3 1.06B+09  3.72E+08 2.15E408  130E+08  1.98E+09  0.827
03180 + 3 93EH08  437E+08 250E108  -1.56E+08  2,02E409 0,827
Na:zS:203

033005 3 877B+08  1,01E+08 SSIEH07  627E+08  1I3E+09 0513
Q3300 + 2 LI2B+09  2.83E+08 2.00E408  -1.42B+09  3.66E109 0374
Naz8:03

b. Bakterium = E.faecalis 20478, Messzeitpunkt = 24h

Negativkontrolle 3 7,67E+08  473E+07 273E407  649E+08  8.84E+08
NaOCl 5% 2 117E+03  1.51E+03 LOTE+03  -124E+04  147E+04 0,046
0s 60s 3 887E+08  134B+08 775E+07  5.53E108  1.22E+09  0.127
03 60s + 3 113E+09  3.25E+08 1.88E+08  322B+08  1.94E+09 0,05
Na:28:03

01205 3 125E409  6,17B+08 3.56E+08  -2.82B+08  278E+09 0,05
03120 + 3 123E409  1,64B+08 046E+07  S.8E+08  163E+09 0,05
Nax$:03

03 180s 3 S48E+08  6.75E+07 390E+07  681E108  1.02E409 0,127
03180 + 3 895E408  4.09E+07 236E+07  7.93E+08  9.97E+08 0,05
Na:28:03

03 00s 3 827E+08  5.86B+07 3386407 681108  9.72E+08  0.127
033005 + 4 1,09E409  2.46E+08 123E408  69SE+08  14SE409  0.83

Na>$:03
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1,00E+10 -

1,00E+08 -
1,00E+06 -
1,00E+04 -
1,00E+02 -
1,00E+00 -

NaOCI 5% 0s 605 i NT 120s 1203 + NT 180s 1805 + NT 300s 3005 + NT

KBE/ ml

mE faecalis 1904 Oh E. faecalis 1904 24h

Abbildung 107: Ergebnisse der LKZ-Bestimmung von E. faecalis 1904. Die Behandlung der Kulturen mit Ozonapplikation
60s, 120 s, 180 s und 300 s und eine nachfolgende Neutralisierung des Ozons zeigte keine Anderung der Lebendkeimzahlen.
Die Applikation mit NaOCI 5 % konnte eine verminderte Lebendkeimzahl produzieren. Nach einer Erholungsphase von 24 h
erfolgte hier jedoch der erneute Nachweis eines Wachstums. Legende: NK - Negativkontrolle, NT - Natriumthiosulfat

(Naz2S20:3).

Tabelle 21a und b: Ergebnisse der Behandlung von E. faecalis 1904 mit Ozon. Die Tabelle gibt die ermittelten Keimzahlen pro
ml suspendierten Biofilm sowie die Standardfehler und Signifikanzberechnung direkt nach Versuchsdurchfithrung und nach
einer Erholungsphase von 24 h als exponentielle Werte auf der Basis von 10 wieder.? Es erfolgte keine statistische Auswertung

bei einer vollstindigen Erregereradikation.” Statitische Signifikanz bei einem 5 % Signifikanzniveau.

Tabelle 21a n Mittel- Standard-  Standard- 95 % Konfidenzintervall
wert abweichung fehler fiir Mittelwert
Unter- Ober- p-Wert
grenze grenze

a. Bakterium = E.faecalis 1904, Messzeitpunkt = Oh

Negativkontrolle 3 8,92E+08 4,25E+07 2,46E+07 7,86E+08 9,97E+08

NaOCl 5% 3 4,00E+00 6,93E+00 4,00E+00 -1,32E+01 2,12E+01 0,046
O3 60s 3 1,13E+09 3,58E+08 2,07E+08 2,37E+08 2,02E+09 0,268
03 60s + Na2S203 3 9,43E+08 2,83E+08 1,63E+08 2,41E+08 1,65E+09 0,513
03120s 3 1,01E+09 2,57TE+08 1,48E+08 3,70E+08 1,65E+09 1
03 120s + Na:S:03 3 1,05E+09 2,14E+08 1,24E+08 5,19E+08 1,58E+09 0,184
03180s 3 9,60E+08 2,34E+08 1,35E+08 3,78E+08 1,54E+09 0,513
03 180s + Na:S:03 3 9,70E+08 8,72E+07 5,03E+07 7,54E+08 1,19E+09 0,268
03300s 3 8,37E+08 5,03E+07 2,91E+07 7,12E+08 9,62E+08 0,184
03 300s + Na:S203 3 9,95E+08 7,34E+07 4,24E+07 8,13E+08 1,18E+09 0,05
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Tabelle 21b n Mittel- Standard- Standard- 95 % Konfidenzintervall
wert abweichung fehler fiir Mittelwert

Untergrenze  Obergrenze  p-Wert

b. Bakterium = E.faecalis 1904, Messzeitpunkt = 24h

ﬁegatwk"“m’l 3 996E+08  617E+08  3.56E+08  -537E+08  2.53E+09

NaOCl 5% 3 3.57E405  221E405 127405  -192E+05  9.05E405 0,05
03 60s 3 1S2B+09 1036409  S5.92E+08  -1.O3EL09  4.06E+09  0.827
03 60s + 3 122E+09  4.13E+08  238E+08  198E+08  225E409  0.827
Na2S:03

051205 3 LISE+09  1.36E+08  7.86E+07  S.0SE+08  148E+09  0.827
03 120s + 3 LI9EH09  9.02E+07  S21E+07  9.69E+08  142E+09 0,513
Naz8:203

03 180s 3 129E109  4.10E+08  237E+08  2.75E+08  231E+09 0513
Q3 180s + 3 157EH09 153108 8.82E+07  119E+09  1.95E+09 0,127
NazS:03

033005 3 LIIEH09  2.08E108  120E+08  S593E+08  1.63E+09 0827
03 300s + 3 143E409  2,08E+08  120E+08  O.16E+08  1.95E+09 0275
NazS:203

7.4. zu 3.7. Kombinierte Behandlung der Biofilme mit Ozon, Natriumhypochlorit
und Natriumthiosulfat unter aeroben Verhiltnissen

7.4.1.  zu 3.7.1. Resultate der sequentiellen Wirkung von Ozon und Natriumhypochlorit auf
S. mutans 4300 und S. mutans 6178

1,00E+10 -
1,00E+08 - -
E 1,00E+06 -
!
Q 1,00E+04 - _
1,00E+02 1 . =
1,00E+00 . . . . .
NK NaOCl 5% NaOCI 5% + NT  60s + NaOCI 5% + 120s + NaOCl 5% +
NT NT

m S mutans 4300 0h S. mutans 4300 24h

Abbildung 108: Ergebnisse der kombinierten Behandlung mit Ozon/ NaOCl/ Na2S203 von S. mutans 4300 direkt nach Durch-
filhrung des Versuchs und nach 24 Stunden Inkubationszeit. NK - Negativkontrolle, NT - Natriumthiosulfat (Na2S203).

Tabelle 22: Ergebnisdarstellung und Statistik zur Exposition von S. mutans 4300 gegeniiber verschiedenen desinfizierenden

Agenzien direkt nach der Exposition (0 h) und nach 24 Stunden Erholungsphase. Die Tabelle gibt die ermittelten Keimzahlen
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pro ml suspendierten Biofilm sowie die Standardfehler und Signifikanzberechnung direkt nach Versuchsdurchfiihrung und
nach einer Erholungsphase von 24 h als exponentielle Werte auf der Basis von 10 wieder.? Keine statistische Auswertung bei

einer 100 %-igen Eradikation;® Statistische Signifikanz bei einem 5 % Signifikanzniveau.

n  Mittelwert Standard- Standard- 95 % Konfidenzintervall
abweichung fehler fiir Mittelwert
Unter- Ober- p-
grenze grenze Wert

a. Bakterium = S.mutans 4300, Messzeitpunkt = 0h
Negativ-
kontrolle
NaOCl 5% 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 b
NaOCl15% +
NazS:03

O3 60s
NaOCl 5% + 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 b
Na2S:03

03120s +

NaOCl 5% + 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 b
Na2S:03

b. Bakterium = S.mutans 4300, Messzeitpunkt = 24h

Negativ-
kontrolle
NaOCl 5% 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 b

NaOCl 5% +
Na:S:03

03 60s +
NaOCl1 5% + 3 2,40E+02 2,51E+02 1,45E+02 -3,83E+02 8,63E+02 0,05
Na:zS:03

03 120s+

NaOCl 5% + 3 1,37E+03 1,69E+03 9,74E+02 -2,82E+03 5,56E+03 0,05
NaxS$:03

3 1,05E+09 5,12E+08 2,95E+08 -2,23E+08 2,32E+09

3 1,37E+03 2,28E+03 1,32E+03 -4,30E+03 7,03E+03 0,05

3 7,01E+08 1,80E+08 1,04E+08 2,53E+08 1,15E+09

3 6,92E+08 2,95E+08 1,70E+08 -4,14E+07 1,43E+09 0,827

1,00E+10 -
1,00E+08 -

1,00E+06 -

KBE/ ml

1,00E+04 -

1,00E+02 -

1,00E+00 T T -

NK NaOCI 5% NaOCI 5% + NT 60s + NaOCI 5% + NT 120s + NaOCI 5% + NT

m 5. mutans 6178 Oh S.mutans 6178 24 h

Abbildung 109: Ergebnisse der kombinierten Behandlung mit Ozon/ NaOCl/ Na2S203 von S. mutans 6178 direkt nach
Durchfiihrung des Versuchs und nach 24 Stunden Inkubationszeit. NK - Negativkontrolle, NT - Natriumthiosulfat (Na2S2053).
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Tabelle 23: Ergebnisdarstellung und Statistik zur Exposition von S. mutans 6178 gegeniiber verschiedenen desinfizierenden

Agenzien direkt nach der Exposition (0 h) und nach 24 Stunden Erholungsphase. Die Tabelle gibt die ermittelten Keimzahlen

pro ml suspendierten Biofilm sowie die Standardfehler und Signifikanzberechnung direkt nach Versuchsdurchfithrung und

nach einer Erholungsphase von 24 h als exponentielle Werte auf der Basis von 10 wieder.? Keine statistische Auswertung bei

einer 100 %igen Eradikation;’ Statistische Signifikanz bei einem 5 % Signifikanzniveau.

n Mittelwert Standard- Standard- 95 % Konfidenzintervall fiir
abweichung fehler Mittelwert
Untergrenze Obergrenze p-
Wert
a. Bakterium = S.mutans 6178, Messzeitpunkt = 0h
Negativ- 3 1,27E+09 1,59E+09 9,16E+08 -2,67E+09 5,21E+09
kontrolle
b
NaOC1 5% 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 -
NaOCl1 5% + 3 6,67E+01 1,15E+02 6,67E+01 -2,20E+02 3,54E+02 0,046
NazS:203 a
0360s + 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 b
NaOCl1 5% +
Na:S:03
03120s + 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 b
NaOCl5 % +
Na:S:03
b. Bakterium = S.mutans 6178, Messzeitpunkt = 24h
Negativ- 3 2,42E+09 3,35E+09 1,93E+09 -5,90E+09 1,07E+10
kontrolle
NaOCI 5% 3 1,37E+01 2,37E+01 1,37E+01 -4, 51E+01 7,25E+01 0,(146
NaOCl1 5% + 3 2,54E+08 3,08E+08 1,78E+08 -5,11E+08 1,02E+09 0,127
Nax$:03
0360s + 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 b
NaOCl1 5% +
Nax$:03
03120s + 3 9,50E+02 9,66E+02 5,58E+02 -1,45E+03 3,35E+03 0,05°

NaOCl 5% +
Nax$:03
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7.4.2.  zu 3.7.2.Resultate der sequentiellen Wirkung von Ozon und Natriumhypochlorit auf

E. faecalis DSMZ 20478 und E. faecalis 1904

1,00E+10 -
1,00E+08 -
1,00E+06 -

1,00E+04 -

1,00E+02 - .
1,00E+00

NK NaOCl 5% NaOCI 5% + NT

NT

mE. faecalis DSMZ 20475 Oh E. faecalis DSMZ 20475 24h

60s + NaOCI 5% + 120s + NaOCl 5% +
NT

Abbildung 110: Ergebnisse der kombinierten Behandlung mit Ozon/ NaOCl/ NazS203 von E. faecalis DSMZ 20478 direkt
nach Durchfiihrung des Versuchs und nach 24 Stunden Erholungsphase. NK - Negativkontrolle, NT - Natriumthiosulfat

(Naz2S20:3).

Tabelle 24a und b: Ergebnisdarstellung und Statistik zur Exposition E. faecalis DSMZ 20478 gegeniiber verschiedenen

desinfizierenden Agenzien direkt nach der Exposition (0 h) und nach 24 Stunden Erholungsphase. Die Tabelle gibt die

ermittelten Keimzahlen pro ml sowie die Standardfehler und Signifikanzberechnung direkt nach Versuchsdurchfiihrung und

nach einer Erholungsphase von 24 h als exponentielle Werte auf der Basis von 10 wieder.? Keine statistische Auswertung bei

einer 100 %-igen Eradikation;® Statitische Signifikanz bei einem 5 % Signifikanzniveau.

Tabelle 24a n Mittelwert  Standard- Standard- 95 %
abweichung fehler Konfidenzintervall fiir
Mittelwert
Unter- Ober- p-Wert
grenze grenze
a. Bakterium = E.faecalis DSMZ 20478, Messzeitpunkt = Oh
Negativkontrolle 3 9,32E+08 8,81E+07 5,09E+07 7,13E+08 1,15E+09
NaOCl 5% 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 b
o,
NaOCI 5% + 3 24402 3,10B402  1,79E+02  -527E+02  1,01E+03  0,05°
Na2S:03
03 60s +
NaOCl15% + 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 b
Na2S:03
03 120s +
NaOCl15% + 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 b

Naz$:03
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Tabelle 24b n Mittelwert  Standard- Standard- 95 %
abweichung fehler Konfidenzintervall fiir
Mittelwert
Unter- Ober- p-Wert
grenze grenze

b. Bakterium = E.faecalis DSMZ 20478, Messzeitpunkt = 24h

Negativkontrolle 3 8,38E+08 5,48E+07 3,17E+07 7,02E+08 9,75E+08

NaOCl 5% 2 1,17E+03 1,51E+03 1,07E+03 -1,24E+04  1,47E+04 0,83

NaOCl1 5% +

3 3,71E+04 2,95E+04 1,71E+04 -3,63E+04  1,10E+05 0,05?
NazS$:03

03 60s +
NaOCl 5% + 3 5,67E+02 6,03E+02 3,48E+02 -9,31E+02  2,06E+03 0,05?
Naz$:03

03 120s +
NaOCl15% + 3 2,50E+02 4,33E+02 2,50E+02 -8,26E+02  1,33E+03 0,046
NaxS$:03

Abbildung 111: Ergebnisse der kombinierten Behandlung mit Ozon/ NaOCl/ Na2S203 von E. faecalis 1904 direkt nach Durch-

1,00E+10 -
1,00E+08 -

1,00E+06 A

KBE/ ml

1,00E+04 -

1,00E+02

1,00E+00 ; —

NK NaOCI 5% NaOCI 5% + NT 60s + NaOCI 5% + 120s + NaOCl 5% +
NT NT

mE. faecalis 1904 Oh E. faecalis 1904 24h

filhrung des Versuchs und nach 24 Stunden Erholungsphase. NK - Negativkontrolle, NT - Natriumthiosulfat (Na2S203).
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Tabelle 24: Ergebnisdarstellung und Statistik zur Exposition E. faecalis 1904 gegeniiber verschiedenen desinfizierenden
Agenzien direkt nach der Exposition (0 h) und nach 24 Stunden Erholungsphase. Die Tabelle gibt die ermittelten Keimzahlen
pro ml sowie die Standardfehler und Signifikanzberechnung direkt nach Versuchsdurchfithrung und nach einer Erholungsphase
von 24 h als exponenticlle Werte auf der Basis von 10 wieder.® Keine statistische Auswertung bei einer 100 %-igen

Eradikation;® Statitische Signifikanz bei einem 5 % Signifikanzniveau.

n Mittelwert  Standard- Standard- 95 %
abweichung fehler Konfidenzintervall fiir
Mittelwert
Unter- Ober- p-
grenze grenze Wert

a. Bakterium = E.faecalis 1904, Messzeitpunkt = Oh
Negativkontrolle 3 8,92E+08 4,25E+07 2,46E+07 7,86E+08 9,97E+08

NaOCl 5% 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 b

NaOCl15% +
NazS:203

03 60s +
NaOCl15% + 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 b
NazS:203

03 120s +

NaOCl15% + 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00 b
NazS:203

b. Bakterium = E.faecalis 1904, Messzeitpunkt = 24h

Negativkontrolle 3 2,66E+08 1,58E+07 9,13E+06 2,27E+08  3,06E+08

3 4,00E+00 6,93E+00 4,00E+00 -1,32E+01  2,12E+01

NaOCl 5% 3 137E+01  237E+01  137E+01  451E+01  725E+01 0040

NaOCl 5% +
Nax$:03

03 60s +
NaOCl 5% + 3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 b
Nax$:03

03 120s +

NaOCl 5% + 3 9,17E+02 1,01E+03 5,83E+02 -1,59E+03  3,43E+03 0,05
Nax$:03

3 3,57E+05 2,21E+05 1,27E+05 -1,92E+05  9,05E+05  0,05°
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7.5. zu 3.8 Ergebnisse der Rasterelektronenmikroskopienach in vitro Ozon-
Applikation auf S. mutans- bzw. E. faecalis-Biofilmstrukturen unter aeroben
Verhiiltnissen

7.5.1.  zu 3.8.1. Ergebnisse der REM-Analyse von S. mutans 6178

N ) o T

Abbildung 112 atb: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Negativkontrolle des S. mutans Stamms 6178. Ver-
groferung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. An beiden
Tagen bildete sich an der Oberflache ein mehrschichtiger Biofilm, der die Oberflache komplett bedeckte.

tans 6178, NaOCl 5% Messzeitpunkt 24h

— 40 ym——

Abbildung 113 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Positivkontrolle (NaOCl 5 %) des S. mutans Stamms
6178. Vergrofierung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase.
Unmittelbar nach der Untersuchung wurden an der Oberfliache gleichméBig vereinzelte Zellen mit ,,Klumpenformation®
beobachtet. Die abgebildeten Kristalle sind als Artefakte der Natriumhypochloritbehandlung zu werten. Nach der 24-stiindigen
Erholungsphase lielen sich an der Oberflache nur noch vereinzelte und im Vergleich zum Messzeitpunkt 0 h deutlich weniger

Zellen auf der Oberfliche nachweisen.
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S. mutans 6178, NaOCl 5%/ NT,
Messzeitpunkt 24h

EMZUniRa -

Abbildung 114 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit Exposition gegen NaOCl 5 % und
NaS20;3 des S. mutans Stamms 6178. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch filir die Messzeitpunkte 0 h
und nach 24 h Erholungsphase. Auf der Oberfliche lieen sich zu beiden Zeitpunkten lediglich vereinzelte, teilweise

deformierte Zellen dokumentieren.

Abbildung 115 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit 60 s Os3-Exposition des S. mutans
Stamms 6178. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h
Erholungsphase. Nach der Os-Behandlung iiber 60 s konnte zu beiden Messzeitpunkten ein mehrschichtiger Zellrasen, der

komplett die Oberfldche bedeckte, nachgewiesen werden.
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S. mutans 618,05 60s/ NT. Messzeitpunkt

EMZUnIRS s T -

Abbildung 116 atb: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit 60 s Os-Exposition und
NaS20s3-Behandlung des S. mutans Stamms 6178. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fir die
Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. Nach der Behandlung mit Os iiber 60 s und nachfolgend mit NaS>O3 war

zu beiden Messzeitpunkten ein mehrschichtiger Zellrasen, der komplett die Oberfliche bedeckte, nachweisbar.

. mutaris:6178; 0; 60

o Is;_er_tpunktohll Lot Messzeitputikt 24h

EMIUniRo

Abbildung 117 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes des S. mutans Stamms 6178 mit
Os-Exposition iiber 60 s, sowie gegen NaOCI und NaS203. Vergroéferung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die
Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. Unmittelbar nach der kombinierten Behandlung waren auf der Oberfldche
vereinzelte, teils in Zellklumpen zusammen gelagerte, Zellen zu beobachten. Zum Messzeitpunkt 24 h zeigte sich eine

Zunahme der Zellen. Die Oberflache ist gleichméBig und zum Teil mit mehrschichtigen Zellnestern besiedelt.
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Abbildung 118 atb: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit Os-Exposition iiber 300 s des
S. mutans Stamms 6178. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h
Erholungsphase. Nach der Os3-Behandlung iiber 300 s war zu beiden Messzeitpunkten ein mehrschichtiger Zellrasen, der

komplett die Oberflache bedeckte, nachweisbar.

"S-miufans 6178, 0, 3005/ NI Masszeitpunkt Oh

et St e Fr 40 i

Abbildung 119: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit Os-Exposition iiber 300 s und
nachfolgend NaS:03 des S. mutans Stamms 6178. Vergroferung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir den
Messzeitpunkte 0. Nach der O3-Behandlung iiber 300 s und nachfolgend mit NaS203; zum Messzeitpunkte ein mehrschichtiger

Zellrasen, der komplett die Oberflidche bedeckte, nachweisbar.
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Abbildung 120: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes des S. mutans Stamms 6178 mit Os-
Exposition iiber 300 s sowie nachfolgender, NaOCl und NaS,03-Behandlung. Vergroflerung 500x und 10.000x; Aufnahmen
exemplarisch fiir den Messzeitpunkte 0 h. Nach einer kombinierten Behandlung konnten unmittelbar danach auf der Oberflache

vereinzelte, teils in Zellklumpen zusammen gelagerte Zellen dokumentiert werden.
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7.5.2.  zu 3.8.2. Ergebnisse der REM-Analysen von E. faecalis 1904 und E. faecalis DMZ
20478

faecalis 1904,.NK, Messzeitpunkt Oh
Abbildung 120 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Negativkontrolle fiir den E. faecalis Stamm 1904.
VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. An

beiden Messzeitpunkten bildete sich ein gleichmédfBiger Bakterienzellrasen (monolayer) aus.

E. Faecalis 1904, NaOCl 5%, Messzeitpunkt Oh Jis 1904, NaOCI 5%, Messzeitpunkt 24h |

EMZUniRo \— 40 ym — : - ey

Abbildung 121 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Positivkontrolle (NaOCI 5 %) fiir den E. faecalis Stamm
1904. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir den Messzeitpunkt 0 h und nach 24 h Erholungsphase.
Nach der NaOCIl-Applikation lieBen sich nur sehr vereinzelt Bakterienzellen nachweisen. Zum Messzeitpunkt nach 24 h

Inkubation lieB sich ein einschichtiger, gleichméBiger Zellrasen dokumentieren.
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. faecatis 1904, NaOCI 5%/ NT, "
faecalis 1904, NaOCI5%/ NT, Messzeitpunkt Oh 1 'tpﬁr’_;k{'zah : A e

UniRa, 40 yrn ——1

Abbildung 122 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit NaOCl 5 % und NaS203 (NT) fiir
den E. faecalis Stamm 1904. Vergroferung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach
24 h Erholungsphase. Nach der NaOCIl- und anschlieBenden Na2S:0s3-Applikation lieBen sich nur vereinzelt Zellen
nachweisen. Zum Messzeitpunkt nach 24 h Erholungsphase liel sich ein einschichtiger, gleichmdBiger Zellrasen mit

Zellklumpen dokumentieren.

et A S —=

Abbildung 123 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer O3-Exposition iiber 60 s fiir
den E. faecalis Stamm 1904. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufhahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach
24 h Erholungsphase. An beiden Messzeitpunkten bildete sich ein gleichméBiger monolayer aus.
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£0s/ ~N:'I'fI@I@ssz}éitpunkt Oh |

g i

E faegulisllsé04,' 05 605, T,_Mgssiéitpun 24h

ENZniRD 5 i (B s

Abbildung 124 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer O3 Exposition iiber 60 s und
einer nachfolgenden NaS>O3 (NT)-Behandlung fiir den E. faecalis Stamm 1904. Vergroferung 500x und 10.000x; Aufnahmen
exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. An beiden Messzeitpunkten bildete sich ein

gleichméBiger monolayer aus.

- 5

,E‘ faecalis 1904, d; 60s/ NaOCl 5%/ NT,
Messzeitpunkt Oh . ¥

E. faecalis 1904, 0605/ NaOCF5%/"NT,
Messzeitpunkt-24h i

EMZniRo ot N e

Abbildung 125 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer Os-Exposition iiber 60 s und
nachfolgenden NaOCl- und NaS203 (NT)-Behandlungen fiir den E. faecalis Stamm 1904. Vergroferung 500x und 10.000x;
Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. Unmittelbar nach der kompletten
Behandlung liefen sich nur vereinzelt Zellen nachweisen. Zum Messzeitpunkt nach 24 h Erholungsphase liel sich ein

einschichtiger, gleichméafBiger Zellrasen mit Zellklumpen dokumentieren.
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E. faecalis- 1904, O ; 300s, Messzeitpunkt Oh

Abbildung 126 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer O3-Exposition iiber 300 s
fiir den E. faecalis Stamm 1904. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und
nach 24 h Erholungsphase. Zum ersten Messzeitpunkt unmittelbar nach der Os-Applikation lieBen sich an der Oberflache
vereinzelt Zellen nachweisen, teilweise zu Zellklumpen aggregiert. Zum zweiten Messzeitpunkt konnte ein eher gleichméBig

verteilter monolayer nachgewiesen werden.

s

E.faecalis 1904, O; 300s/ NT, Messzeitpunkt 24h

EMZUniRo |

E. faecalis 1904, O +300s/ NT, ‘Mei;s;éitpunkf—dh
MZDniRo - | o S

—— A0 prmy —=

Abbildung 127 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer Os-Exposition iiber 300 s
und nachfolgenden NaS203 (NT)-Behandlung fiir den E. faecalis Stamm 1904. Vergroferung 500x und 10.000x; Aufnahmen
exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. An beiden Messzeitpunkten bildete sich ein

gleichméBiger monolayer aus.
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E. faecalis 1904, O 5 300s/ NaOCl 5%, NT,
Messzeitpunkt Oh :

EMZUniRa = ¥ +—40 pm —'

03300s/ NaoO€l :;%'/ NT, -+

P 40 ey

Abbildung 128 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer O3-Exposition iiber 300 s
und nachfolgenden 5 % NaOCI- und NaS:03 (NT)-Behandlungen fiir den E. faecalis Stamm 1904. VergroBerung 500x und
10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte O h und nach 24 h Erholungsphase. Unmittelbar nach der
vollstdndigen Behandlung lielen sich nur vereinzelt Zellen nachweisen. Zum Messzeitpunkt nach 24 h Erholungsphase lief3

sich ein einschichtiger, gleichméBiger Zellrasen mit Zellklumpen dokumentieren.

E. faecallis DSMZ 20478, NK, Messieitpunkt Oh
EMZUniRo r 0

E —— 40 pm—

Abbildung 129 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Negativkontrolle fiir den E. faecalis Stamm DSMZ
20478. VergroBerung 500x und 10.000x; Authahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase.

An beiden Messzeitpunkten bildete sich ein gleichméBiger Bakterienzellrasen (monolayer) aus.
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E. faecallis DSMZ 20478, NaOCl 5%,
Messzeitpunkt Oh

EMZUniRo

Abbildung 130 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Positivkontrolle (NaOCl1 5 %) fiir den E. faecalis Stamm
DSMZ 20478. VergroBlerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir den Messzeitpunkt 0 h und nach 24 h
Erholungsphase. Nach der NaOCl-Applikation lieen sich nur sehr vereinzelt Bakterienzellen nachweisen. Zum Messzeitpunkt

nach 24 h Inkubation lief3 sich ein einschichtiger, gleichméBiger Zellrasen dokumentieren.

E. faecallis DSMZ 20478, NaOCl 5%/ NT,
Messzeitpunkt Oh

EMZUniRo —— 40 prn ——|

Abbildung 131 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit NaOCI 5 % und NaS203 (NT) fiir
den E. faecalis Stamm DSMZ 20478. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h
und nach 24 h Erholungsphase. Nach der NaOCI- und anschliefenden Na>S203-Applikation lieBen sich nur vereinzelt Zellen
nachweisen. Zum Messzeitpunkt nach 24 h Erholungsphase lief sich ein einschichtiger, gleichméBiger Zellrasen mit

Zellklumpen dokumentieren.
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is DSMZ 20478, 603, Messzeitpunkt 24h

s e A prh

Abbildung 132 a+tb: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer O3-Exposition {iber 60 s fiir
den E. faecalis Stamm DSMZ 20478. Vergrolerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h

und nach 24 h Erholungsphase. An beiden Messzeitpunkten bildete sich ein gleichméBiger monolayer aus.

-E. faecallis DSMZ
Messzeitpankt 24h
EMPnify s e

Abbildung 133 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer O3 Exposition iiber 60 s und einer
nachfolgenden NaS203 (NT)-Behandlung fiir den E. faecalis Stamm DSMZ 20478. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen
exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. An beiden Messzeitpunkten bildete sich ein gleichméaBiger

monolayer aus.
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_ E. faecallis DBSMZ 20478, 60s/ NaOCl 5%/ N:r,
Messzeitpunkt Oh ¥

EMZUniRo . 40 "um ——

E. faecallis DSMZ 20478, 605/ 'Na®
lesszeitpunkt 24h

Abbildung 134 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer O3-Exposition iiber 60 s und
nachfolgenden NaOCI- und NaS203 (NT)-Behandlungen fiir den E. faecalis Stamm DSMZ 20478. VergroBerung 500x und
10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. Unmittelbar nach der
kompletten Behandlung lieen sich nur vereinzelt Zellen nachweisen. Zum Messzeitpunkt nach 24 h Erholungsphase lieB3 sich

ein einschichtiger, gleichméaBiger Zellrasen mit Zellklumpen dokumentieren.

E. faecallis DSMZ 20478, 300s, Messzeitpunkt OH

EMZUniRo F——40 ym —

Abbildung 135 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer Os-Exposition iiber 300 s
fiir den E. faecalis Stamm DSMZ 20478. Vergroflerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte
0h und nach 24 h Erholungsphase. Zum ersten Messzeitpunkt unmittelbar nach der Os-Applikation lieBen sich an der
Oberfldche vereinzelt Zellen nachweisen, teilweise zu Zellklumpen aggregiert. Zum zweiten Messzeitpunkt konnte ein eher

gleichmiBig verteilter monolayer nachgewiesen werden.
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E. faecallis DSMZ 20478, 300s/ NT
Messzeitpunkt 24h

EMIUniRo

Abbildung 136 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer O3-Exposition iiber 300 s
und nachfolgenden NaS:03; (NT)-Behandlung fiir den E. faecalis Stamm DSMZ 20478. Vergroferung 500x und 10.000x;
Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. An beiden Messzeitpunkten bildete sich

ein gleichméBiger monolayer aus.

-
-

&
%

k.

. E: faecallis DSMZ 20:
Messzeitpunkt 24h < . -

EMZUriRo” §

E. faecallis DSMZ 20478, 300s/ NaOCl 5%/ NT,
Messzeitpunkt Oh

EN - T 40 i ——f

Abbildung 137 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Versuchsansatzes mit einer Os-Exposition iiber 300 s
und nachfolgenden 5 % NaOC]I- und NaS203 (NT)-Behandlungen fiir den E. faecalis Stamm DSMZ 20478. VergroBerung 500x
und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h Erholungsphase. Unmittelbar nach der
vollstdndigen Behandlung lieBen sich nur vereinzelt Zellen nachweisen. Zum Messzeitpunkt nach 24 h Erholungsphase lief3

sich ein einschichtiger, gleichméBiger Zellrasen mit Zellklumpen dokumentieren.
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7.6. zu 3.10. Ergebnisse der Rasterelektronenmikroskopie nach in vitro Ozon-
Applikation auf F. nucleatum ATCC 25586-Kulturen unter anaeroben
Verhiiltnissen

: e Z T
F. nucleatum ATCC 25586, NK; Mess_zeit].v‘unktf’()h_

EMZUniRto 0 pm

E. nucledtum ATCC 25586, NK,
Messzeitpunkt 28 o

EMZUniRo

Abbildung 138 atb: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Negativkontrolle (NK) des Stamms Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir die Messzeitpunkte 0 h und nach 24 h
Erholungsphase.

E. nucleatum ATEC 255
5 Messzeitpunkt 24h -
Messzeitpunkt Oh =+ = EMZUniBe. A7
EMZUniRa-

o

F nucledi_‘um ATEC

Abbildung 139 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen nach einer Os-Behandlung von Fusobacterium nucleatum

Stamm ATCC 25586 iiber 60 s. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir Tag 1 (0 h) und Tag 2 (24 h).
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; Messzgiipunkt
EMZUniRa

Abildung 140 a+b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen nach einer O3-Behandlung von Fusobacterium nucleatum

Stamm ATCC 25586 tiber 300 s. VergroBerung 500x und 10.000x; Aufnahmen exemplarisch fiir Tag 1 (0 h) und Tag 2 (24 h).

Tabelle 26: Zusammenstellung von in vitro Studien, die mit gasformigen Ozon durchgefiihrt wurden.

Autor, Titel Ziele Methode Ergebnis

Veroffentlichung

Noites et al., 20147 Synergistic Evaluierung der Wirkung Frisch exkavierte Zahne NaOCl, CHX und
Antimicrobial Action of von NaOCl, CHX und wurden mit E. faecalis und gasformiges Ozon waren

Astorga, 20134

Dukic et al., 2013%

Chlorhexidine and Ozone
in Endodontic Treatment

Antibacterial effects of
ozone on Streptococcus
mutans

The efficacy of gaseous
ozone on some
cariogenic bacteria.

gasformigen Ozon allein
oder in Kombination
gegen E. faecalis und
C. albicans

Investigation des
antibakteriellen Effektes
gasformigen Ozons auf
S. mutans in vitro

Das Ziel der Studie ist die
Investigation der
antimikrobiellen
Effektivitdt gasformigen
Ozons gegen L. paracasei
(ATCC11974) und

S. mutans (ATCC33420)

C. albicans inokkuliert und
in randomisierten Gruppen
mit NaOCl (1 %, 3 % und
5 %), CHX (0,2 % und

2 %) und gasformigen
Ozon untersucht.

S. mutans Kulturen
(1076/ ml) wurden auf
humanen und bovinen
Dentinpréperaten in
Wilkins-Chalgren-Kultur-
medium inokuliert. Die
herangeziichteten Kulturen
wurden mit unterschied-
lichen Ozoneneratooren
(CurOzone X4, OL80A
und OL80W) und mit
unterschiedlichen
Ozonkonzentrationen (2,
20, 200, 2000 und

2100 ppm) behandelt.

Mit L. paracasei und

S. mutans inokulierte
Dentinpriperate wurden
vor und nach einer
Ozonbehandlung
untersucht.

ineffektiv eine komplete
Eliminierung der
Testkulturen zu
erreichen. Die
sequentielle Behandlung
mit CHX und
anschlieffend Ozon mit
24 s konnte eine
komplette Eliminierung
von E. faecalis und

C. albicans erreichen.

CurOzone zeigte keinen
antibakteriellen Effekt.
OL80W und OL80A
zeigten
konzentrationsabhéngig
eine Reduktion der

S. mutans Kulturen.

Es zeigte sich eine
signifikante Reduktion
in L. paracasei und

S. mutans.
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Fagrell et al., 2008%

Castillo et al., 2008'®

Baysan et Beighton, 20077

Effect of ozone treatment

on different cariogenic

microorganisms in vitro.

In vitro reduction of
mutans streptococci by
means of ozone gas
application

Assessment of the

Ozone-mediated killing

of bacteria in infected

dentine associated with

non-caviated occlusal
carious lesions

Untersuchung der
Effektivitéit gasformigen
Ozons an 3 Spezies von
S. mutans and einer
Lactobazillus-Spezies

In vitro Untersuchung der
Wirkung gasformigen
Ozons an S. mutans

Untersuchung des
antimikrobiellen Effektes
gasformigen Ozons an
Mikroorganismen die
assoziiert sind mit
Primérkaries

Es erfolgte die Applikation

von 0, 20, 40 und 60 s
Ozon. REM wurde genutzt
um den Effekt zu
visualisieren.

Es erfolgte die Applikation

von 10 s, 20 s, 40 s mit
2100 pm (KaVo Heal-
Ozone Ozongenerator
2130C)

Frisch extrahierte Zihne
wurden in zwei Gruppen
randomisiert. Zahne mit
Primérkarieslasion wurden
mit 40 s Ozon behandelt.

ANHANG
Polydorou et al., 2011%° The antibacterial effect Ziel der Studie war es, Frisch exkavierte Zahne Es zeigte sich eine
of gaseous ozone after den Effekt gasformigen wurden gereinigt und mit signifikante Reduktion
2 months of in vitro Ozons mittels des KaVo den Testbakterien von S. mutans.
evaluation HealOzone inokuliert. Die Zahne
Ozongenerators 2130C wurden mit 60 s Ozon
auf S. mutans und L. casei ~ behandelt, versiegelt und
4 und 8 Wochen nach nach 4 bzw. 8 Wochen auf
Ozonbehandlung zu ein Wachstum der
untersuchen. Bakterien getestet.

20 s gasformigen Ozons
konnten eine
Reduzierung der
Keimzahlen erbringen.
60 s konnte ein
komplette
Keimzahlreduktion
nachweisen.

Eine Ozonapplikation
fir 10 sund 20 s
erzeugte eine
signifikante
Keimzahlreduktion.
Nach > 40 s konnten
keine Bakterien mehr
nachgewiesen werden.

Die Ozonbehandlung
konnte keine
signifikante
Keimzahlreduktion
erzeugen.
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Tabelle 27: Zusammenstellung von in vitro Studien die mit gasformigen Ozon sowie in eine wissrige Losung gebrachtes Ozon

durchgefiihrt wurden.

Autor, Veroffentlichung

Huth et al., 20114

Hems et al., 2005

Titel

Effectiveness of
ozone against
periodontal
pathogenic
microorganisms

An in vitro
evaluation of the
ability of ozone to
kill a strain of
Enterococcus
faecalis

Ziele

Effektivitdt gasformigen und in
Wasser gelostem Ozon im
Vergleich mit CHX gegen
peridontale Mikroorgansimen
(Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia und
Parvimonas micra)

Evaluierung des
antibakteriellen Potenzials
gasfomrigen und in Wasser
gelostem Ozons auf Biofilme
von E. faecalis

Methode

Planktonische und in Biofilm
kultivierte Kulturen von
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia und
Parvimonas micra wurden

1 min gasformigen Ozons, in
Wasser geléstem Ozon, CHX
oder einer Phosphat
gepufferten Salzlosung
(Kontrolle) ausgesetzt.

planktonischen Zellen und an

Biofilmen von E. faecalis mit

Applikationszeiten von 30 s,
60 s, 120 s und 240 s getestet

Gasformiges Ozon wurden an

Ergebnis

Die reduktive Wirkung
war abhingig von
Bakterienspezies, Art und
Dosierung des zu testenden
Agens. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied
von gasférmigen und in
Wasser gelostem Ozon im
Vergleich zu 2 % CHX-
Losung. Alle waren sie
jedoch effektiver als eine
0,2 % CHX-Losung.

Es zeigte sich kein Effekt
gasformigen Ozons auf
Biofilme von E. faecalis.
In Wasser gelostes Ozon
konnte nach 240 s
Applikation eine
Keimzahlreduktion der
planktonischen Zellen
produzieren. NaOCl

(0,5 %) war effektiver.
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Tabelle 28: Ergebnisse von Studien unter Verwendung von in eine wissrige Losung gebrachtes Ozons.

Autor, Verdffentlichung

Arita et al., 2005%

Nagayoshi et al., 2004

Titel Ziele

Microbial efficacy Untersuchung der
of ozonated water Wirkung ozonierten
against C. albicans Wassers auf
adhering acrylic C. albicans

denture plates

Antimicrobial effect ~ In vitro Untersuchung

of ozonated water des antimikrobiellen

on bacteria invading  Effektes von

dentinal tubules. ozoniertem Wasser
gegen E. faecalis und
S. mutans.

Methode

Mit C. albicans inokulierte
Zahnpriperate wurden mit
ozoniertem Wasser behandelt.

mit E. faecalis und S. mutans
inokuliert. Es erfolgte die
Applikation von ozoniertem
Wasser auf die Biofilme. Als
Vergleich wurde eine 2,5 %
NaOCI-Losung angewendet.

Bovine Dentinpriperate wurden

Ergebnis

C. albicans wurde nach der
Behandlung mit ozoniertem
Wasser nicht mehr
nachgewiesen.

Nach der Ozonapplikation
konnte eine signifikante
Abnahme der Zellzahl registriert
werden und hatte die gleiche
Aktivitit wie die mit 2,5 %
NaOCl1 behandelten Proben.
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Tabelle 29: Funktion der extrazelluldren polymerischen Substanz bakterieller Biofilme.?

Funktion Relevanz fiir den Biofilm Involvierte EPS Komponenten

Aggregation bakterieller Zellen Ermoéglicht die Formierung von Zellbriicken, temporére Polysaccharide, Proteine, DNA und amphiphile Mole-
Immobilisierung bakterieller Populationen, Entwicklung kiile
einer hohen Zelldichte und Zell-zu-Zell-Erkennung.

‘Wasserretention Aufrechterhaltung einer hydrierten Mikroumgebung um
die Biofilmorganismen, die mafigeblich zur Diirreresistenz
in einer wasserdefizitdren Umgebung beitragt

hydrophile Polysaccharide und mdglicherweise Proteine

Sorption organischer Stoffe Akkumulation von Néhrstoffen aus der Umgebung und

Sorption von Xenobiotika (Detoxifikation der Umgebung)

geladene oder hydrophobe Polysaccharide und Proteine

Enzymatische Aktivitiit Ermoglicht den Abbau exogener Makromolekiile zur Proteine
Nihrstoffrekrutierung und den Abbau der EPS um einzelne

Zellen aus dem Biofilmverband zu entlassen

Austausch genetischer Ermoéglicht horizontalen Gentransfer zwischen den DNS
Informationen Biofilmzellen

Export von Zellkomponenten Export von zelluldirem Abfallprodukten Membranvesikel mit Nukleinsduren, Enzymen,

Lipopolysacchariden und Phospholipiden

Enzymbindung In einer Interaktion mit Polysacchariden resultiert die Polysaccharide und Enzyme
Akkumulation, Retention und Stabilisierung von Enzymen
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8. Thesen

In der vorliegenden Dissertation sollte die potentiell antikariose Wirkung von Ozon, welches
mit Hilfe des von KaVo angebotenen Ozongenerators HealOzon 2130C generiert wird,
untersucht werden. Seit der Markteinfithrung 2003 wurden in mehreren Publikationen
divergente Ergebnisse publiziert. Folgende Theses galt es in dieser Disserationsarbeit zu

tiberpriifen:

(1) Die propagierte bakterizide Wirkung gasformigen Ozons, generiert von dem Ozongenerator
2130C der Firma KaVo, bietet eine effektive und vorallem schmerz- und gerduscharme

Alternative zur konventionellen Kariestherapie (Drill and fill) an.

(2) Gasformiges Ozon ist ein potentes bakterizides Mittel gegen Keime bzw. Pathogene der
Mundhdhle. Gasformiges Ozon auf Biofilme als auch auf planktonische Zellen der fakultativ
anaeroben Bakterienstimme Streptococcus mutans und Enterococcus faecalis, sowie der
obligat anaeroben Bakterienstimmen Fusobacterium nucleatum und Parvimonas micra hat

eine bakterizide Wirkung.

(3) Natriumhypochlorit (NaOCI) in einer Konzentration von 5 %, wie es in der konventionellen

Stomatologie als Spiil- und Desinfektionsmittel verwendet wird, wirkt bakterizid.

(4) Ozon ist in der bakteriziden Effektivitit und in einem standardisierten anndhrend dquivalent

der Wirkung des NaOCl in der verwendeten Dosierung.

(5) Ozon und Natriumhypochlorit sind in der Kombination iiberlegen gegeniiber der Mono-

therapie der verwendeten bakterizid wirksamen Substanzen.

(6) Die verwendeten Spezies konnen unter den gewihlten Wachstumsbedingungen mit BHI

und Mucin ein einschichtigen (Monolayer) bzw. mehrschichtigen Biofilm bilden.

(7) Die bakterizide Wirkung gasformigen Ozons ist auch unter Simulierung einer oralen

Umgebung mit Mucin nachweisbar.
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