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1 Einleitung

In Deutschland werden laut Angaben der Deutschen Gesellschaft fur Implantologie
e.V. (DGI) jahrlich mehr als eine Million dentale Implantate gesetzt (Stand 2022),
Tendenz steigend. Diese Technik bietet den Patientinnen viele Vorteile gegenuber
herkdmmlichen zahnarztlichen Versorgungen wie zum Beispiel dental abgestitzte
Brucken oder rein tegumental gelagerte Prothesen.

Sowohl festsitzender als auch herausnehmbarer Zahnersatz kann mit Hilfe von
Implantaten verankert werden. Beispielsweise kann eine Schaltlicke durch den
Einsatz eines Implantates geschlossen werden, ohne dass die Nachbarzdhne
beschliffen werden missen. Patientlnnen, die nur noch einen geringen
Restzahnbestand aufweisen oder ganzlich zahnlos sind, kdnnen von einer
Implantatinsertion profitieren. So ist es mdglich, dass Patientinnen auch festsitzende
Ldsungen in Anspruch nehmen kdnnen, die auf konventionellem Wege nur noch mit
herausnehmbarem Zahnersatz versorgt werden konnten. Ebenso kann der Halt von
herausnehmbarem Zahnersatz mit Hilfe von Implantaten deutlich verbessert werden.
Implantate tragen so nicht nur zu einer Optimierung der Kaufunktion und Asthetik bei,
sondern ermdglichen gleichermallen eine Verbesserung an Lebensqualitat (Kuboki et
al. 1999; Oh et al. 2016).

Die Kosten fur ein Implantat betragen in Deutschland zwischen 1500 und 3000 Euro.
Diese vergleichsweisen hohen Kosten kommen aufgrund der hochwertigen
Materialien und des groRRen zeitlichen Aufwands zustande. Trotz hoher Erfolgsraten
von Implantaten (Hjalmarsson et al. 2016; Jung et al. 2012; Pjetursson et al. 2012)
kommt es immer wieder zu Misserfolgen, die in letzter Konsequenz eine Explantation
des Implantates notwendig machen. Studien zufolge liegt die Misserfolgsrate nach flnf
Jahren bei etwa 10 % (Lee et al. 2016). Neben technischen Komplikationen stellen vor
allem biologische Komplikationen wie die Periimplantitis mogliche Ursachen fur
Misserfolge dar. Fur die Patientinnen kann eine Periimplantitis schlussendlich nicht
nur weitere operative Eingriffe, sondern ebenfalls einen grolen &konomischen
Schaden bedeuten. Die hohen Kosten in Verbindung mit einer zehnprozentigen
Misserfolgswahrscheinlichkeit verdeutlichen daher, wie wichtig es ist, geeignete

Lésungen fur die Pravention und die Behandlung von Periimplantitis zu finden.



1.1 Ubersicht iiber verschiedene Implantatmaterialien

Die primare Voraussetzung fur einen langfristigen Implantaterfolg ist zunachst eine
hohe Langzeitstabilitat des Implantats, die unter anderem abhangig vom verwendeten

Implantatmaterial ist.

1.1.1 Titan als Werkstoff fir Implantate

Vor allem Titan und Titanlegierungen sind die heute am weitesten verbreiteten
Implantatmaterialien und gelten als ,Goldstandard“, da sie gute physikalische
Eigenschaften aufweisen. Titanoxide bilden eine protektive Oxidschicht auf der
Oberflache aus, die das Metall korrosionsfest und biokompatibel macht (Saini et al.
2015). Zahlreiche Langzeitstudien zeigen eine hohe Uberlebens- und Erfolgsrate der
Titanimplantate tUber mehrere Jahrzehnte hinweg (Chappuis et al. 2013, Buser et al.
2012; Adell et al. 1990; Adell et al. 1981). Chappuis et al. (2013) konnten eine
20-Jahres-Erfolgsrate von bis zu 89,5 % nachweisen. In den Untersuchungen von
Buser et al. (2012) lag die 10-Jahres-Erfolgsrate bei 97,0 %. Fur kein anderes
Implantatmaterial liegen Daten vor, die Uber einen so langen Zeitraum gesammelt
wurden.

Doch nicht nur das Material an sich, auch die Oberflachenmorphologie ist flir den
Erfolg eines Implantates von Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass raue
Titanoberflachen zu einer besseren Osseointegration fiuhren als glatte
Titanoberflachen (Buser et al. 1991). Um diese Oberflachenrauigkeiten zu erzeugen,
wurden zahlreiche, unterschiedliche Methoden entwickelt. Dazu gehoéren u.a. die
Titanplasmabeschichtung (TPS), die Bestrahlung mit Keramik-Partikeln, die Saure-
Atz-Technik, die Anodisierung oder die Oberflachenbeschichtung mit Hydroxylapatit
(Le Guéhennec et al. 2007).

Bei Patientlnnen mit dinnem gingivalem Biotyp konnen die dunklen Titanimplantate
jedoch durchscheinen und besonders im Frontzahnbereich zu asthetischen
Einschrankungen fuhren. Durch Rezessionen des Weichgewebes rund um das
Implantat kann das graue Metall direkt sichtbar und somit zu einem &asthetischen
Storfaktor werden. Eine Alternative zu Titan stellt Keramik dar, welches im Gegensatz

zu Titan aufgrund der zahnahnlichen Farbe bessere optische Eigenschaften aufweist.



1.1.2 Keramik als Werkstoff fir Implantate

Neben den asthetischen Vorteilen konnte gezeigt werden, dass keramische
Materialien eine geringere Fahigkeit zur Bakterienadhasion als Titan (Roehling et al.
2017) sowie eine mit Titan vergleichbare Gewebevertraglichkeit besitzen (Moller et al.
2012).

Lange Zeit jedoch zeigten Keramikimplantate aufgrund der hoheren Frakturanfalligkeit
schlechtere Uberlebensraten als Titanimplantate. Erst mit der Entwicklung von
Zirkoniumdioxidkeramik als Implantatmaterial erlangten die Keramikimplantate wieder
grolere Aufmerksamkeit, da die Zirkoniumdioxidkeramik im Vergleich zur friher
verwendeten Aluminiumoxidkeramik deutlich bessere physikalische Eigenschaften
aufweist (Andreiotelli et al. 2009).

In vielen klinischen Studien wird deutlich, dass Zirkoniumdioxidkeramikimplantate eine
potenzielle Alternative zu Titanimplantaten darstellen (Andreiotelli et al. 2009; Wenz et
al. 2008; Roehling et al. 2018). Allerdings liegen derzeit noch keine ausreichenden
Langzeitdaten vor und so kann der routinemaRige Einsatz noch nicht uneingeschrankt
empfohlen werden. Titan gilt daher weiterhin als Implantatwerkstoff der Wahl, weshalb
es zunachst sinnvoll ist, die Periimplantitistherapie anhand von Titanimplantaten, statt

Keramikimplantaten zu untersuchen.

1.2 Periimplantitis

Die Osseointegration stellt den ersten Schritt zum Erfolg eines Implantates dar. Dieser
von Per-Ingvar Branemark eingefihrte Begriff bezeichnet den im lichtmikroskopischen
Bereich sichtbaren, direkten strukturellen und funktionellen Verbund zwischen dem
organisierten, lebenden Knochen und der Oberflache eines belasteten Implantats
(Branemark 1986). Im weiteren Verlauf kann es jedoch als Folge der Periimplantitis
zum Verlust des festen Verbundes zwischen Implantat und Knochen kommen.

Die Periimplantitis wird definiert als Entzindung der Mukosa kombiniert mit Verlust des
unterstitzenden Knochens (Lindhe & Meyle 2008). Im Unterschied dazu handelt es
sich bei der periimplantaren Mukositis um eine reine Entzindung der Weichgewebe,
die reversibel ist, sich jedoch im weiteren Verlauf bei Nichtbehandlung zu einer

Periimplantitis entwickeln kann. Der Knochenverlust durch Periimplantitis gilt als



irreversibel und kann als Analogie zur Parodontitis, die an natlrlichen Zahnen auftritt,
bezeichnet werden (Belibasakis 2014).

Neben einer fehlenden Osseointegration, die in der initialen Einheilphase von
Bedeutung ist, wird die Periimplantitis als limitierender Faktor fur einen langfristigen
Implantaterfolg angesehen, da sie derzeit die haufigste Ursache flr einen spaten
Implantatverlust ist. Die Pravalenz der Periimplantitis liegt nach Angaben von Zitzmann
und Berglundh (2008) bei bis zu 56 %. Demzufolge leiden bei steigender Anzahl von
Implantatinsertionen immer mehr Patientinnen unter Periimplantitis und ihren Folgen,

wie zum Beispiel dem Implantatverlust.

1.2.1 Atiologie der Periimplantitis

Der wichtigste atiologische Faktor fur die Entzlindung stellt, wie bei der Parodontitis
auch, eine bakterielle Biofilmbesiedlung der Implantat- bzw. Wurzeloberflache dar
(Heitz-Mayfield und Lang 2010). Ein Biofilm wiederum besteht aus einem komplexen
Zusammenspiel von Mikroorganismen, die in einer extrazellularen Matrix eingebettet
sind, was sie besonders widerstandsfahig macht (Donlan und Costerton 2002). Kommt
es zu einem Ungleichgewicht zwischen bakterieller Belastung und Wirtsabwehr, fuhrt
dies zum klinischen Bild der Periimplantitis (Tonetti und Schmid 1994).

Daruber hinaus wird auch eine UberschieRende Fremdkorperreaktion als mdglicher
Ausloser einer Periimplantitis in Betracht gezogen (Albrektsson et al. 2014). Als
Fremdkorper gelten unter anderem feinste Titanpartikel, die auf unterschiedliche
Weise in das periimplantare Gewebe gelangen. Ein Abrieb von Metallpartikeln kann
beispielsweise durch mechanische Belastung der Implantat-Abutment-Verbindung
ausgeldst werden (Stimmelmayr et al. 2012). Auch korrosive Prozesse fuhren zu einer
Ablésung von Titanpartikeln. Ursachlich daflr kénnen zum Beispiel eine hohe
Fluoridkonzentration im Speichel (Souza et al. 2015) oder Bakterien sein, die
Lipopolysaccharide produzieren (Mathew et al. 2012). Die Kombination aus Korrosion
und Verschleil3, die fur den Titanabbau der Implantate verantwortlich ist, wird unter
dem Begriff Tribokorrosion zusammengefasst (Mombelli et al. 2018). Auch die
Implantoplastik, bei der freiliegende Schraubenwindungen entfernt und die Oberflache
zugunsten einer geringeren Bakterienanhaftung poliert werden, fuhrt zu einer
Freisetzung von Titanpartikeln in das umliegende Gewebe (Schwarz et al. 2011).

Diese feinen Partikel aktivieren aufgrund ihrer Zytotoxizitdt Entzindungszellen
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(Kumazawa et al. 2002), die wiederum das klinische Bild einer Periimplantitis
hervorrufen kdénnen. Neben Titanpartikeln konnten bei einer Untersuchung von
menschlichen Periimplantitis-Biopsien auch Zementreste identifiziert werden, die eine
Fremdkorperreaktion auslosten (Wilson et al. 2015). Es besteht daher die
Notwendigkeit der sorgfaltigen Entfernung von Zementuberschissen bei zementierten

Suprakonstruktionen.

1.2.2 Risikofaktoren und Friiherkennung der Periimplantitis

Bereits vor der Implantation ist es wichtig Risikofaktoren zu erfassen und eine
Implantation sorgfaltig abzuwagen. Sowohl lokale als auch systemische Faktoren
konnen die Entstehung einer Periimplantitis beglunstigen. Als systemischer Faktor mit
hohem Evidenzgrad gelten vorausgegangene Parodontitiden. Patientinnenen, die
bereits eine Parodontitis entwickelt haben, erkranken haufiger an einer Periimplantitis
(Renvert und Quirynen 2015). Rauchen und Diabetes werden ebenfalls als
Risikofaktoren diskutiert (Renvert und Quirynen 2015).

Zu der Gruppe der lokalen Risikofaktoren gehort beispielsweise das Fehlen von
keratinisierter  Gingiva. Dazu  zahlen auch Implantatpositionen und
Suprakonstruktionen, die zu einer eingeschrankten Biofilmentfernung fuhren, sowie im
Allgemeinen auch eine mangelnde Mundhygiene (Heitz-Mayfield 2008).

Eine ebenso groRe Bedeutung wie das Erkennen und Abwagen von Risikofaktoren
kommt der regelmafRigen Nachsorge der Implantatpatientinnen zu, bei der neben einer
Mundhygieneinstruktion und -motivation eine klinische Untersuchung mit
periimplantarer Sondierung durchgefihrt werden sollte, die eine Friherkennung der
Periimplantitis ermdglicht (Chen und Darby 2003).

Bei der Nachsorgeuntersuchung koénnen der Verlust von Osseointegration im
koronalen Anteil des Implantats (radiologisch), erhohte Sondierungstiefen sowie
Blutung und/oder Suppuration beim Sondieren (klinisch) auf eine Periimplantitis
hinweisen (Chen und Darby 2003).



1.2.3 Therapie der Periimplantitis

Sobald  Anzeichen einer Periimplantitis  bestehen, sollten  umgehend
Therapiemalnahmen eingeleitet werden, deren primares Ziel eine Dekontamination
des Implantates ist. Damit soll ein Fortschreiten der Entzindung und die damit

einhergehende Gewebedestruktion verhindert werden (Mombelli und Lang 1998).

1.2.3.1 Mechanische Therapien der Periimplantitis

Ziel der mechanischen Vorgehensweisen ist eine Reduktion des Biofilms. Dies kann
auf einer reinen Reinigung der Oberflachen beruhen oder mit strukturellen
Veranderungen einhergehen. Zu den mechanischen Reinigungsinstrumenten zahlen
in erster Linie die Kunststoff- und Titankuretten, da sie schonender als herkdmmliche
Stahlkiretten sind (Augthun et al. 1998). Diese koénnen die Titanoberflache
beschadigen (Louropoulou et al. 2012; Fox et al. 1990; Mengel et al. 2004).
Insbesondere der Implantathals, der eine glatte Oberflache aufweist, um eine gute
Weichgewebsadaption zu gewahrleisten, kann verkratzen (Matarasso et al. 1996). Die
makroskopischen Veranderungen beglunstigen wiederum die Plaqueretention.
Nachteilig ist allerdings, dass mit Kuretten alleine keine vollstandige Dekontamination
aufgrund der texturierten und durch die Schraubenwindungen verwinkelten Oberflache
erreicht werden kann (Karring et al. 2005).

Weiterhin werden speziell modifizierte Arbeitsenden fur Ultraschallsysteme sowie
Pulverstrahlgerate fur die mechanische Dekontamination verwendet. Die Reinigung
mit Ultraschallsystemen scheint der Reinigung mit Handkuretten jedoch kaum
uberlegen (Renvert et al. 2009; Karring et al. 2005) und die Verwendung von
Pulverstrahlgeraten birgt Risiken, da die Gefahr einer Emphysembildung besteht,
wenn der Pulverstrahl direkt auf die Zahnfleischtasche gerichtet wird (Alonso et al.
2017; Davies und Campbell 1990). Ebenso kdnnen nach der Behandlung
Pulverrickstande auf dem Implantat verbleiben, welche mdglicherweise zu einer
schlechteren Reosseointegration der Implantate fuhren (Schwarz et al. 2009).

Die oben genannten Verfahren verfolgen das Ziel die Implantatoberflache so wenig
wie mdglich zu verandern. Bei der invasiveren Methode der Implantoplastik wird die
Implantatoberflache mit rotierenden Instrumenten so lange geglattet, bis die

Schraubenwindungen komplett entfernt sind. Diese Technik ermoglicht eine



vollstandige Entfernung des Biofilms. Zudem erleichtert die glatte Oberflache die
Mundhygiene. Sie wird aber nur dann empfohlen, wenn aufgrund des
Knochendefektes keine Reosseointegration erwartet werden kann, wie beispielsweise
bei suprakrestalen Defekten, da die fur die Osseointegration notwendige
mikrostrukturierte Oberflache entfernt wird (Stavropoulos et al. 2019). Ebenfalls
nachteilig ist die Abnahme der absoluten Bruchharte bei dinnen Implantatypen
(Gehrke et al. 2016) sowie die bereits oben erwahnte Fremdkorperreaktion durch

impaktierte Titanpartikel im periimplantaren Gewebe.

1.2.3.2 Alternative bzw. adjuvante Therapien der Periimplantitis

Neben den mechanischen Reinigungsmethoden existieren noch zahlreiche weitere
antimikrobielle Dekontaminationsmethoden, die neben einer Reduktion auch zu einer
Inaktivierung des Biofilms flihren sollen. Diese Therapiemethoden haben eine
besondere Bedeutung bei der Behandlung der Implantate, da eine mechanische
Reinigung durch die mikrostrukturierte Oberflache der Implantate erschwert wird.
Einerseits ermdglicht sie die rasche Osseointegration der Implantate (s.o.),
andererseits bietet sie auch mit ihren Irregularitaten und Unterschnitten Bakterien
einen optimalen Lebensraum an (Burgers et al. 2010). Daher wird empfohlen neben
dem manuellen Debridement auch weitere Hilfsmittel als adjuvante Mallnahmen zur
Behandlung der Periimplantitis in Anspruch zu nehmen um die schwer zu erreichenden
Bereiche der Implantatoberflache zu dekontaminieren (Schwarz et al. 2015; Faggion
et al. 2014).

Neben chemischen Agenzien spielen auch Laseranwendungen sowie die
antibakterielle photodynamische Therapie, kurz aPDT, eine wichtige Rolle in der

Periimplantitistherapie.

Chemische Agenzien

Die Anwendung von unterschiedlichen chemischen Agenzien zur Desinfektion von
Implantatoberflachen wurde bereits in zahlreichen Studien untersucht.

Dazu zahlt u.a. Chlorhexidin, kurz CHX. Levin et al. (2015) konnten in ihrer klinischen
Studie eine Reduktion des BOPs sowie der Sondierungstiefen nach Behandlung mit
CHX feststellen. Allerdings gab es keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu

den Kontroll-Gruppen. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Zablotsky et al. (1992).
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Sie konnten zeigen, dass 0.12 %iges CHX keine signifikante Reduktion der
schadlichen  bakteriellen  Lipopolysaccharide  (LPS) auf kontaminierten
Titanoberflachen im Vergleich zu unbehandelten Proben erreichen konnte. Auch bei
Kotsakis et al. (2016) wurde nur ein milder, nicht-signifikanter antimikrobieller Effekt
des CHX nachgewiesen. Anhand ihrer Ergebnisse sollte eine Reinigung von
Implantatoberflachen mit CHX nicht empfohlen werden, da CHX die Biokompatibilitat
der Titanoberflachen aufgrund seines zytotoxischen Effektes beeintrachtigen kann.
Neben CHX wird auch die antibakterielle Wirkung von atzenden Agenzien erforscht.
In der Studie von Zablotsky et al. (1992) konnte Zitronensaure die LPS von
Titanoberflachen erfolgreich entfernen. Im Vergleich zu Wasser oder Kochsalzlésung
konnte jedoch kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Auch Gosau et al.
(2010) berichten von einer Bakterienabnahme auf Titanoberflachen nach Behandlung
mit Zitronensaure, die nicht signifikant war. In den Untersuchungen von Ntrouka et al.
(2011) wiederum stellte sich Zitronensaure als wirksamstes Chemotherapeutikum im
Vergleich zu anderen Stoffen wie CHX, H202 oder EDTA heraus. Zitronensaure zeigte
die grofdte Wirksamkeit in Bezug auf Biofilmzerstorung und Biofilmentfernung von
S. mutans auf Titandiscs.

Neben Zitronensaure wird in der Literatur auch die Behandlung mit Phosphorsaure zur
Implantatdekontamination beschrieben. Phosphorsaure ist als Gel erhaltlich, welches
auch fiir die Saure-Atz-Technik in der konservativen Zahnheilkunde angewandt wird.
Es kann durch seine Gelform prazise auch in nicht einsehbare Bereiche appliziert
werden, ohne dabei Knochen oder umliegendes Gewebe zu benetzen. Wiltfang et al.
(2012) konnten zeigen, dass die Reinigung der Implantatoberflache mit 20 %iger
Phosphorsaure eine verlassliche Methode zur Behandlung der Periimplantitis darstellt.
Innerhalb eines Jahres konnte bei den untersuchten Patientinnen eine
Taschenreduktion von durchschnittlich 4 mm erzielt werden. Strooker et al. (1998)
konnten in ihrer klinischen Kurzzeitstudie positive Effekte der Phosphorsaure
nachweisen, da durch die Behandlung mit 35 %igem Phosphorsauregel eine
Reduktion der Colony Forming Units, kurz CFU, erreicht werden konnte. Auch
Hentenaar et al. (2017) erreichten mit Hilfe von 35 %iger Phosphorsaure eine gréere
sofortige Bakterienreduktion auf ihren untersuchten Implantaten im Vergleich zur
Kontrollgruppe, die nur mit steriler Kochsalzlosung abgespllt wurden. In
Tierversuchen konnte eine Reosseointegration mit direktem Knochen-Implantat-

Kontakt der mit Sduren behandelten Implantate bestatigt werden (Kolonidis et al. 2003;
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Alhag et al. 2008). Die Biokompatibilitat der Titanoberflache wird durch die Behandlung

mit Sauren demnach nicht beeinflusst.

Laser

Auch zahlreiche Laseranwendungen wurden bereits in klinischen Studien untersucht.
Dazu gehdren beispielsweise der Diodenlaser (Roncati et al. 2013), der Nd:YAG-Laser
(Abduljabbar et al. 2017), der Er:YAG-Laser sowie der CO2-Laser (Romanos et al.
2009). Jedoch konnte festgestellt werden, dass die Behandlungen mit
hochenergetischen  Laserlichtanwendungen zu  Veranderungen an  der
Implantatoberflache flihren kénnen (Kreisler et al. 2002a). Der Nd:YAG-Laser scheint
aufgrund von Studienergebnissen nicht geeignet fur die Dekontamination von
Implantaten. Beim Einsatz des Er:YAG- sowie des COg2-Lasers sollte auf eine

reduzierte Energieleistung geachtet werden, um Beschadigungen zu vermeiden.

aPDT

Bei der antimikrobiellen Photodynamsichen Therapie, kurz aPDT, bindet ein spezieller
Farbstoff, der Photosensibilisator, an die Zielzelle und wird mit Hilfe von Lichtenergie
in Anwesenheit von Sauerstoff aktiviert. Dadurch entsteht Singulett-Sauerstoff, der in
der Lage ist, Zellmembranen zu zerstdren (Konopka und Goslinski 2007; Cieplik et al.
2014). Weder der Photosensibilisator noch das Licht alleine kdénnen den Effekt
auslosen (Takasaki et al. 2009). Erst bei Lichtzufuhr mit geeigneter Wellenlange sowie
der Anwesenheit von Sauerstoff wird die Reaktion initiiert. Ein Vorteil besteht darin,
dass die Bakterien, anders als beim unkritischen Einsatz von Antibiotika (van
Winkelhoff et al. 1996), keine Resistenzen entwickeln (Fernandes et al. 2009). Auch
die physiologische Mundflora, die bei Antibiotikagabe mit beeinflusst wird, bleibt
unbeeintrachtigt (Gursoy et al. 2013). Aullerdem kann beim Vorliegen von komplexen
anatomischen Situationen, bei denen ein mechanisches Instrumentieren des
Implantates nur eingeschrankt maoglich ist, die photodynamische Therapie problemlos
angewandt werden (Takasaki et al. 2009). Doch obwohl bereits viele in-vivo und in-
vitro Studien (Dértbudak et al. 2001; Shibli et al. 2003; Hayek et al. 2005) zeigen
konnten, dass die aPDT grof3es Potenzial im Bereich der Periimplantitisbehandlung
besitzt, liegen derzeit noch keine ausreichenden Belege daflr vor, dass die aPDT als
alleinige antimikrobielle Therapie eingesetzt werden kann. Vielmehr kann sie als

zusatzliches Hilfsmittel fur die Behandlung dienen (Gursoy et al. 2013).
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1.2.3.3 Nichtchirurgische und chirurgische Therapie

Im Allgemeinen konnen die Therapiemallnamen nicht-chirurgisch oder chirurgisch
angewandt werden. Anhand von Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass nicht-
chirurgische TherapiemalRnahmen allein nicht effektiv genug sind, um die
Periimplantitis erfolgreich zu behandeln. Sie flhrten nur zu eingeschrankten
Verbesserungen der klinischen Parameter und wiesen eine hohe Rezidivrate auf
(Renvert et al. 2008; Meyle 2012). Ab 7 mm Sondierungstiefen sollten bereits frihzeitig
chirurgische Therapien eingesetzt werden (Schwarz et al. 2006). In der chirurgischen
Herangehensweise erfolgt der Zugang zum Implantat mit Hilfe einer Lappenoperation
um anschlieBend das Granulationsgewebe zu entfernen und die Oberflache zu

reinigen und zu desinfizieren (Lindhe und Meyle 2008).

1.2.3.4 Zusammenfassung der Periimplantitistherapien

Zusammenfassend betrachtet gibt es eine groRe Anzahl von vielversprechenden
Malnahmen fir die Behandlung der Periimplantitis. Angestrebt werden sollte eine
Reinigung der Implantatoberflache mit Entfernung und Zerstérung des Biofilms.
Ebenfalls herrscht Konsens dartUber, dass bei periimplantaren Lasionen ein
chirurgischer Zugang zum Implantat gewahlt werden sollte. Aufgrund der aktuellen
Studienlage kann derzeit jedoch keine Uberlegene Dekontaminationsmethode
beschrieben werden. Zur Etablierung eines ,Goldstandard“-Verfahrens sind weitere
Studien notwendig (Claffey et al. 2008; Heitz-Mayfield und Mombelli 2014; Smeets et
al. 2014; Kotsovilis et al. 2008). Zum gegenwartigen Zeitpunkt scheint die Kombination
aus mechanischer und chemischer Dekontamination zur Therapie der Periimplantitis

am erfolgversprechendsten zu sein (Schwarz et al. 2015).
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1.3 Plasma als Alternative zu gangigen Therapieformen

Eine verhaltnismaRig neue Desinfektionsmethode ist die Verwendung von
physikalischem Plasma. Plasma entsteht, indem einem Gas (z.B. Argon) so viel
Energie zugeflhrt wird, dass eine kritische Anzahl von Elektronen die Atomhiille
verlasst. Neben fest, flissig und gasformig stellen Plasmen den vierten
Aggregatzustand dar.

Seit Ende des 20. Jahrhunderts gelingt es Plasmen zu erzeugen, deren Temperatur
40 °C nicht Ubersteigen (Woedtke et al. 2013). Trotz geringer Temperaturen sind die
sogenannten ,cold atmospheric plasmas®, kurz CAP, ebenfalls in der Lage viele Arten
von Mikroorganismen zu inaktivieren (Klampfl et al. 2012; Maisch et al. 2012;
Zimmermann et al. 2011). Zu den wichtigsten Wirkkomponenten des kalten Plasmas
gehoren reaktive Stickstoff- und Sauerstoffspezies, UV-Strahlung und elektrische
Felder (Woedtke et al. 2013). Als Desinfektionsmethode fir Medizinprodukte konnten
die atmospharischen Niedrigtemperaturplasmen bereits gute Erfolge erzielen (Ayliffe
2000). Aufgrund der geringen Temperaturen konnte das Anwendungsgebiet des
Plasmas in der Medizin deutlich ausgeweitet werden, da es mit menschlichem Gewebe
in Kontakt kommen kann ohne Hitzeschaden zuzufligen. Beispielsweise kann Plasma
die naturliche Wundheilung durch schmerz- und kontaktfreie Elimination der
Wundkeime (Isbary et al. 2010) und durch Stimulation der Gewebeneubildung
unterstlitzen, ohne dabei gesundes Gewebe zu zerstéren (Heinlin et al. 2010; Fluhr et
al. 2012). Ebenso wird Plasma die Fahigkeit zugeschrieben eine mdgliche
Inaktivierung von Tumorzellen zu bewirken, indem spezielle apoptotische Prozesse
eingeleitet werden (Fridman et al. 2007).

Auch fur die Zahnmedizin erscheint die Anwendung von Niedrigtemperaturenplasmen
aulerordentlich vielversprechend. Einige Studien weisen bereits auf das Potenzial des
Plasmas in Bezug auf die Desinfektion von Wurzelkanalen hin (Jablonowski et al.
2013; Herbst et al. 2015). Ebenso gibt es Ansatze, die zeigen, dass mit Hilfe des
Plasmas eine Verbesserung im Bereich der Periimplantitistherapie erzielt werden
kann. Neben der Fahigkeit zur Dekontamination von Titanoberflachen (ldlibi et al.
2013; Rupf et al. 2011; Yang et al. 2018) scheint Plasma auch die Eigenschaft zu
besitzen, die Reosseointegration von Implantaten zu verbessern (Duske et al. 2015;

Coelho et al. 2012). Duske et al. (2012) stellten beispielsweise fest, dass eine
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Plasmabehandlung zu einer erhdhten Hydrophilie bzw. Benetzbarkeit und somit zu
einer besseren Verteilung von Osteoblasten fuhrt.

Anhand von Ligaturen-induzierter Periimplantitis an Beagle-Hunden konnte gezeigt
werden, dass der Gebrauch von Plasma =zusatzlich zur mechanischen
Dekontamination zu einer besseren Knochenneubildung am Implantat sowie einer
Verminderung der Entzindungsreaktion im Vergleich zur Kontroll-Gruppe fuhrt (Zhou
et al. 2020). In einem ahnlichen Versuchsaufbau mit Ligaturen-induzierter
Periimplantitis an Beagle-Hunden konnte sogar ein antimikrobieller Langzeiteffekt der
Plasmabehandlung herausgestellt werden (Shi et al. 2015).

In der in-vitro Studie von Ulu et al. (2018) wurde die antimikrobielle Wirksamkeit von
Plasma mit der von Er:YAG-Lasern verglichen. Plasma zeigte eine bessere
Dekontaminationsleistung gegenuber des S. aureus-Biofilms, der 7 Tage lang auf den
untersuchten Titandiscs herangezuchtet wurde. Ebenso konnten keine
Beschadigungen auf der Titanoberflache erfasst werden. Ein weiterer Parameter, der
in der Studie untersucht wurde, war die Temperatur. Wahrend der Laserbehandlung
wurden Temperaturspitzen von bis zu 58 °C gemessen, wohingegen die
Plasmabehandlung zu einer gleichmaligen Temperaturverteilung von maximal
31,6 °C fuhrte. Eriksson und Albrektsson (1983) gaben jedoch eine Temperatur von
47 °C als Grenzwert fur eine mogliche thermische Schadigung des Knochens an.
Hohere Temperaturen kdnnen demnach zu einer Hitze-induzierten Nekrose des
Knochens flhren.

Insgesamt betrachtet kann die Plasmaverwendung als aullerordentlich
vielversprechende Methode zur Periimplantitistherapie angesehen werden.
Gleichwohl befindet sich die Forschung zu diesem Themengebiet noch im
Anfangsstadium und weitere Studien werden bendtigt, um die Eignung als geeignete

Periimplantitistherapie endgultig beurteilen zu konnen.
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1.4 Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit stellt die Beantwortung der Frage dar, welche
Therapieverfahren eine effektive Oberflachendekontamination von Titanimplantaten
zur Behandlung einer Periimplantitis erreichen. Dazu soll Plasma als neue
Reinigungsmethode mit zwei weiteren, bereits etablierten Therapiemethoden
verglichen werden. Hierfir wurde einerseits die aPDT und andererseits die
Phosphorsaurereinigung ausgewahlt. Um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, die
weitestgehend unabhangig von auleren Einflussfaktoren sind, soll ein
Versuchsmodell entwickelt werden, welches eine klinische Periimplantitissituation
imitiert. Dazu wird zunachst ein Biofilm aus E. faecalis auf Titanimplantaten
herangezichtet, die sich in Kiefermodellen mit periimplantaren Knochendefekten
befinden. AnschlieRend erfolgt die Behandlung mit kaltem Atmospharenplasma, kurz
CAP (cold atmospheric plasma), der aPDT sowie Phosphorsaure. Daraufhin soll mit
Hilfe der CFU, der Lebend-Tot-Fluoreszenzfarbung und dem
Rasterelektronenmikroskop die Effektivitat der Bakterienelimination beurteilt und im

letzten Schritt miteinander verglichen werden.
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2 Material and Methoden

2.1 Versuchsgruppenplan

Insgesamt wurden 47 Titanimplantate mit sandgestrahlter und geatzter TiPurePlus-
Oberflache (BEGO Semados® SC-Implantate, Durchmesser: 3,75 mm, Lange:
8,5 mm, von BEGO GmbH & Co. KG, Bremen, Deutschland) untersucht. Zwei der 47
Implantate wurden weder mit Bakterien kontaminiert noch therapiert und stellten somit
die Negativ-Kontrolle dar. Die restlichen 45 Implantate wurden in drei
Untersuchungsgruppen eingeteilt. Jede Gruppe bestand aus  funf
Unterkieferkunststoffmodellen (Modell ,Lower jaw“ Artikelnummer 57464, BEGO
GmbH & Co. KG, Bremen, Deutschland) und 15 Implantaten. Bis auf die Positiv-
Kontrollen wurden alle Implantate einer Gruppe derselben Therapieform unterzogen.
Pro Kiefer diente ein Implantat als Positiv-Kontrolle und wurde vor der

Therapiedurchfiihrung aus dem Kiefer entfernt.

2.2 Herstellung der in vitro Modelle

Abbildung 1: Herstellung der in-vitro Modelle: Die Implantatbohrungen und die
Ausgestaltung der schisselférmigen Knochendefekte sind bereits erfolgt. Das erste Implantat
wird mit Hilfe eines Drehmomentschlissels bis zur Markierung in die vorbereitete
Implantatbohrung eingedreht.
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Im gesamten Versuch wurden 15 Unterkiefermodelle und 47 Implantate verwendet.
Pro Modell wurden drei Implantate eingesetzt.

Um unter dem Rasterelektronenmikroskop die exakte Grenze zwischen sich im Modell
befindlicher sowie therapierter Implantatoberflache zu erkennen, wurden die
Implantate mit Hilfe von Nagellack (Manhattan Quick Dry 60 Seconds Farbe 58 U von
Manhattan, New York, USA) und einer zahnarztlichen Sonde markiert.

AnschlieRend wurden die Bohrungen fur die Implantate gemaR Herstellerprotokoll mit
dem chirurgischen Tray ,BEGO Semados® S-Line TrayPlus“ mit einer Tiefe von 8 mm
durchgefihrt. Um eine moglichst patientengetreue Situation zu schaffen, wurde eine
4 mm tiefe Mulde, die einen schisselformigen Knochendefekt simuliert, mittels einer
grolen Kugelfrase ausgearbeitet. Pro Kiefer wurden je zwei Implantate in den vierten
Quadranten und ein Implantat in den dritten Quadranten inseriert, um die Form der

Unterkiefermodelle optimal zu nutzen (siehe Abbildung 1).

2.3 Biofilmbesiedlung

Abbildung 2: Positionierung der Kiefermodelle: Kiefermodelle mit eingeschraubten
Implantaten in einer Box. Die Modelle werden vor dem Desinfizieren umgedreht in der Box
platziert.
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Abbildung 3: Kiefermodelle mit Bakteriensuspension: Kiefermodelle mit Implantaten
umgedreht in der Box mit Bakteriensuspension, wodurch eine kontinuierliche Benetzung
gewabhrleistet wird.

Die Kiefermodelle mit den Implantaten wurden zur Biofilmbesiedlung in Boxen
(Eppendorf-Pipettenspitzen-Mehrwegboxen, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
platziert. Einen Tag vor Versuchsstart wurde eine Ubernachtkultur aus 10 ml steriler
Nahrstofflosung (BHI, Brain-Heart-Infusion Broth, Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) und 100 ul Bakterienkultur mit E. faecalis (ATCC 29212)
angesetzt. Diese verblieb 16 Stunden lang bei 37 °C im Brutschrank (Heraeus B6060,
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland). Die Boxen mit den darin befindlichen
Modellen wurden bei 121 °C im Schonprogramm thermisch desinfiziert (Autoklav
Melag Vacuklav 24, MELAG Medizintechnik oHG, Berlin, Deutschland). Vor der
thermischen Desinfektion wurden die Modelle umgedreht, d.h. mit den Implantaten in
Richtung Boxenboden, in die Boxen platziert, um eine kontinuierliche Benetzung mit
Bakteriensuspension zu ermdglichen (siehe Abbildung 2). Am Tag des Versuchstarts
wurden die Boxen mit 200 ml steriler BHI und 100 pl der Ubernachtkultur infiziert (siehe
Abbildung 3) und anschlielend bei 37 °C im Inkubator inkubiert (Scientific C24
Incubator Shaker, New Brunswick Scientific, Edison, New Jersey, USA). Nach 4

Stunden wurde die optische Dichte im Spektralphotometer (BioPhotometer 6131,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bei 600 nm (OD600) tberpriift. Lag die OD600
bei > 0,8, konnte das Medium gegen 200 ml neue, sterile BHI ausgetauscht werden.
War dies nicht der Fall, wurde die OD600 im 5-Minuten-Takt ermittelt, bis diese bei >
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0,8 lag. Im Folgenden wurde die Nahrstofflosung taglich weitere sechs Tage lang
durch 200 ml sterile BHI erneuert, um den Bakterien neue Nahrstoffe zur Verfligung
zu stellen und Stoffwechselprodukte der Bakterien zu entfernen. damit optimale
Konditionen fur eine Biofilmbildung gewahrleistet wurden. Dabei lagerten die Boxen

bei 37 °C und die Implantate waren durchgehend mit Bakteriensuspension in Kontakt.

2.4 Therapiedurchfilhrung

2.4.1 Positiv-Kontrolle

Um Verfalschungen der Ergebnisse auszuschliel3en, wurden die Positiv-Proben vor
Beginn der Therapie aus den Kiefern entfernt. Hierfir wurde ein Implantat jedes
Kiefermodells mit Hilfe steriler Instrumente des ,Semados® S-Line TrayPlus” aus dem
Kiefer geschraubt. Erst dann konnten die verschiedenen Therapieformen an den

verbliebenen zwei Implantaten pro Kiefer angewandt werden.

2.4.2 Gruppe 1: Plasma

™

S

Abbildung 4: Behandlung eines Implantates mit dem kINPen® MED; der weilie
Abstandshalter gewahrleistet den korrekten Abstand.

Die Implantate der Gruppe 1 wurden zunachst jeweils 15 Sekunden mit einer
Kunststoffkurette (Implacare |I-Spitzen, Hu-Friedy, Frankfurt am Main, Deutschland),
welche im empfohlenen Arbeitswinkel angesetzt wurde, mit sich Uberlappenden
Arbeitszligen bearbeitet. Im Anschluss erfolgte die Behandlung mit kaltem Plasma fur
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3 Minuten pro Implantat. Hierfir wurde der kINPen® MED (neoplas tools GmbH,
Greifswald, Deutschland) mit einer Leistung von 5 Watt und Argon-Gas verwendet,
welcher als CE-zertifiziertes Medizinprodukt (Klasse Ila) zugelassen ist. Der

Abstandshalter gewahrleistete dabei die Einhaltung des korrekten Abstandes (siehe

Abbildung 4).

2.4.3 Gruppe 2: Phosphorsaure

Abbildung 5: Behandlung eines Implantates mit Phosphorsaure

Auch die Implantate der Gruppe 2 wurden erst jeweils 15 Sekunden in analoger Weise
mit einer Kunststoffkirette (Implacare II-Spitzen, Hu-Friedy, Frankfurt am Main,
Deutschland) bearbeitet, bevor 35 %ige Phosphorsaure (iBond etch 35 gel, Heraeus
GmbH, Hanau, Deutschland) auf die freiliegenden Implantatoberflachen aufgetragen
wurden (siehe Abbildung 5). Die Saure wurde nach 45 Sekunden Einwirkzeit mit 5 ml

steriler NaCl-Lésung abgesplilt, sodass keine Ruckstande mehr verblieben.
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2.4.4 Gruppe 3: PDT

Abbildung 6: Behandlung eines Implantates mit der PDT: Der LED-Lichtpen FotoSan 630
belichtet den Photosensibilisator Toluidinblau auf einem Implantat.

Die Implantate der Gruppe 3 wurden ebenfalls jeweils 15 Sekunden in analoger Weise
mit einer Kunststoffkirette (Implacare II-Spitzen, Hu-Friedy, Frankfurt am Main,
Deutschland), bearbeitet. Danach wurden die freiliegenden Implantatoberflachen mit
Photosensibilisator Toluidinblau (FotoSan®Agent MEDIUM, LOSER & CO GmbH,
Leverkusen, Deutschland) benetzt und mit dem LED-Lichtpen FotoSan 630 (LOSER
& CO GmbH, Leverkusen, Deutschland) 10 Sekunden pro Flache (mesial, distal,
lingual, vestibular) mit einer Wellenlange von 630 nm belichtet (siehe Abbildung 6). Bei
den Aufsatzen des LED-Lichtpens handelte es sich um die kurzen Perio-Tips (LOSER
& CO GmbH, Leverkusen, Deutschland). Um den Farbstoff nach der Belichtung
vollstandig von der Implantatoberflache zu entfernen, wurde er mit 5 ml steriler NaCl-

Lésung abgespult.

2.4.5 Negativ-Kontrolle

Zwei Implantate dienten als Negativ-Kontrolle. Sie wurden daher weder beimpft noch

einer Therapieform unterzogen.
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Nach der Therapiedurchfihrung wurden die Implantate mit Hilfe steriler Instrumente
aus dem Semados® S-Line TrayPlus herausgeschraubt und ohne Zeitverzug den

Laboruntersuchungen zugefluhrt (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Therapiedurchfiihrung: Die Tabelle zeigt, welche Anzahl von
Implantaten bakteriell besiedelt und welcher Therapie sie anschlieRend unterzogen wurde
(a: cold atmospheric plasma, b: Phosphorsaure, c: photodynamische Therapie, d: keine).

Gruppe Anzahl Implantate | Bakt. Besiedlung Behandlung

1 (Plasma) 10 v Kirettage & CAP?
5 (Positiv-Kontrolle) | v -

2 (Phosphorsaure) 10 v Kirettage & Phos.?
5 (Positiv-Kontrolle) | v/ -d

3 (PDTo) 10 v Kirettage & PDT®
5 (Positiv-Kontrolle) | v/ -

Negativ-Kontrolle 2 d d

2.5 Methoden der Laboruntersuchungen

2.5.1 Gramfarbung

Um sicherzustellen, dass keine Kontamination mit fremden Bakterien stattgefunden
hat, wurde von jeder Bakteriensuspension zunachst eine Gramfarbung durchgefuhrt.
Dazu wurden 5 pl Suspension aus jeder Box auf einen Objekttrager aufgetragen,
ausgestrichen, Iuft- und dann hitzegetrocknet, indem sie durch die
Bunsenbrennerflamme gezogen wurden. Im Anschluss daran wurde der Farbstoff
Karbolkristallviolett (Grams Karbol-Gentianaviolett-Losung, Merck, Darmstadt,
Deutschland) aufgetragen. Nach 2 Minuten Einwirkzeit wurde der Farbstoff mit Lugols
Lésung abgespult, welche wiederum 2 Minuten auf dem Ausstrich verblieb. Nun
erfolgte die Entfarbung. Dazu wurde das Praparat Uber drei Passagen in 100 %igen
Ethanol getaucht, bis kein Farbstoff mehr ausgewaschen wurde. Die Gegenfarbung
erfolgte mit verdinntem Safranin (0,1 %ig), welches ebenfalls 2 Minuten einwirken
musste. Das Praparat wurde mit Leitungswasser und anschlieRend mit destilliertem
Wasser gespult und an der Luft getrocknet, bevor es mit Immersionsél und ohne
Deckglas auf Fremdkontamination unter dem Mikroskop (Axioplan 2, Carl Zeiss

Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) untersucht wurde.
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2.5.2 CFU-Bestimmung

FiUr die Bestimmung der CFU wurden die Implantate nach dem Entfernen aus dem
Kiefer in je ein Eppendorf-Reaktionsgefal® mit 1 ml steriler NaCl-L6sung gelegt. Hier
verblieben sie eine Minute bevor sie mit einer sterilen anatomischen Pinzette in ein
zweites Eppendorf-Reaktionsgefald mit 1 ml steriler NaCl-Lésung umgesetzt wurden,
damit Uberschussige Nahrstofflosung und Bakterien ausgewaschen wurden. Um die
Bakterien von der Implantatoberflache zu 16sen, wurden die Implantate im Eppendorf-
Reaktionsgefall 20 Minuten lang im Ultraschallbad (Ultraschallbad Branson 2210R-
MT Ultrasonic Cleaner, Branson Ultrasonics Corporation, Danbury/CT, USA)
ausgeschdittelt. Nun erfolgte die Verdiinnung der Bakteriensuspension auf 102 und
10-4. Die verschiedenen Verdiinnungsstufen wurden auf Caso-Agarplatten (CASO-
Agar Ph.Eur., Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) aufgetragen und
bei 37°C im Brutschrank (Brutschrank Heraeus B6060, Heraeus Holding GmbH,
Hanau, Deutschland) inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte die Auszahlung der
koloniebildenden Einheiten mit dem Keimzahlgerat (Keimzahlgerat BZG 25 von WTW,
Xylem Analytics Germany Sales GmbH & Co. KG, Weilheim, Deutschland).

2.5.3 Lebend-Tot-Fluoreszenzfarbung

2.5.3.1 Herstellen der Lebend-Tot-Fluoreszenzfarbung

FUr die Herstellung der LIVE/DEAD BacLight Fluoreszenzfarbelésung wurden 3 pl
Propidium lodide und 3 pyl STYTO™ aus dem LIVE/DEAD Baclight Bacterial Viability
Kit L7007 (Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon, USA) in ein Eppendorf-
Reaktionsgefall pipettiert, vorsichtig mit der Pipette vermischt und mit 2 ml steriler
NaCl-Lésung aufgeflillt. Diese Lésung wurde zum Schutz vor Lichteinfall in

Aluminiumfolie gewickelt und im Dunkeln gelagert.

2.5.3.2 Zentrifugieren

Aus den Eppendorf-Reaktionsgefalen mit den Implantaten, die bereits im
Ultraschallbad waren, wurden die Implantate vorsichtig mit einer sterilen anatomischen
Pinzette entfernt. Die Suspensionen wurden 10 Minuten lang mit einer relativen

Zentrifugalbeschleunigung (RZB) von 3000 und einer Temperatur von 20 °C
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zentrifugiert (Zentrifuge Sigma 3K30, Rotor 12154, Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode am Harz, Deutschland). AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig

abpipettiert, sodass 50 ul im Reaktionsgefal} verblieben.

2.5.3.3 Fluoreszenzmikroskopie

In jedes Eppendorf-Reaktionsgefald mit zentrifugierten Bakterien wurden 50 ul der
oben hergestellten LIVE/DEAD BacLight Farbelosung hinzugefugt. Daraufhin wurden
die ReaktionsgefalRe 10 Sekunden auf dem Vortexmischer (Vortexmischer K-550-GE,
Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz) geschittelt und nachfolgend 15 Minuten bei
Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden aus jedem
Reaktionsgefall 5 ul auf einen Objekttrager aufgetragen und mit einem Deckglaschen
sowie Immersionsdl bedeckt. Um ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu
verhindern, wurde der jeweilige Objekttrager erst direkt vor der mikroskopischen
Untersuchung vorbereitet. In der Zwischenzeit lagerten die Reaktionsgefalle bei
Dunkelheit. Fur die Auswertung wurde das Axioplan 2 Mikroskop mit der Digitalkamera
AxioCam MRc und dem Softwarepaket AxioVision (alles Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, Deutschland) zu Hilfe genommen. Daflir wurden von jedem Implantat jeweils 10
zufallige Bildausschnitte gewahlt, die einmal mit dem Emissionsfilter 470/40 fur grine
Bakterien (siehe Abbildung 8) und einmal mit dem Emissionsfilter 546/12 fur rote
Bakterien (siehe Abbildung 7) aufgenommen wurden, um griine und rote Bakterien
optimal erkennbar zu machen. Dies geschah mit einer 100fachen Vergrélierung.
Anschlie3end erfolgte die Auswertung. Dazu wurden sowohl die griinen also als auch

roten Keime ausgezahlt.
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Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme mit dem Emissionsfilter 546/12:
Rote/ tote Bakterien kénnen in einer 100fachen VergroRerung voneinander abgegrenzt und
ausgezahlt werden.

Abbildung 8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme mit dem Emissionsfilter 470/40:
Grune/ lebende Bakterien kdnnen mit einer 100fachen VergroRerung voneinander
abgegrenzt und ausgezahlt werden.

2.5.4 Rasterelektronenmikroskopie

Die Implantate, die unter dem Rasterelektronenmikroskop untersucht werden sollten,
wurden nach dem Entfernen aus dem Unterkieferkunststoffmodell 1 Minute lang mit
PBS (Phosphatgepufferte Salzlésung, Dulbeco, Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland)
gewaschen, bevor sie 2 Stunden lang mit 1 ml 4 %igem Glutaraldehyd im Kihlschrank
fixiert wurden. Nach Ablauf der Zeit wurden die Implantate dreimal je 5 Minuten mit
PBS gewaschen. Es erfolgte die Dehydrierung mittels einer aufsteigenden
Ethanolreihe. Dafir wurden die Implantate zweimal je 5 Minuten in 30 %igem,
50 %igem, 70 %igem, 90 %igem und 100 %igem Ethanol gelagert. AnschlielRend
wurden die Implantate so lange luftgetrocknet, bis das 100 %ige Ethanol vollstandig
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verflogen war. Nachfolgend wurden die Implantate auf REM-Probentellern (Agar
Scientific Ltd, Stansted, Essex, Vereinigtes Konigreich) befestigt und tGber Nacht in
einem Exsikkator (Erich Eydam KG, Kiel, Deutschland) gelagert. Am darauffolgenden
Tag erfolgte die Sputterung mit 5 nm Gold (BAL-TEC SCD 500, Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Deutschland) und die Untersuchung am Rasterelektronenmikroskop
(Philips XL 30 ESEM, Philips GmbH Market DACH, Hamburg, Deutschland). Pro
Implantat wurden funf Sichtfelder in 5000facher und funf Sichtfelder in 8000facher
VergroRerung aufgenommen. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurden die
Aufnahmen an festen Lokalisationen, welche sich an den Implantatwindungen und an
der Nagellackmarkierung orientierte, gemacht. Im Anschluss daran erfolgte eine
semiquantitative Auswertung in 3 Stufen: - (keine Bakterien) / + (vereinzelte/wenige

Bakterien) / ++ (viele Bakterien).

2.6 Versuchsauswertung

Die Daten wurden mittels Microsoft Excel 2016 aufbereitet. Die statistische
Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS (IBM SPSS Statistics Version
27, Chicago, IL, USA). Mit diesem Programm wurden neben der statistischen
Auswertung auch die graphischen Darstellungen erstellt. Zur Analyse der CFU-Werte,
der Rot-Grun-Quotienten, der Gesamtanzahl von Keimen sowie der semiquantitativen
Auswertung der REM-Aufnahmen wurde der non-parametrische Kruskall-Wallis-Test
herangezogen, da die Voraussetzungen fir ein parametrisches Verfahren nicht
gegeben waren (keine Normalverteilung). Anschlielfend wurden Post-hoc-Tests
durchgefuhrt.

FUr den Vergleich der restlichen fluoreszenzmikroskopischen Daten wurden die
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) sowie anschlieRende Post-hoc-Tests
durchgefuhrt.

Als statistische Signifikanzgrenze wurde p < 0.05 (a=5%) angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Gramfarbung

In den untersuchten Bakteriensuspensionen aus den insgesamt neun verwendeten
Boxen konnte mit Hilfe der Gramfarbung keine Fremdkontamination festgestellt
werden. Es konnten lediglich grampositive Kokken identifiziert werden, die sich fur

Enterokokken charakteristisch paarweise oder zu Ketten angeordnet hatten.

3.2 CFU

Die Plasmareinigung der Implantate hinterlie® mit durchschnittlich 1,24 x 105 CFU/ml
mit Abstand am wenigsten vermehrungsfahige Mikroorganismen. Die mit
durchschnittlich 8,28 x 108 CFU/ml hochste Anzahl von koloniebildenden Einheiten
wurde hingegen auf den Agarplatten der mit der PDT therapierten Implantate
gefunden. Bei den Implantaten, die mit Phosphorsaure bearbeitet wurden, konnten im
Durchschnitt 3,14 x 108 CFU/mI gezahlt werden (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Deskriptive Statistik der CFU-Werte der 5 Untersuchungsgruppen mit den
statistischen Grofken Mittelwert (M), Median (Md), Minimum (Min), Maximum (Max) und
Standardabweichung (SD); a: Photodynamische Therapie (Einheit CFU/ml: Colony Forming
Units pro ml).

Gruppe M Md Min Max SD
[CFU/mI] [CFU/mI] [CFU/mI] [CFU/mI] [CFU/mI]
Positiv-Kontrolle | 7,12 x 10° 4,7 x 108 2,9x 108 1,6 x 107 4,7 x 108
Plasma 1,24 x 10° 1,1 x10° 1,0x 10° 1,8 x 10° 3,36 x
10*
Phosphorsaure 3,14 x 108 2,1 x 108 1,5 x 108 6,3 x 10° 2x 108
PDT? 8,28 x 108 7,1 x10° 3,5x10° 1,6 x 107 4,9 x 108
Negativ-Kontrolle | 0 0 0 0 0

Mit Hilfe des Kruskall-Wallis-Tests und anschlielienden Post-hoc-Tests (Dunn-
Bonferroni-Tests) wurde bestimmt, welche Gruppen sich signifikant voneinander

unterscheiden (siehe Tabelle 3). Es konnte gezeigt werden, dass sich auf den
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Agarplatten der mit Plasma behandelten Implantate signifikant weniger
koloniebildende Einheiten entwickeln konnten als auf den Positiv-Kontrollen (p =
0,006).

Die mit der PDT (p = 1,000) und die mit Phosphorsaure (p = 0,874) behandelten
Implantate hingegen zeigten keinen signifikanten Unterschied zu den Positiv-
Kontrollen.

Im Vergleich der Gruppen untereinander unterschieden sich nur die Plasma-Gruppe
und die PDT-Gruppe signifikant voneinander (p = 0,005). Alle anderen Gruppen

wiesen jedoch keinen signifikanten Unterschied zueinander auf.

Tabelle 3: Paarweise Vergleiche der Experimentalgruppen hinsichtlich der Colony
Forming Unit-Werte; Anmerkung: Angepasste Signifikanzwerte mittels der Bonferroni-
Korrektur fur mehrere (6) Tests; a: Photodynamische Therapie, b: Positiv-Kontrolle, **: p <
0,05.

Plasma Phosphorsaure | PDT? Positiv®
Plasma 0.643 0.005** 0.006**
Phosphorsaure | 0.643 0.486 0.874
PDT? 0.005** 0.486 1.000
Positiv® 0,006** 0.874 1.000

Bei der Betrachtung der CFU-Werte fallt allerdings auf, dass im Mittel statt einer
Keimreduktion eine Keimvermehrung nach PDT-Behandlung im Vergleich zu den
Positiv-Kontrollen, die nicht behandelt wurden, zu verzeichnen ist. Hier muss
bertcksichtigt werden, dass es sich bei dem CFU-Wert der Positiv-Kontrollen um den
Mittelwert der gesamten Positiv-Kontrollen aus allen drei Untersuchungsgruppen
handelt. Insgesamt wurden pro Versuchsreihe nur drei Implantate als Positiv-Kontrolle
fur die CFU-Bestimmung herangezogen. Durch Mittelwertbildung aller Positiv-
Kontrollen aus allen Untersuchungsgruppen konnte daher eine groRere Datenmenge
zum Vergleich geschaffen werden. In der Versuchsreihe der PDT konnten auf den
Implantaten insgesamt mehr Keime angezuchtet werden als in den anderen beiden
Gruppen, wie die einzeln betrachteten CFU-Werte zeigen (siehe Tabelle 4). Wenn nur

die CFU-Werte der Positiv-Kontrollen aus der PDT-Gruppe fur sich untersucht werden,
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kann auch nach PDT-Therapie eine leichte Bakterienreduktion um den Faktor 10’

festgestellt werden.

Tabelle 4: Vergleich der CFU-Mittelwerte der einzelnen Versuchsreihen (Einheit CFU/ml:
Colony Forming Units pro ml); a: Photodynamische Therapie.

Gruppen CFU-Mittelwerte der CFU-Mittelwerte nach Therapie
Positiv-Kontrollen [CFU/mI]
[CFU/mI]

Plasma 3,76 x 108 1,24 x 10°

Phosphorséaure 5,13 x 108 3,14 x 108

PDT® 1,25 x 107 8,28 x 10°
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3.3 Lebend-Tot-Fluoreszenzfarbung

3.3.1 Tote Keime

Das folgende Boxplot-Diagramm (Abbildung 9) gibt einen Uberblick Gber die Anzanhl
von toten Keimen pro Bildausschnitt der verschiedenen Gruppen nach der LIVE/DEAD
BacLight Farbung. Es werden der Median, das obere und das untere Quartil, die

Extremwerte sowie die signifikanten Unterschiede dargestellt.
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Abbildung 9: Boxplot-Darstellung der Anzahl von toten Keimen pro Bildausschnitt bei der
Lebend-Tot-Fluoreszenzfarbung und signifikante Differenzen (*** p < 0,001); positiv: Positiv-
Kontrolle, Phosphor: Phosphorsaure, PDT: Photodynamische Therapie, O & Fallnummer:
leichte Ausreier (mehr als 1,5 Standardabweichungen vom Mittelwert entfernt).
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Tabelle 5: Deskriptive Statistik der toten Keime pro Bildausschnitt bei der Lebend-Tot-
Fluoreszenzfarbung mit den statistischen Gro3en Mittelwert (M), Median (Md), Minimum (Min),
Maximum (Max) und Standardabweichung (SD) (Einheit: Anzahl toter Keime pro
Bildausschnitt); a: Positiv-Kontrolle, b: Photodynamische Therapie, c: Negativ-Kontrolle.

M Md Min Max SD
Positiv® 1,29 1,00 1,00 5,00 1,21
Plasma 5,32 4,00 1,00 20,00 4,47
Phosphorsaure | 3,30 3,00 0,00 10,00 2,24
PDT® 3,40 3,50 1,00 8,00 1,6
Negativ® 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Bei Betrachtung der deskriptiven Statistik der toten Keime fallt folgendes auf (siehe
Tabelle 5): Mit durchschnittlich 5,32 roten Keimen pro Bildausschnitt wurde mit der
Plasmabehandlung die groRte Anzahl von toten Keimen erzielt. Fur die Behandlung
mit Phosphorsaure betrug sie im Mittel 3,30 rote Keime pro Bildausschnitt und fur die
PDT 3,40 rote Keime pro Bildausschnitt.

Mit Hilfe der einfaktoriellen ANOVA sowie anschlieRenden Post-Hoc-Tests (Tukey-
Tests) konnte gezeigt werden, dass ein signifikanter Unterschied in der
durchschnittlichen Menge der toten Keime nach Plasmabehandlung im Vergleich zu
den Implantaten, welche mit Phosphorsaure (p < 0,001) und der PDT (p = 0,001)
behandelt wurden, bestand.

Die mittlere Anzahl an toten Keimen bei der Phosphorsaure-Therapie sowie bei der
PDT unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p = 0,997).

Im Vergleich zu den Positiv-Kontrollen bestand jedoch zu allen drei Therapieoptionen

ein signifikanter Unterschied (p < 0,001).
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3.3.2 Lebende Keime

Das folgende Boxplot-Diagramm (Abbildung 10) gibt einen Uberblick tber die Anzahl
von lebenden Keimen pro Bildausschnitt der verschiedenen Gruppen nach der
LIVE/DEAD BacLight Farbung. Es werden der Median, das obere und das untere

Quartil, die Extremwerte sowie die signifikanten Unterschiede dargestellt.
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Abbildung 10: Boxplot-Darstellung der Anzahl von lebenden Keimen pro Bildausschnitt
bei der Lebend-Tot-Fluoreszenzfarbung und signifikante Differenzen (*** p < 0,001); positiv:
Positiv-Kontrolle, Phosphor: Phosphorsaure, PDT: Photodynamische Therapie, O &
Fallnummer: leichte Ausreil’er (mehr als 1,5 Standardabweichungen vom Mittelwert entfernt).
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Tabelle 6: Deskriptive Statistik der lebenden Keime pro Bildausschnitt bei der Lebend-Tot-
Fluoreszenzfarbung mit den statistischen Gro3en Mittelwert (M), Median (Md), Minimum (Min),
Maximun (Max) und Standardabweichung (SD) (Einheit: Anzahl lebender Keime pro
Bildausschnitt); a: Positiv-Kontrolle, b: Photodynamische Therapie, c: Negativ-Kontrolle.

Mittelwert Median Minimum Maximum SD
Positiv® 3,54 3,00 0,00 13,00 2,38
Plasma 1,28 1,00 0,00 6,00 1,6
Phosphorsaure | 3,74 3,00 1,00 13,00 2,35
PDTP 4,24 4,00 14,00 8,00 2,68
Negativ® 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Die Tabelle 6 zeigt, dass nach Plasmatherapie im Durchschnitt nur 1,28 Keime pro
Bildausschnitt die Behandlung Uberlebten. Phosphorsaure und die PDT wiederum
hinterlie3en durchschnittlich 3,74 sowie 4,24 lebende Keime nach der Therapie. Nach
Anwendung der einfaktoriellen ANOVA sowie anschlieRenden Post-Hoc-Tests (Tukey-
Tests) lasst sich damit bei der Plasmagruppe ein signifikanter Unterschied zu den
anderen beiden Therapieoptionen feststellen (p < 0,001), wohingegen die
Phosphorsauregruppe und die PDT-Gruppe keinen signifikanten Unterschied
zueinander aufwiesen (p = 0,699).

Bei Mitbeurteilung der Positiv-Kontrollen kann konstatiert werden, dass nach
Plasmatherapie signifikant weniger lebende Keime vorhanden waren als bei
Nichtbehandlung (p < 0,001). Bei der Phosphorsauretherapie und der PDT hingegen
waren im Mittel sogar mehr lebende Keime zu finden als bei der Positiv-Kontrolle. Ein

statistisch signifikanter Unterschied bestand nicht.
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3.3.3 Gesamtanzahl Keime

Tabelle 7: Deskriptive Statistik der Gesamtanzahl von Keimen pro Bildausschnitt bei der
Lebend-Tot-Fluoreszenzfarbung mit den statistischen Gréften Mittelwert (M), Median (Md),
Minimum (Min), Maximum (Max) und Standardabweichung (SD). (Einheit: Gesamtanzahl
Keime pro Bildausschnitt); a: Positiv-Kontrolle, b: Photodynamische Therapie, c: Negativ-
Kontrolle.

M Md Min Max SD
Positiv® 4,83 4,00 1,00 15,00 2,80
Plasma 6,60 5,00 1,00 22,00 5,05
Phosphorsaure | 7,04 5,50 2,00 23,00 4,01
PDTP 7,64 7,00 3,00 19,00 3,14
Negativ® 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Der Mittelwert der Gesamtanzahl der Keime pro Bildausschnitt ist relevant, um den
Zusammenhang zu erklaren, dass nach Phosphorsauretherapie und PDT im
Durchschnitt mehr lebende Keime in absoluten Zahlen vorhanden waren als bei den
Positiv-Kontrollen. Der Mittelwert der Gesamtanzahl lebender und toter Keime der
Positiv-Kontrollen betrug nur 4,83 Keime (siehe Tabelle 7), wohingegen die
durchschnittiche Gesamtzahl der Keime in den Untersuchungsgruppen der
Phosphorsaure und der PDT bei 7,04 und 7,64 Keimen lag. Sie wiesen damit sogar
einen signifikanten Unterschied zu der Gesamtanzahl der Keime pro Bildausschnitt
der Positiv-Kontrollen auf (Phosphorsaure p = 0,005, PDT p = 0,000).

3.3.4 Rot-Griin-Quotient

Die toten Keime stellen sich bei der Lebend-Tot-Fluoreszenzfarbung rot dar, die
lebenden Keime wiederum grun. Teilt man die Anzahl roter Keime durch die Anzahl
gruner Keime, so erhalt man den Rot-Griin-Quotienten. Je héher dieser Wert, desto
groRer ist der Anteil an toten Keimen, desto besser war folglich die
Dekontaminationsleistung der jeweiligen Therapieoption.

In der Abbildung 11 wird deutlich, dass der hdchste durchschnittliche Rot-Grin-
Quotient von 4,2 der Plasmabehandlung zuzuordnen ist. Das bedeutet, dass nach
Plasmatherapie verhaltnismaRig viele Keime abgetdtet wurden. Die Phosphorsaure-

Therapie wies mit einem durchschnittlichen Rot-Grin-Quotienten von 0,9 einen
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deutlich niedrigeren Wert auf, ebenso wie die PDT mit einem durchschnittlichen Rot-
Grun-Quotienten von 0,8. Die Phosphorsauretherapie und die PDT haben damit im
Verhaltnis weniger tote Keime produziert als die Plasmatherapie. Ein signifikanter
Unterschied zueinander bestand allerdings nicht.

Die Positiv-Kontrollen zeigten mit einem kleinen durchschnittlichen Rot-Grin-
Quotienten von 0,4, dass im Verhaltnis wenig rote und viele griine Keime gezahlt
worden sind. Ebenfalls wurde deutlich, dass sich sowohl der Rot-Grun-Quotient der
Phosphorsaure-Therapie (p = 0,139) als auch der Rot-Griin-Quotient der PDT (p =
0,205) nicht signifikant von den Positiv-Kontrollen unterschieden ganz im Gegensatz
zum Rot-Grun-Quotienten der Plasmabehandlung. Dieser unterscheidet sich

wiederum signifikant von dem Quotienten der Positiv-Kontrollen (p = 0,000).
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Abbildung 11: Mittelwerte der Rot-Griin-Quotienten (Lebend-Tot-Fluoreszenzfarbung)
errechnet aus durchschnittlicher Anzahl roter Keime geteilt durch durchschnittliche Anzahl
gruner Keime; je hoher der Wert, desto groRer der Anteil an toten Keimen; Positiv: Positiv-
Kontrolle, Phosphor: Phosphorsaure, PDT: Photodynamische Therapie.
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3.4 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

3.4.1 REM der Positiv-Kontrollen
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Abbildung 12: REM-Aufnahmen von Implantatoberflichen der Positiv-Kontrollen mit
E. faecalis; oben links und oben rechts: 5000fache Vergrdfkerung; unten links und unten
rechts: 8000fache VergroRerung.

Alle nicht therapierten Proben zeigten unter dem Rasterelektronenmikroskop
deutliches mikrobielles Wachstum auf der sandgestrahlten und sauregeatzten
Implantatoberflache (siehe Abbildung 12). Ebenso konnte die spezifische Form von

E. faecalis identifiziert werden.
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3.4.2 REM der mit Plasma behandelten Implantate

- P ~ .
Abbildung 13: REM-Aufnahmen von plasmabehandelte Implantatoberflachen; oben links

und oben rechts: 5000fache VergroRerung; unten links und unten rechts: 8000fache
Vergrdlierung

Unter dem Rasterelektronenmikroskop konnte auf den mit Plasma behandelten
Implantaten eine deutlich reduzierte Anzahl von Bakterien im Vergleich zu den Positiv-
Kontrollen festgestellt werden (siehe Abbildung 13). Diese waren Uberwiegend in den
Vertiefungen der Titanoberflache zu finden. Verglichen mit den Positiv-Kontrollen
konnte keine Veranderung oder Beschadigung der Struktur durch die Kunststoffkurette
oder die Plasmabestrahlung festgestellt werden. Kleine Titanfragmente konnten
sowohl bei den Positiv-Kontrollen als auch bei den Implantaten der mit Plasma
behandelten Implantate beobachtet werden. Auf sehr wenigen Bildausschnitten

konnte eine vollstandige Dekontamination der Titanoberflache ausgemacht werden.
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3.4.3 REM der mit Phosphorsaure behandelten Implantate
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Abbildung 14: REM-Aufnahmen von phosphorsaurebehandelte Implantatoberflachen;
oben links und oben rechts: 5000fache Vergréfierung; unten links und unten rechts: 8000fache
Vergrolierung.

Auch die Implantate, die mit Kunststoffkirette und Phosphorsaure bearbeitet wurden,
wiesen unter dem REM eine sichtliche Abnahme der Bakterienanzahl in Bezug auf die
Positiv-Kontrollen auf (siehe Abbildung 14). Gleichwohl war stellenweise ein hohes
Keimaufkommen zu beobachten. Diese Anhaufungen an Bakterien verblieben
besonders in den Einkerbungen und Furchen der Titanoberflache. Die Oberflache
wurde weder beschadigt noch verandert. Die Anzahl an Titanfragmenten war mit der
auf den Positiv-Kontrollen vergleichbar. Ebenso konnte auf wenigen einzelnen

Sichtfeldern eine vollstandig bakterienfreie Oberflache festgestellt werden.
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3.4.4 REM der mit der PDT behandelten Implantate
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Abbildung 15: REM-Aufnahmen von PDT-behandelten Implantatoberflachen; oben links

und oben rechts: 5000fache VergroRerung; unten links und unten rechts: 8000fache
Vergrofierung.

Die Anzahl an Bakterien wurde durch die Therapie mit Kunststoffkirette und PDT
verglichen mit den Positiv-Kontrollen verringert (siehe Abbildung 15).

Jedoch konnten auf manchen Bildausschnitten grofe Mengen an Keimen gefunden
werden, die sich nicht nur in den Unterschnitten und Vertiefungen der
Implantatoberflache sammelten, sondern Uberall zu finden waren. Ebenfalls gab es
Bildausschnitte, auf denen nur vereinzelte bzw. gar keine Bakterien aufzufinden
waren. Die Struktur und Beschaffenheit des Titans wurde im Vergleich zu den Positiv-

Kontrollen nicht beschadigt und wies keine Veranderungen auf.
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3.4.5 REM der Negativ-Kontrolle
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Abbildung 16: REM-Aufnahme der sandgestrahlten und sauregeatzten TiPureP'vs-
Oberflache der im Versuch verwendeten Implantate in 5000facher Vergrof3erung.

Auf der Negativ-Kontrolle konnte die typische sandgestrahlte und sauregeatzte
TiPureP“s-Oberflache mit ihren Mikroporositaten nachgewiesen werden. Bakterien

waren nicht vorhanden (siehe Abbildung 16).
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3.4.6 Semiquantitative Auswertung der REM-Aufnahmen
Die folgende Tabelle (Tabelle 8) =zeigt beispielhaft REM-Aufnahmen fur die

unterschiedlichen Auswertungsstufen der semiquantitativen Auswertung.

Tabelle 8: Beispiel-REM-Aufnahmen fiir die drei semiquantitativen Auswertungsstufen
-/ + [ ++ in 5000facher und 8000facher Vergroferung.

Auswertungs- | 5000fache 8000fache
stufe VergroRerung VergroBerung

(keine Bakterien)

+
(vereinzelte/
wenige
Bakterien)
gy -~ Y
Magn WD ————{ 10um
fi\[l[l[lx' 122 10.TIF
++ -

(viele Bakterien)

A a4 : 1

r 4 A A . I
Magn WD p——— 10um X Magn WD P 10um
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Die semiquantitative Auswertung der Positiv-Kontrollen konnte zeigen, dass eine
Keimbesiedlung mit E. faecalis stattgefunden hat, da 67% der Bildausschnitte der
Stufe ++ mit dem hdchsten mikrobiellen Wachstum und 33% der Stufe + zugeordnet
werden konnten (siehe Tabelle 9 und Abbildung 17). Kein Bildausschnitt wies
vollkommen bakterienfreie Bereiche auf.

Insgesamt betrachtet konnte keine der drei Therapieverfahren eine vollstandige
Bakterienbeseitigung der gesamten Implantatoberflache erreichen. Der Anteil an
Bildausschnitten, auf denen sich gar keine Bakterien befanden (-), war bei allen drei
Gruppen vergleichbar gering. Jedoch zeigte die Gruppe 3 (PDT) einen besonders
hohen Anteil an Sichtfeldern, auf denen trotz Therapie noch viele Bakterien zu
erkennen waren. Etwa halb so viele Ausschnitte, die mit ++ bewertet wurden, wies die
Gruppe 2 (Phosphorsaure) auf. Die wenigsten Felder mit sehr vielen Bakterien
verzeichnete die Plasmagruppe. Sie unterschied sich auch signifikant von der Positiv-
Kontroll-Gruppe in Bezug auf die Gruppen ++ (p = 0,016) sowie + (p = 0,009). Die
Phosphorsaure-Gruppe sowie die PDT-Gruppe wiesen keinen signifikanten
Unterschied zur Positiv-Kontrolle auf.

Die Negativ-Kontrollen zeigten auf keinem der REM-Aufnahmen bakterielles

Wachstum.

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass keine der drei Therapieansatze zu

Veranderungen oder Beschadigungen an der Titanoberflache gefihrt haben.

Tabelle 9: Absolute und relative Werte der semiquantitativen Auswertung der REM-
Aufnahmen eingeteilt in die Stufen: - (keine Bakterien), + (vereinzelte/ wenige Bakterien), ++
(viele Bakterien); a: Positiv-Kontrolle, b: Photodynamische Therapie, c: Negativ-Kontrolle.

Gruppe - + ++

Positiv® 0 0% 20 33% 40 67%
Plasma 1 2% 47 94% 2 4%
Phosphorséaure 2 4% 42 84% 6 12%
PDT® 2 4% 35 70% 13 26%
Negativ® 3 100% 0% 0% 0% 0%
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Abbildung 17: Mittelwerte der Anzahl von REM-Bildausschnitten der semiquantitativen
Auswertungsstufen fiir jede Untersuchungsgruppe; - (keine Bakterien), + (vereinzelte/

wenige Bakterien), ++ (viele Bakterien); Positiv: Positiv-Kontrolle, Phosphor: Phosphorsaure,
PDT: Photodynamische Therapie.

4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Effektivitdt unterschiedlicher
Therapieverfahren zur Oberflachendekontamination von Titanimplantaten zur
Behandlung einer Periimplantitis zu untersuchen. Dazu wurde Plasma als neuartige
Reinigungsmethode mit den beiden etablieten Methoden der PDT und der
Phosphorsaurebehandlung verglichen. Die Fragestellung wurde anhand eines
Versuchsmodells, welches eine Periimplantitissituation am Patienten imitiert,
untersucht. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass Plasma eine aussichtsreiche
Methode zur Reinigung von Titanimplantaten darstellt. Zudem war die Etablierung

eines Versuchsmodells mit E. faecalis erfolgreich.

41



4.1 Diskussion der Methode

Die Etablierung eines in-vitro Modells konnte erfolgreich umgesetzt werden. Die
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten, dass die Anzichtung von E.
faecalis auf einer sandgestrahlten und sauregeatzten Titanoberflache in der hier
angewendeten Methode durchflhrbar ist. Ebenso konnte sowohl anhand der REM-
Aufnahmen als auch der Gramfarbung eine Fremdkontamination mit anderen Keimen
ausgeschlossen werden, da lediglich grampositive Kokken identifiziert wurden, die sich

fur Enterokokken charakteristisch paarweise oder zu Ketten angeordnet hatten.

Viele zuvor durchgefuhrte Studien, die ebenfalls die Effektivitat unterschiedlicher
Therapieverfahren auf Titanoberflachen untersuchten, verwendeten statt
schraubenférmiger Implantate flache Titandiscs (Dostie et al. 2017; Idlibi et al. 2013;
Schmage et al. 2014; Koban et al. 2011). Diese bieten den Vorteil, dass sogar eine in-
vivo Bakterienkontamination moglich ist. Die Titanscheiben konnen direkt auf
Schienen im Mund getragen werden, um so einen natlrlichen oralen Biofilm
anzuzichten (do Nascimento et al. 2013). Auch eine Untersuchung der Plattchen
gestaltet sich deutlich einfacher, da die flachen Scheiben direkt unter dem Mikroskop
betrachtet werden kénnen. Dennoch gibt es groRe Nachteile der Titandiscs, die
anhand dieses Versuchsaufbaus umgangen werden sollten. Eine Reinigung flacher
Scheiben entspricht keineswegs den Anforderungen, die an eine Reinigung der
komplexen Implantatoberflache gestellt werden missen. Durch das Implantatdesign
mit seinen Schraubenwindungen und Einkerbungen wird eine effektive
Bakterienentfernung  erheblich  erschwert. Aussagen, die anhand von
Versuchsmodellen mit flachen Titandiscs ohne Kiefermodell getroffen wurden, missen
daher kritisch interpretiert werden. Aus diesem Grund gibt es Studien, die stattdessen
mit Implantaten arbeiten (Preissner et al. 2016; Azizi et al. 2018). Hier bertcksichtigt
das Versuchsmodell zwar das dentale Implantatdesign mit seiner schraubenartigen
Oberflache, die Umgebung des Implantates bleibt jedoch unbertcksichtigt. Dazu
gehort auch die Fassung in einen fir die Periimplantitis charakteristischen
schisselféormigen  Knochendefekt. Dieser entsteht klinisch durch eine
entzindungsbedingte Resorption des Knochens, welche die zuvor im Knochen
verankerten Schraubenwindungen des Implantates freilegt und sie damit den oralen

Bakterien zuganglich macht. Durch diese anatomische Gegebenheit entstehen grolie
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Einschrankungen bezlglich der raumlichen Erreichbarkeit der Titanoberflache, da
beispielsweise die Reinigungsinstrumente nicht in jedem beliebigen Winkel an das
Implantat angesetzt werden konnen. Durch eine Fassung der Implantate in Modellen
mit kraterformigen  Periimplantitisdefekten kann eine zumindest teilweise
patientengetreue Situation imitiert werden, die zu Ergebnissen fuhrt, die besser auf
klinische Situationen Ubertragen werden kann. Auch Sahrmann et al. (2015) sowie
Ronay et al. (2017) versuchten die periimplantare Defektsituation auf ein in vitro-
Modell zu Ubertragen, um so unterschiedliche Therapieoptionen zu untersuchen.
Allerdings verzichteten sie auf eine Biofilmbesiedlung mit Bakterien, sondern imitierten
den Biofilmbelag mit Hilfe einer Farbschicht, die wiederum vollkommen andere
Eigenschaften als ein reifer Bakterienbiofilm aufweist.

Der Versuchsaufbau von Kubasiewicz-Ross et al. (2020) ahnelt stark dem Aufbau
dieses Versuches. Jedoch wurden die Implantate zunachst bakteriell besiedelt und
anschlieBend vor Anwendung der Dekontaminationsmethoden in die Kiefermodelle
eingeschraubt. Dies konnte jedoch zu Veranderungen am Biofilm gefuhrt haben, die
nicht auf die jeweiligen Dekontaminationsmethoden, sondern auf die mechanischen

Irritationen bei der Insertion zurtickzuflhren sind.

In der Studie von Kuo et al. (2017) wurden ebenfalls keine einfachen Blocke zur
Fassung der Implantate verwendet, sondern wie in dieser Studie anatomische
Kiefermodelle. Diese Modelle wurden mit Hilfe von 3D-Druckern hergestellt. Die
Implantate konnten auflerhalb des Kunststoffkiefers inkubiert werden, indem eine
spezielle Hulse gedruckt wurde, mit der die Implantate ohne Beschadigungen am
Implantat in die Kiefer montiert werden konnten. Das wiederum brachte den Vorteil mit
sich, dass keine mechanische Belastung beim Herausnehmen auf die Implantate
ausgeubt wurde. In der hier vorliegenden Untersuchung liegt die Vermutung nahe,
dass dies der Grund fir die Titanfragmente auf den REM-Aufnahmen ist, die sowohl
bei den Positiv-Kontrollen als auch bei den therapierten Implantaten, nicht jedoch auf
der Negativ-Kontrolle, welche weder in ein Modell hinein- noch hinausgeschraubt
wurde, zu finden waren. Als Nachteil muss jedoch die notwendige Verfiugbarkeit eines
3D-Druckers angesehen werden. Der Versuchsaufbau dieser Studie kommt mit
deutlich weniger technischen Hilfsmitteln aus und kann mit Hilfe einer Standard-

Laborausstattung durchgefuhrt und somit reproduziert werden.
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Das in diesen Untersuchungen verwendete Modell kann jedoch nicht alle
anatomischen Einschrankungen berucksichtigen, die zu einer limitierten Erreichbarkeit
fuhren. Dazu gehort z.B. die eingeschrankte Mundoffnung, das Vorhandensein von
Weichgewebe wie Zunge und Mukosa sowie Blutungen, welche die Desinfektion
erschweren. Der Zugang zum Implantat kann insbesondere durch nicht oder nur unter
erhdhtem Aufwand abnehmbare prothetische Versorgungen sowie Nachbarzahne
weiter erschwert werden. Ferner limitiert auch die Position des Implantates im Kiefer
die Zuganglichkeit. Es handelt sich bei diesem Versuch dementsprechend um ein
idealisiertes Modell, welches viele Storeinfliisse nicht bertcksichtigt.

Letztendlich kann nur ein in-vivo Modell all diese Aspekte berucksichtigen. Allerdings
gestaltet es sich sehr schwierig ein handelsubliches dentales Implantat fur eine
gleichmalige naturliche Biofilmbesiedlung intraoral zu fixieren, ohne den Probanden
der Gefahr einer Aspiration der Probekoérper auszusetzen. Die Anziichtung von Biofilm

auf Probekdrpern in der Mundhdhle birgt folglich auch Nachteile.

Ein weiterer kritisch zu hinterfragender Punkt ist die Wahl der Bakterienspezies fur den
Biofilm. Intraoral besteht der periimplantitis-assoziierte Biofilm aus sehr vielen
verschiedenen Bakterienspezies und wird von gram-negativen anaeroben Bakterien
dominiert (Mombelli 2002). Die in-vitro Anzucht eines solchen Biofilms ist jedoch sehr
anspruchsvoll. E. faecalis als gram-positives und anspruchsloses Bakterium weist
einen sowohl aeroben als auch anaeroben/ fakultativ anaeroben Stoffwechsel auf und
kann somit zuverlassig auf den Modellen bzw. Implantaten angezichtet werden. Die
Verwendung von E.faecalis als Biofilmbildner st bereits in der
Endodontologieforschung etabliert (Herbst et al. 2015; Jablonowski et al. 2013).

FUr folgende Versuche konnte jedoch auf eine Mischpopulation aus Bakterien
zuruckgegriffen werden, da sich dieser Biofilm durch andere Eigenschaften
auszeichnet als ein Biofilm aus nur einer Bakterienspezies (Hojo et al. 2009). Es gibt
Unterschiede im Resistenzverhalten zwischen Biofilmen aus Monokulturen im
Vergleich zu Biofilmen aus Mischkulturen, beispielsweise in Bezug auf
Desinfektionsmittel (van der Veen und Abee 2011). Jedoch ist es derzeit noch nicht
moglich der Periimplantitis ein eindeutiges mikrobielles Profil zuzuordnen (Sahrmann
et al. 2020). Es handelt sich um eine heterogene Infektion, zu der teilweise auch nicht-
kultivierbare Keime gehoren (Lafaurie et al. 2017), die demnach auch nicht auf

Implantaten angezuchtet werden konnen.
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FiUr die Dauer der Beimpfung wurde mit sieben Tagen ein Mittelweg gewahlt. In der
Literatur sind Beimpfungszeiten zwischen 24 Stunden (Dunavant et al. 2006), 72
Stunden (Gorynia et al. 2013) und bis zu 30 Tagen (Bulacio et al. 2015) angegeben,

die zu einer Biofilmbildung flhren.

Fir folgende Untersuchungen sollte der Versuchsaufbau in Hinblick auf die
Biofilmbesiedlung jedoch noch einmal kritisch hinterfragt werden. Auch wenn
samtliche Schritte der Bakterienkultivierung in allen Versuchsgruppen gleichermal3en
durchgefuhrt wurden, konnten deutliche Unterschiede beim Erfolg der
Biofilmbesiedlung in den einzelnen Untersuchungsgruppen festgestellt werden. Diese
Ergebnisse lassen sich sowohl anhand der CFU-Bestimmung als auch anhand der
Auswertung der Live/Dead-Fluoreszenzfarbung feststellen. Fur die Positiv-Kontrollen
wurde bei allen Untersuchungen der Mittelwert aller Positiv-Kontrollen aus den drei
Untersuchungsgruppen gebildet. Das bedeutet, dass nicht nur die Positiv-Kontrollen
einer Gruppe mit den therapierten Implantaten, sondern stattdessen die
Gesamtmenge aller Positiv-Kontrollen mit den Implantaten der jeweiligen Therapie
verglichen wurde. Diese Mittelwertbildung wurde durchgeflihrt, um eine groRRere
Datenmenge zum Vergleich zu schaffen.

Dadurch lassen sich auch folgende, zunachst schwer zu verstehende Ergebnisse
erklaren:

Die Auswertung der CFU-Ergebnisse ergab, dass nach PDT-Behandlung im Mittel
eine Keimvermehrung statt einer Keimreduktion im Vergleich zu den Positiv-Kontrollen
stattgefunden hat. Bei Betrachtung der Positiv-Kontrollen der einzelnen
Untersuchungsgruppen konnte festgestellt werden, dass auf den Positiv-Kontrollen
der PDT-Gruppe mit 1,25 x 107 CFU/ml deutlich mehr Keime kultiviert werden konnten
als auf den Positiv-Kontrollen der Plasma-Gruppe (3,76 x 108 CFU/ml) und der
Phosphorsaure-Gruppe (5,13 x 108 CFU/ml).

Auch bei der Auswertung der Live/Dead-Fluoreszenzfarbung gab es Ergebnisse, die
bei anfanglicher Betrachtung schwer nachvollziehbar erscheinen. Nach der Therapie
mit Phosphorsaure und der PDT konnten im Durchschnitt mehr lebende Keime als bei
den Positiv-Kontrollen gezahlt werden. Bei Betrachtung der Gesamtanzahl der Keime
pro Bildausschnitt fiel auf, dass auf den Positiv-Kontrollen nur 4,83 Keime pro
Bildausschnitt vorzufinden waren. Im Gegensatz dazu lag die durchschnittliche

Gesamtzahl der Keime in den Untersuchungsgruppen der Phosphorsaure und der
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PDT bei 7,04 und 7,64 Keimen pro Bildausschnitt. Damit zeigten sie sogar einen
signifikanten Unterschied zu der Gesamtanzahl der Keime pro Bildausschnitt der
Positiv-Kontrollen (Phosphorsaure p = 0,005, PDT p = 0,000). Fur die Gesamtanzahl
der Keime der Positiv-Kontrollen wurde ebenfalls ein Mittelwert aus allen Positiv-
Kontrollen jeder Untersuchungsgruppe gebildet.

Der hier durchgefihrte Versuchsaufbau mit kleinen Einheiten bei der
Biofilmanzichtung fuhrte demnach zu starken Schwankungen der initialen
Bakterienanzahl auf den Implantaten in Bezug auf die unterschiedlichen
Untersuchungsgruppen. In dieser Studie erfolgte die bakterielle Besiedlung der
Implantate in Gruppen von 2 Modellen mit nur 6 Implantaten pro Box. In jeder Box kam
es zu unterschiedlich erfolgreicher Bakterienbesiedlung der Implantate. Fur zukunftige
Untersuchungen ware es demnach sinnvoll mehrere Implantate gleichzeitig in ein und
demselben Nahrstoffmedium zu beimpfen. Beispielsweise kénnten daflir mehr als 3
Implantate in einen Kiefer eingeschraubt werden. Oder es wird ganzlich auf die
Kiefermodellform verzichtet, da die Hauptlimitation fir die Erreichbarkeit des
Implantates bei der Reinigung die direkt das Implantat umgebene Struktur ist.
Stattdessen kdnnten mehrere Implantate mit schisselférmigen Defekten in einen
Block inseriert werden, um moglichst viele Implantate mit dem gleichen
Nahrstoffmedium zu benetzen und dadurch einheitlichere Ergebnisse der Positiv-

Kontrollen zu erreichen.

Neben Modellaufbau und Biofilmbildung mussen auch die
Laboruntersuchungsmethoden evaluiert werden: Die CFU-Bestimmung erfasst
Bakterien, die lebensfahig und in der Lage sind, sich zu vermehren und folglich
Kolonien zu bilden. Bei der Interpretation der Ergebnisse darf aber nicht angenommen
werden, dass jede koloniebildende Einheit einen lebensfahigen Keim darstellt.
Beispielsweise kdnnen zwei Bakterien so dicht beieinander liegen, dass sich nur eine
Kolonie aus ihnen entwickelt. Daher muss davon ausgegangen werden, dass die
Anzahl der einzelnen Bakterien in einer Probe hdher ist als die Anzahl an

koloniebildenden Einheiten.

Als erganzende Untersuchung erfolgte daher die Live/Dead-Fluoreszenzfarbung, die
es erlaubt, einzelne Bakterien mit geschadigter oder intakter Membran qualitativ und

quantitativ voneinander zu unterscheiden. Die beiden Farbstoffe Propidiumiodide (PI)
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und SYTO9 sind in der Lage Nukleinsauren zu farben. Das grun fluoreszierende
SYTO9 kann in alle Zellen eindringen, wohingegen das rot fluoreszierende Pl nur
Zellen mit geschadigter Zellmembran penetrieren kann. Da Pl jedoch starkere Affinitat
zu Nukleinsauren besitzt, verdrangt es SYTO9, sodass die Zelle mit geschadigter
Membran rotes Licht fluoresziert (Stocks 2004). Gramnegative Bakterien zeigen
jedoch teilweise intermediare Zustande, da sie eine aufiere und innere Zellmembran
besitzen. Das erschwert die Interpretation, da gramnegative Bakterien griin erscheinen
konnen, obwohl sie nicht lebensfahig und kultivierbar sind. E.faecalis als
grampositives Bakterium mit nur einer Membran zeigt dieses Phanomen nicht,
weshalb es gut geeignet fur die Analyse mittels Live/Dead-Fluoreszenzfarbung ist
(Berney et al. 2007).

Eine direkte Auszahlung der gefarbten Bakterien auf den Implantaten war in diesem
Versuchsaufbau nicht mdglich, da sich die Fluoreszenz der Bakterien Uberlagerten,
weil diese in dichten Anhaufungen akkumuliert waren. Hinzu kamen die Irregularitaten
der Titanoberflache, die das Fokussieren einer Ebene mit dem Mikroskop nicht
realisierbar machten. Aus diesem Grund wurden die Bakterien mittels Ultraschalls von
den Implantaten geldst. Dieses Vorgehen wurde bereits fur Candida albicans (Matthes
et al. 2015) sowie die Biofilme von P. aeruginosa und S. epidermidis (Matthes et al.
2013) etabliert, die ebenfalls mittels 20-mindtiger Behandlung im Ultraschallbad von
Kunststoffscheiben entfernt wurden. Mit Hilfe dieses Schrittes war es mdglich die
Bakterien auf einem planen Objekttrager unter dem Mikroskop zu betrachten und dann

einzeln auszuzahlen.

Anhand der REM-Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass die Anzlchtung von
E. faecalis auf einer sandgestrahlten und sauregeatzten Titanoberflache in der hier
angewendeten Methode durchflhrbar ist. Ebenso waren die REM-Aufnahmen neben
der Gramfarbung eine Kontrolle daflr, dass keine Fremdkontamination stattgefunden
hat. Zudem wiesen sowohl Positiv-Kontroll-Implantate als auch behandelte Implantate
kleine Titanfragmente auf der Implantatoberflache auf. Diese sind moglicherweise auf
die mechanische Belastung beim Ein- und Ausschrauben der Implantate

zurlckzuflhren und nicht allein auf die jeweiligen Therapieoptionen.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Die Wirksamkeit der Plasmabehandlung

Die Behandlung mit kaltem Plasma fir 3 Minuten pro Implantat und einer Leistung von
5 Watt stellte sich in diesem Versuch als die effektivste Methode zur Dekontamination
von Titanimplantaten heraus.

Sowohl anhand der CFU als auch der Lebend-Tot-Fluoreszenzfarbung konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen den Plasma- und den Positiv-Kontrollen festgestellt
werden.

Auf den plasmabehandelten Proben konnten 1,24 x 10° CFU/ml nachgewiesen
werden. Im Vergleich dazu wiesen die unbehandelten Positiv-Proben mit
7,12 x 10% CFU/ml signifikant mehr koloniebildende Einheiten pro ml auf.

Die Lebend-Tot-Fluoreszenzfarbung zeigte, dass mit durchschnittlich 5,32 roten
Keimen pro Bildausschnitt die grote Anzahl von toten Keimen durch
Plasmabehandlung erzielt werden konnte. Keine Behandlung (Positiv-Kontrolle) fihrte
zu durchschnittlich 1,29 roten Keimen pro Bildausschnitt.

Auch in Hinblick auf den hohen Rot-Griin-Quotienten von 4,2 wird deutlich, dass
Plasma in dieser Studie die beste Kontaminationsleistung erbracht hat.

Die semiquantitative Auswertung der REM-Bilder fuhrte ebenso zu dem Ergebnis,
dass die Plasmatherapie im Verhaltnis zu den anderen beiden untersuchten Verfahren
zu der groten Bakterienreduktion flhrte. Die Plasma-Gruppe unterschied sich im
Gegensatz zur Phosphorsaure- und zur PDT-Gruppe als einzige Gruppe signifikant in

den Stufen ++ und + von der Positiv-Kontrolle.

Diese antibakterielle Wirkung des Plasmas konnte bereits in zahlreichen Studien
nachgewiesen werden (Moisan et al. 2001, 2001; Yu et al. 2007; Lee et al. 2006; Rupf
et al. 2010). Preissner et al. (2016) zeigten, dass Plasma auch auf der
mikrostrukturierten Oberflache von dentalen Titanimplantaten in der Lage ist, zu einer
Reduktion der Anzahl von lebenden Bakterien zu fihren. Plasma besal} im Vergleich
zum Diodenlaser die Fahigkeit auch in porése Strukturen einzudringen und so die
komplexe dreidimensionale Oberflache effektiv zu desinfizieren. Rupf et. al. (2011)
bestatigten ebenfalls, dass Biofilm, der sich auf mikrostrukturierten Titandiscs befand,

mittels Plasma inaktiviert werden konnte, ohne dass es zu einer Veranderung der
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Oberflache kam. Allerdings konnte eine vollstandige Entfernung des Biofilms nur mit
zusatzlicher Anwendung von Luft-Wasser-Spray erreicht werden.

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass gramnegative Bakterien aufgrund
ihrer dinneren Zellwand schneller durch Plasma deaktiviert werden als grampositive
Bakterien mit dickerer Zellwand. Als Mischkultur mit grampositiven Bakterien konnte
ein ahnliches Ansprechen wie das des grampositiven Keims allein auf die
Plasmatherapie beobachtet werden (Mai-Prochnow et al. 2016). Diese
Beobachtungen fuhren dazu, dass die hier vorgestellten Ergebnisse einer Monokultur
aus dem grampositiven E. faecalis den Ergebnissen einer Mischkultur, wie sie bei
einer Periimplantitis klinisch vorkommt, durchaus ahnlich zu interpretieren sind.

Die effektive antibakterielle Wirkung von Plasma auf E. faecalis als grampositives
Bakterium wurde auch von anderen Studiengruppen untersucht. Jablonowski et al.
(Jablonowski et al. 2013) gelang es, eine deutliche Reduktion der CFU von E. faecalis
in kiinstlichen Wurzelkanalen durch Plasma, welches ebenfalls durch den kINPen®
MED (neoplas tools GmbH, Greifswald, Deutschland) erzeugt wurde, zu erzielen. Pei
et al. (2012) wiesen anhand der Lebend-Tot-Fluoreszenzfarbung nach, dass ein
25,5 ym dicker Biofilm aus E. faecalis in samtlichen Schichten durch kaltes Plasma
inaktiviert werden konnte. Damit wird das gute Ansprechen der Plasmatherapie in

dieser Studie auch in anderen Untersuchungen bestatigt.

4.2.2 Die Wirksamkeit der Phosphorsaurebehandlung

Die Reinigung mit Phosphorsaure zeigte im Vergleich zur Plasmabehandlung eine
deutlich geringere bakterizide Wirkung.

Mit 3,14 x 108 CFU/mI lag sie zwar deutlich unter den 8,28 x 108 CFU/ml| der PDT.
Folglich konnten mehr teilungsfahige Bakterien durch die Phosphorsaurebehandlung
eliminiert werden als durch die PDT. Jedoch konnte kein signifikanter Unterschied zu
den Positiv-Kontrollen festgestellt werden. Auch der Rot-Grun-Quotient von 0,9
verweist auf eine relativ geringe bakterizide Wirkung der Phosphorsaure. Anhand der
REM-Bilder wurde deutlich, dass die Phosphorsaure eine bessere
Dekontaminationsleistung als die PDT aufwies, da im Vergleich zu der PDT weniger
als halb so viele Bildausschnitte mit sehr vielen Bakterien (++) gezahlt wurden. Im

Vergleich zu der Plasmabehandlung, bei der lediglich 4 % der Bildausschnitte mit sehr
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vielen Bakterien zu erkennen waren, zeigte die Phosphorsaurereinigung mit einem

Anteil von 12 % verhaltnismaRig viele Bildausschnitte mit sehr vielen Bakterien.

Die Effektivitat von Phosphorsaure zur bakteriellen Dekontamination von
mikrostrukturierten Titandiscs wurde bereits von Dostie et al. (2017) untersucht. Die
Ergebnisse zeigten, dass nach Behandlung mit Phosphorsaure lebende Bakterien in
den Vertiefungen der Titanoberflache verblieben und eine vergleichbare Reinigung
durch einfaches Abspulen mit steriler Kochsalzlosung erreicht werden konnte. Die
Fahigkeit zur Bakterienentfernung schien daher allein auf der mechanischen Wirkung
des Absplilens, statt auf einer chemischen Wirkung der Phosphorsaure zu beruhen.
Tastepe et al. (2013) untersuchten die Reinigungsleistung von Pulverstrahlgeraten mit
4 unterschiedlichen Pulvern sowie die der Phosphorsaure anhand von Titandiscs, die
durch das Tragen im Mund mit oralem Biofilm kontaminiert und anschlie3end unter
dem Rasterelektronenmikroskop beurteilt  wurden. Alle untersuchten
Pulverstrahlmethoden flhrten zu einer signifikanten Reduktion des Biofilms. Die
Behandlung mit Phosphorsaure konnte jedoch keine signifikante Reduktion erreichen.
Vielmehr zeigte sogar die Kontrollgruppe, die mit einem Pulverstrahlgerat ohne Einsatz
von Pulver behandelt wurde, weniger Areale mit Biofilm als die Gruppe, die mit
Phosphorsaure behandelt wurde.

In der klinischen Studie von Hentenaar et al. (2017) wurden von Periimplantitis
betroffene Implantate im Rahmen einer offenen chirurgischen Therapie nach
mechanischem Debridement entweder mit 35%iger Phosphorsaure oder mit steriler
Kochsalzlésung behandelt. Der Vorteil in der Handhabung bei Verwendung eines
Phosphorsaure-Gels besteht u.a. darin, dass es sich durch seine Gelform sehr prazise
auf die zu behandelnde Oberflache auftragen lasst ohne umgebendes Gewebe zu
benetzen. Diese Viskositdt kann sich aber nachteilig auf die Behandlung der
strukturieren Oberflache eines Titanimplantats auswirken, da durch die limitierte
FlieRfahigkeit ggf. nicht alle Einziehungen und Pordsitaten des Implantats erreicht
werden konnen. Auf Grund dessen wurde in der Studie von Hentenaar das Gel
wahrend der Behandlung mit einer kleinen Burste eingearbeitet. Dies fuhrte in der
sofortigen Untersuchung der Implantate schlieBlich zu einer starkeren Reduktion der
Anzahl anaerober Bakterien auf dem Implantat als die Behandlung mit steriler
Kochsalzlésung. Die Behandlung mittels Burste konnte die Phosphorsauretherapie

demnach positiv beeinflussen und sollte deshalb fir weitere Studien in Betrachtung
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gezogen werden. In der Nachuntersuchung nach 3 Monaten konnte dennoch kein
signifikanter Unterschied zwischen der Test- und der Kontrollgruppe sowohl in
klinischen als auch in mikrobiellen Ergebnissen nachgewiesen werden. Auch in der
klinischen Studie von Strooker et al. (1998) zeigte die Anwendung von Phosphorsaure

einen ahnlichen Effekt wie die reine mechanische Behandlung der Implantate.

4.2.3 Die Wirksamkeit der PDT

Die mit 8,28 x 10° CFU/ml hoéchste Anzahl an koloniebildenden Einheiten nach der
Therapie zeigten die mit der PDT behandelten Implantate. Sie wiesen keinen
signifikanten Unterschied zu den unbehandelten Proben der Positiv-Kontrollen auf.
Der Rot-Grun-Quotient von 0,8 bei der PDT verwies ebenfalls auf eine verhaltnismafig
geringe bakterienabtdétende Wirkung. Im Vergleich zum Rot-Griin-Quotienten der
Positiv-Kontrollen, der bei 0,4 lag, wird also deutlich, dass sich die mit der PDT
therapierten Implantate nicht erheblich von den Positiv-Kontrollen unterschieden.
Unter Einbeziehung der REM-Bilder zeigte die PDT mit 26 % den hochsten Anteil an

Bildausschnitten, auf denen noch sehr viele Bakterien (++) zu erkennen waren.

Die Rolle der PDT in der Periimplantitistherapie ist auch in anderen Studien noch nicht
eindeutig herausgestellt worden. Sowohl in-vitro als auch in-vivo Versuche zeigen
unterschiedliche Ergebnisse, die noch keine klaren Schlisse erlauben. Einige
klinische Studien konnten keine Unterschiede zwischen alleiniger mechanischer
Reinigung der Implantate und zusatzlicher Anwendung der PDT herausstellen (Angelis
et al. 2012; Bombeccari et al. 2013; Esposito et al. 2013).

Auch Bassetti et al. 2014 konnten in ihren Nachuntersuchungen nach 12 Monaten
keinen Unterschied in klinischen und mikrobiologischen Parametern zwischen der PDT
und der Behandlung mit lokaler Antibiotikagabe durch Minocyclin-Kugelchen
feststellen. Sowohl die PDT als auch die lokale Antibiotikaverabreichung erfolgte als
Begleittherapie nach mechanischem Debridement mit Titankuretten sowie
glycinbasierter Pulverstrahlanwendung.

Andere Studien bestatigten die antimikrobiellen Effekte der PDT. Eick et al. (2013)
zeigten anhand ihrer in-vitro Studie, dass die PDT mit Toluidinblau und einer LED im
roten Spektrum (Wellenlange 625 - 635 nm), wie sie auch in diesem Versuch

Anwendung fand, in der Lage ist, die Lebensfahigkeit eines Biofilmes aus
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periimplantitis-pathogenen Keimen zu reduzieren. Auch Haas et al. (1997) kamen in
ihrer in-vitro Studie zu dem Ergebnis, dass die Kombination von Toluidinblau und Laser
in einer Zerstorung der untersuchten Bakterien resultierte. Dortbudak et al. (2001)
konnten zeigen, dass die Anwendung von Toluidinblau und Laser auf
Titanimplantaten, die sich in situ befanden, zu einer signifikanten Reduktion von allen
drei untersuchten Bakterienspezies gefuhrt hat (Dortbudak et al. 2001). Weder Eick et
al. noch Doértbudak et al. gelang jedoch eine komplette Destruktion des Biofilms.

Die Wirksamkeit der PDT gegenuber E. faecalis wurde besonders in Zusammenhang
mit der Desinfektion von Wurzelkandlen untersucht, da E. faecalis oft mit
persistierenden endodontischen Infektionen einhergeht (Pinheiro et al. 2003). Meire et
al. (2009) untersuchten sowohl bakterielle Suspensionen (in-vitro) von E. faecalis als
auch die Wurzelkanale von extrahierten und mit E. faecalis infizierten Zahnen (ex-
vivo). Die PDT flihrte zu einer signifikanten Reduktion der Bakterien in Lésung. In den
infizierten Zahnen konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zu den unbehandelten
Proben herausgestellt werden. Eine Erklarung fur die schlechteren Ergebnisse kdnnte
das Vorhandensein eines Biofilms in den extrahierten Zahnen sein, da sich die im
Biofilm befindlichen Bakterien in vielen Eigenschaften von den planktonischen
Bakterien unterscheiden. Dazu gehort u.a. das Vorhandensein von extrazellularer
Matrix, die Zellwand, die metabolische Aktivitdt und die Genexpression (Costerton
1999).

Bergmans et al. (2008) konnten in ihren Untersuchungen ebenfalls zeigen, dass mit
Hilfe der PDT einzelne Zellen oder Monolayer deutlich besser eliminiert werden
konnten als Biofilme. Zudem wurde ein deutlich geringerer antibakterieller Effekt auf
E. faecalis als auf Streptococcus anginosus und Fusobacterium nucleatum
nachgewiesen. Die hdohere Resistenz von E. faecalis gegenuber der PDT kdnnte
darauf zuruckgefuhrt werden, dass E. faecalis die Fahigkeit besitzt eigenstandig
Sauerstoffradikale zu produzieren (Huycke et al. 2002). Da auch die antibakterielle
Wirkung der PDT auf diesen Sauerstoffradikalen basiert, kdnnte dies ebenfalls eine
mdgliche Ursache fur die relativ schwache antibakterielle Wirkung der PDT gegen
E. faecalis sein.

Ebenfalls mit in Betracht gezogen werden sollte die Feststellung, dass grampositive
Bakterien aufgrund ihrer Zellwandstruktur im Allgemeinen besser auf die PDT

ansprechen, als gramnegative Bakterien (Malik et al. 1992).
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Tennert et al. (2015) konnten in ihrem Versuch eine deutliche Verbesserung der
Effektivitat der PDT auf E. faecalis in Wurzelkanalen erreichen, indem sie den
Photosensibilisator mit Hilfe von Ultraschall aktivierten. Diese Effektverstarkung
konnte u.a. darauf zuruckgefuhrt werden, dass die Ultraschallaktivierung zu einer
besseren Infiltration des Farbstoffes durch den Biofilm und in die Irregularitaten der
Dentintubuli geflhrt hat. Folglich gelingt es dem nicht aktivierten Farbstoff nicht den
bakteriellen Biofilm aufgrund seiner extrazellularen Matrix zu durchdringen.

Auch in dieser Arbeit wurde die Dekontaminationsleistung der PDT an einem Biofilm
aus E. faecalis, der sich auf einer mikrostrukturierten Oberflache angesiedelt hat,
untersucht, was eine Begrindung flr die weniger erfolgreichen Ergebnisse der PDT
sein konnte. Fur folgende Studien sollte demnach auch eine Ultraschallaktivierung des
Farbstoffes in Betracht gezogen werden. Neben der vollstandigen Benetzung mit
Farbstoffs spielt auch die Lichtzufuhr eine entscheidende Rolle, da der Farbstoff allein
keinen antimikrobiellen Effekt auslésen kann (Takasaki et al. 2009). Auf dem
schraubenférmigen Implantat kdnnen nicht alle Bereiche gleichermalden gut belichtet
werden, da durch die Limitation des periimplantaren Knochendefektes eine Belichtung
in einem ungunstigen Winkel erfolgen muss. Auch damit kénnte die relativ schwache

Wirkung der PDT auf Bakterien, die sich auf Implantaten befinden, erklart werden.
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4.2.4 Vergleich

Insgesamt  betrachtet  besitzen sowohl die PDT als auch die
Phosphorsaurebehandlung die Fahigkeit eine Bakterienreduktion zu erreichen,
wohingegen die PDT das geringste bakterizide Vermodgen gezeigt hat. Im Vergleich
zu der Reinigung der Implantate mit Plasma schnitten die beiden
Therapiemoglichkeiten deutlich schlechter ab und sind daher in Bezug auf
Bakterienelimination weniger effektiv.

Eine vollstandige Reinigung der mikrotexturierten Implantatoberflache bzw. Abtétung
der Bakterien konnte jedoch von keiner der untersuchten Behandlungen erreicht
werden. Dies wird anhand aller Untersuchungsmethoden deutlich.

Eine komplette Dekontamination ist wie auch mit der Literatur Gbereinstimmend nicht
mdglich, da die in der Mikrostruktur der Titanoberflache befindlichen Bakterien durch
mechanische und physikalisch-chemische Verfahren nicht vollstandig erreicht werden
konnen (Mombelli 2002).

4.3 Ausblick

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kdnnte geschlossen werden, dass Plasma eine
aussichtsreiche Methode zur Behandlung der Periimplantitis darstellt, da sie im
Vergleich zu den anderen untersuchten Verfahren die beste Dekontaminationsleistung
erbracht hat. Die hier vorgestellten Resultate reichen jedoch nicht aus, um den Einsatz
von Plasma als ,Goldstandard“-Therapie am Patienten zu empfehlen, da sich die
Studie lediglich auf einen kleinen Teilaspekt der Periimplantitistherapie bezieht und
weitere wichtige Faktoren unberlcksichtigt lasst. Um eine Empfehlung fir den
routinemaRigen Einsatz von Plasma als Verfahren zur Behandlung der Periimplantitis
am Patienten auszusprechen, bedarf es umfassenderen Studien, zu der auch

randomisierte klinische Langzeitstudien und Metaanalysen gehdren sollten.
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5 Zusammenfassung

Die haufigste Ursache fur den Verlust von dentalen Implantaten stellt die
Periimplantitis dar, deren wichtigster atiologischer Faktor eine persistierende

bakterielle Infektion der Implantatoberflache ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirksamkeit von drei verschiedenen
Reinigungsmethoden (kaltes atmospharisches Plasma, chemische Dekontamination
mit Phosphorsauregel und die antibakterielle photodynamische Therapie) in Bezug auf
die Dekontamination von Titanimplantaten anhand eines in-vitro Modells untersucht.

Dazu wurden insgesamt 45 Implantate in Unterkiefermodelle inseriert, in die zuvor eine
Mulde gefrast wurde, um einen fur die Periimplantitis typischen schisselférmigen
Knochendefekt zu imitieren. Nach der Kontamination mit E. faecalis und der
anschlieBenden Kirettage mit einer Kunststoffkirette wurde die erste Gruppe flr 3
Minuten mit kaltem atmospharischem Plasma, die zweite Gruppe mit Phosphorsaure
und die dritte Gruppe mit der antibakteriellen photodynamischen Therapie behandelt.
AnschlieBend erfolgte die quantitative und qualitative Untersuchung mittels
koloniebildender Einheiten, Leben-Tot-Fluoreszenzmikroskopie sowie

Rasterelektronenmikroskopie.

Mit einem Mittelwert von 1,24 x 10° CFU/ml wiesen die Plasma-behandelten
Implantate die wenigsten Mikroorganismen auf. Die hochste Anzahl an
koloniebildenden Einheiten wurde nach der antibakteriellen photodynamischen
Therapie mit einem Mittelwert von 8,28 x 10° CFU/ml gefunden. Bei den mit
Phosphorsaure behandelten Implantaten konnte ein Mittelwert von 3,14 x 108 CFU/ml
festgestellt werden. Beim Vergleich der Gruppen untereinander unterschied sich nur

die Plasma-Gruppe signifikant von der Positiv-Kontroll-Gruppe (p = 0,006).

Eine vollstandige Reinigung der mikrotexturierten Implantatoberflache bzw. das
Abtoten der Bakterien konnte durch keine der untersuchten Behandlungsoptionen
erzielt werden. Die Bakterien in der Mikrostruktur der Titanoberflache konnten folglich
nicht vollends durch die mechanischen und physikalisch-chemischen Prozesse

erreicht werden.
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Aufgrund seiner antibakteriellen Wirkung in der hier vorgestellten Studie konnte
Plasma in Kombination mit mechanischem Debridement eine vielversprechende
Behandlungsmethode bei der Therapie von Periimplantitis sein. Es besteht jedoch

weiterhin Bedarf bei der Forschung nach der effektivsten Therapiemethode.
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