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1 Einleitung

1.1 Das Phdnomen Biofilm

Es ist hinreichend bekannt, dass der menschliche Koérper von einer Vielzahl von
Mikroorganismen besiedelt ist. Diese finden sich auf Haut und Schleimhauten, besonders im
Darmtrakt und der Mundhohle. Sie stellen keinen Zustand von Unreinlichkeit dar — ganz im
Gegenteil: es besteht eine enge gegenseitige Nutzbeziehung zwischen dem menschlichen
Organismus und seinen sogenannten Kommensalen [1]. Als Kommensalen werden
diejenigen Mikroorganismen bezeichnet, die es gelernt haben, einen Wirt zu besiedeln, ohne
ihm jedoch Schaden zuzufiigen [2]. Gerdt die sogenannte Normalflora des Menschen
allerdings aus dem Gleichgewicht und dringen pathogene Erreger in den Organismus ein,

konnen Bakterien schnell zu Krankheiten fihren [3].

Eine Fahigkeit, die die meisten Bakterien in ihrer Wirkweise verstarkt, ist die Moglichkeit zur
Biofilmbildung. Studien haben gezeigt, dass Bakterien in diesem komplexen
Zusammenschluss eine weitaus hohere Virulenz aufweisen, als in planktonischem
Vorkommen [4]. Schon im 17. Jahrhundert beschrieb der Forscher van Leeuwenhock die
erste Entdeckung von Biofilmbildung: in der abgekratzten Plaque seiner eigenen Zahne fand
er kleine "dierkens" (Tierchen) [5], die er unter einem selbstgebauten Mikroskop ndher
untersuchte [6]. Die heutige Definition des Begriffs Biofilm lautet wie folgt: eine sessile
Gemeinschaft von Mikroorganismen, die dadurch charakterisiert ist, dass Zellen irreversibel
an ein Substrat, an eine Oberflaiche oder aneinander geheftet sind. Die Mikroorganismen
sind in eine von ihnen selbst produzierte Matrix aus extrazelluldren polymeren Substanzen
(EPS) eingebettet und kénnen aus unterschiedlichen Spezies zusammengesetzt sein [7]. Die
Ausbildung eines Biofilms ist ein komplexer Prozess, der laut Dunne grob in vier Stufen
unterteilt werden kann [8]: Zu Beginn erfolgt die primare, reversible Adhasion von Bakterien
an eine organische oder eine anorganische Grenzflache. Die zweite Stufe der Biofilmbildung
besteht aus dem irreversiblen Verankern der Mikroorganismen an der Oberflache und der
festen Haftung untereinander durch Adhasine. Im dritten Abschnitt wachst der Biofilm und
bezieht immer mehr frei flottierende planktonische Zellen in seinen Haftverbund mit ein. Im

letzten Schritt kann es dazu kommen, dass sich Fragmente des reifen Biofilms abldsen



(,sloughing”) [9] und sich an anderer Stelle niederlassen, um dort einen neuen Biofilm
heranwachsen zu lassen. Jede dieser Phasen wird durch Expression eines oder mehrerer
Genprodukte initiiert [8]. Ausgereifte Biofilme kdnnen eine beachtliche Dicke in der
GroBRenordnung mehrerer Millimeter erreichen und schitzen somit allein durch diese
physikalische Barriere die in ihrer Tiefe befindlichen Bakterien vor der Wirkweise von
Antibiotika oder des menschlichen Immunsystems [10]. Die Bakterien eines Biofilms haben
die Fahigkeit, durch Ausschittung verschiedener Signalmolekiile untereinander zu
kommunizieren. Dieser Informationsaustausch wird als ,,Quorum sensing” bezeichnet. Bei
Uberschreiten einer bestimmten Schwellenkonzentration an Signalmolekiilen werden die
Bakterien zur Produktion spezifischer Genprodukte angeregt [9]. Diese nehmen Einfluss auf
GroBe und  Wachstumsbedingungen und modifizieren das Verhalten des

Bakterienverbundes, um Attacken, Verteidigung und Dichte des Biofilms zu optimieren [11].

1.2 Steckbrief Enterococcus faecalis

Die zu den Enterokokken gehdérenden Bakterien umfassen eine ganze Liste, darunter E.
faecalis, E. faecium, E. durans, E. avium, E. casseliflavus, E. malodoratus, E. gallinarum, E.
hirae, E. mundstii, E. raffinosus, E. solitarius und E. pseudoavium. Wirklich klinisch relevant
sind davon aber nur die beiden Erstgenannten [12]. Von diesen zwei Stimmen wiederum
bildet das Bakterium E. faecalis mit ca. 85% den lberwiegenden Anteil, im Gegensatz zu E.
faecium mit ca. 10% [13]. Die meisten Enterococcus-Gattungen weisen folgende
Charakteristika, die Sherman im Jahre 1937 zusammenfasste, auf: sie sind fahig, sich in
einem Medium von 6,5%igem NaCl bei einem pH-Wert von 9,6, sowie Temperaturen
zwischen 10 bis 45°C zu vermehren. Ferner kénnen sie Temperaturen von 60°C fiir eine

Dauer von 30 Minuten aushalten, ohne dabei zugrunde zu gehen [14].

Enterococcus faecalis ist ein grampositiver, fakultativ anaerober Organismus, der in kurzen
Ketten, gepaart oder einzeln vorkommt. Es handelt sich bei diesem Bakterium um einen
kommensalen Besiedler des Intestinaltraktes von Mensch und Tier [12]. Bis Mitte der 1970er
Jahre wurde E. faecalis als ein zur gesunden Darmflora gehérender Mikroorganismus fir
klinisch wenig wichtig gehalten. In der Folge wurde E. faecalis dann jedoch als

opportunistisch pathogener Keim erkannt, der ernsthafte Krankheiten auslésen kann,



darunter die infektiose Endokarditis, Bakteriamien, intraabdominelle Infektionen, chronische
Wundentziindungen und Harnwegsinfekte [15]. Zudem ist E. faecalis neben koagulase-
negativen Staphylokokken und Staphylococcus aureus der haufigste Ausléser nosokomialer
Infektionen. Fir die Zahnmedizin ist vor allem das Vorkommen von E. faecalis im Mundraum
von Interesse. Insbesondere die Ausbreitung multiresistenter Stamme, die unempfindlich
gegeniber gebrauchlichen Antibiotika geworden sind, ist besorgniserregend [16]. Komiyama
et al. machen die Mundhéhle als bedeutsames Reservoir fir virulente Enterokokkenstamme
verantwortlich [17]. In dieser Studie aus dem Jahr 2016 zeigte sich, dass transiente orale
Enterokokken mit steigendem Patientenalter immer haufiger auszumachen und die Stamme
zum GroRteil gegen Antibiotika resistent waren (53.8% der Isolate waren resistent gegen
Tetracyclin, 12.3% gegen Amoxicillin, 16.0% gegen Ampicillin, 20.8% gegen Chloramphenicol
und 43.4% gegen Erythromycin) [17]. Vor allem in der Endodontologie gilt E. faecalis als
Problemkeim und wird als Haupterreger fiir missgliickte Wurzelkanalbehandlungen
angesehen [18, 19]. Durch seine anpassungsfahigen Eigenschaften kann der fakultative
Anaerobier E. faecalis mehrere Jahre in einem wurzelkanalbehandelten Zahn Uberleben.
Dabei helfen ihm die Moglichkeit zur Biofilmbildung und zwei weitere SchutzmaRnahmen
wahrend der endodontischen Behandlung: zum Ersten kann er sich in die Dentintubuli
zurlickziehen und ist so auRer Reichweite bei der mechanischen und chemischen Sauberung
des Wurzelkanals [18, 9, 20]. Zum Zweiten ist E. faecalis weitgehend resistent gegen die
herkdmmlichen Desinfektionsmittel des Wurzelkanals [9]. In vitro sind NaOCl, Octenisept®
und CHX laut Bukhary et al. in absteigender Reihenfolge als antimikrobielle Spilflissigkeit

wirksam, gegen E. faecalis kann jedoch keine davon die gewiinschte Wirkung erzielen [21].

Auch im parodontal geschadigten Gebiss riickt E. faecalis mehr und mehr in den Fokus. Eine
Studie aus dem Jahr 2017 zeigte, dass in den Zahnfleischtaschen von Patienten mit
chronischer Parodontitis eine bedeutend héhere Anzahl an E. faecalis vorhanden war, als bei
der Patientengruppe mit erfolgreich behandelter Parodontitis [16]. Im Ubrigen war die
Taschenbesiedlung mit E. faecalis bei Rauchern und bei Patienten mit unzureichender

Mundhygiene erhéht [16].



1.3 Steckbrief Candida albicans

Unter den medizinisch relevanten Pilzen nehmen die Hefepilze einen groRen Bereich ein, vor
allem die der Gattung Candida. Dazu zahlen die Unterarten C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. kruzei und C. guilliermondii. Den gréRten Anteil an humanen Candida-
Infektionen jedoch hat Candida albicans mit 65% [22]. Dabei reicht der Schweregrad der
Erkrankung von einer oberflachlichen mukokutanen Besiedlung bis hin zur invasiven
Candidose, die in schlimmen Fallen tddlich enden kann [23, 24]. Genau wie E. faecalis ist C.
albicans beim Gesunden als kommensaler Besiedler des Organismus, im Besonderen in der
oralen und dermalen Flora, zu finden [24]. Im Rahmen ihrer Studie aus dem Jahr 1962
untersuchten Bartels et al. Speichelproben von 160 gesunden Probanden im Alter von 20 bis
30 Jahren. Bei 40% der Proben wurden Hefepilze im Speichel diagnostiziert, 60% davon
entfielen auf C. albicans [25]. Auch andere Studien belegen ein Vorkommen von Candida in

der Mundhohle von 15 bis 80% beim Gesunden [26, 27].

C. albicans ist aber auch ein opportunistischer, fakultativ pathogener Keim: herrscht kein
Gleichgewicht mehr zwischen Wirt und Gast, kommt es zur einem lGbermaRigen Wachstum
von C. albicans und somit zum Krankheitsbild der Candidiasis [28]. Dabei ist weniger die
Virulenz des Besiedlers ausschlaggebend, als vielmehr die Milieuveranderungen des
Wirtsorganismus durch lokale oder systemische Ausloser [29]. Zu den lokalen Ursachen
zahlen das Tragen einer Prothese, Rauchen, reduzierter Speichelfluss oder die Anwendung
von inhalativen Steroiden. Systemische Faktoren sind etwa die Einnahme von Breitband-
Antibiotika, ein extrem junges oder hohes Alter, Mangelerndhrung, Alkoholismus und
sonstiger Drogenmissbrauch, endokrine Erkrankungen wie Diabetes mellitus oder
Immunsuppression, zum Beispiel bei HIV oder Leukdmie [27, 23]. Daher stammt auch die
Bezeichnung ,disease of the diseased” (,Krankheit der Kranken®) [30] fiir die Infektion mit

Candida.

Candida siedelt sich vorzugsweise in Korpernischen an, die warm, dunkel und feucht sind.
Beispiele dafiir sind Hautfalten bei adipdsen Menschen, Zehen- und Fingerzwischenraume,
die Mundhohle und der Vaginaltrakt [28]. Rund 75% aller Frauen erkranken in ihrem Leben
mindestens einmal an einer vulvovaginalen Candidose, konstatierten Sobel et al. im Jahr

2007 [31]. Als pradisponierende Faktoren erkannte die Forschungsgruppe um Sobel unter



anderem eine Antibiotikatherapie, Schwangerschaft, hormonelle Kontrazeption und

genetische Veranlagung [31].

Auf dem Gebiet der Zahnmedizin ist vor allem der Befall der Mundschleimhaut von
Bedeutung, das Krankheitsbild des sogenannten ,Soor“. Da Soor ein erster Hinweis auf
schwere systemische Erkrankungen wie Leukamie oder HIV sein kann, spielt die Sorgfalt des
Zahnarztes bei der Inspektion der Mundhohle eine besonders wichtige Rolle [32]. Man
unterscheidet vier verschiedene klinische Erscheinungsbilder der oralen Candidiasis (siehe

Abb. 1).

Abb. 1 Die vier Formen der oralen Candidose: akute pseudomembrandse Candidose (a), chronische erythematose
Candidose (b), akute erythematése Candidose (c), chronische hyperplastische Candidose (d) [27]

»Mundsoor” ist eine andere Bezeichnung fiir die akute pseudomembrandse Candidose (vgl.
Abb. 1a). Charakteristisch fiir dieses Krankheitsbild sind weiRe bis gelbliche konfluierende
Lasionen, die aus desquamativen epithelialen Zellen, Fibrin und Pilzhyphen bestehen. Die
Beldge sind leicht abwischbar und legen gerdtete Stellen offen, die sich schnell zu blutigen
Blasen entwickeln kénnen. Pradilektionsstellen bilden die Oberflachen der bukkalen und
labialen Schleimhaut, des harten und weichen Gaumens, der Zunge und des Oropharynx [33,

34]. Eine weitere prominente Candida-Erkrankung des Mundraumes ist die



Prothesenstomatitis. Studien belegen, dass bis zu 65% der Prothesentrager eine Candidose

unter ihrem herausnehmbaren Zahnersatz aufweisen [35, 36].

Mittel der Wahl bei einer Candidose sind topische oder systemische Antimykotika wie zum
Beispiel Fluconazol aus der Wirkstoffgruppe der Azole, jedoch weisen auch Pilze immer mehr

Resistenzen gegenliber den herkémmlichen Medikamenten auf [37, 38].

1.4 Cold Atmospheric Plasma — was ist das?

Landlaufig bekannt sind die drei physikalischen Aggregatzustdande flissig, fest, gasformig.
Man muss diese Aufzdahlung jedoch um eine vierte Zustandsform erweitern: das sogenannte
Plasma [39]. Abgeleitet aus dem Griechischen ,Plassein“ bedeutet das Wort so viel wie , das
Formbare”. Bis heute hat sich dieser Begriff, der 1928 vom amerikanischen Chemiker und
Physiker Irving Langmuir eingefiihrt wurde, gehalten [40]. Namensgebend war die stark
ionisierte Zusammensetzung des Gases, das ihn an die ebenso in lonen vorliegende Form
von Flissigkeiten wie Blutplasma erinnerte. Ansonsten haben diese zwei Substanzen jedoch
nichts miteinander zu tun. Plasma begegnet uns sowohl in der Natur, als auch in der Technik
Uberall: Sterne und Sonnen sind physikalische Plasmen, wie auch Blitze oder die Polarlichter.
Kinstlich erzeugte Plasmen werden in Fernsehgerdaten, Handydisplays oder

Leuchtstoffrohren verwendet [41].

Physikalisch gesehen sind Plasmen teilweise oder vollstandig ionisierte Gase, die aus einer
groflen Anzahl geladener Teilchen wie lonen, Elektronen, freien Radikalen, aus Molekiilen
und neutralen Atomen bestehen [39]. Der Unterschied zum Gas ist das Wirken von Kraften
auf diese und zwischen diesen genannten Partikeln, wodurch Schwingungen und elektrische
Leitfahigkeit entstehen kénnen. Abhangig von der Temperatur der lonen, der Elektronen und
des umgebenden neutralen Gases muss man zwischen ,kalten” und ,heiflen” Plasmen
unterscheiden [39]. Bei der Entstehung eines kalten Plasmas durch Energiezufuhr heizen sich
die abgespalteten Elektronen sehr viel schneller auf als die in ihrer Masse viel schwereren
lonen. Durch ihre geringe Masse haben die Elektronen jedoch einen wesentlich kleineren
Einfluss auf die Gesamttemperatur als die schweren Molekiile und lonen, die im standig
wechselnden elektrischen Feld weniger stark beschleunigt werden. Diesen Effekt einer

hohen Elektronen- aber geringen lonen- Temperatur nutzt man bei der Erzeugung von



»kaltem” Plasma, bei dem die Temperatur in Summe niedrig bleibt [42]. Aufgrund der
Temperaturunterschiede innerhalb des Gases wird haufig auch der Begriff
yungleichgewichtetes Plasma“ verwendet [42]. In ,heilen” Plasmen stehen die
Temperaturen von Elektronen und lonen im Gleichgewicht, somit haben alle Teilchen
dieselbe Temperatur von bis zu tausenden von Grad. Ein Beispiel dafiir stellt unserer Sonne

dar, die nichts anderes ist als ein groRer ,,Plasmaball“ [43].

Zusammenfassend sind die Vorteile ,kalten” Plasmas (im Folgenden , CAP“ genannt, nach
der Abkirzung des englischen ,cold atmospheric plasma“), dass es bei atmospharischem
Druck hergestellt werden kann, dass je nach gewiinschter Zusammensetzung die Mischung
eines individuellen chemischen ,Plasma-Cocktails” generiert werden kann [44] und dass die
niedrigen Temperaturen die Anwendung am lebenden Organismus oder auf
hitzeempfindlichen Materialien ermoéglicht [45]. Die Gase, die als ,Grundsubstanz” fir die
Plasmaherstellung verwendet werden, sind Ublicherweise die Edelgase Argon und Helium
oder aber einfache Umgebungsluft [39, 45]. Neben den schon genannten geladenen
Partikeln bestehen CAPs aullerdem aus reaktiven Sauerstoff- und Nitrogenspezies (NO, NO,,

03, OH;, etc.) sowie aus ultravioletter Strahlung und sichtbarem Licht [46, 47].

CAP kann, seiner Anwendung entsprechend, in drei verschiedene Typen eingeteilt werden:
in eine direkte, eine indirekte oder eine Hybridform. Beim direkten Plasma dient die
behandelte Oberflache selbst als Elektrode, sodass hierbei elektrischer Strom durch das
Gewebe flieSt. Das Plasmagerat darf dabei einen Abstand von 1mm nicht Giberschreiten [43].
Bei den indirekten Systemen wird das Plasma zwischen zwei Elektroden erzeugt und als
Transportmedium wird ein Gas bendtigt, das die reaktiven Agenzien zur gewliinschten Stelle
befordert. Hybridplasma kombiniert diese beiden beschriebenen Varianten: es wird wie
direktes Plasma hergestellt, aber dank eines in das Plasmagerat eingebauten geerdeten
Metallgitters flielt kein Strom durch die Oberfliche des behandelten Organismus. Das
Metallnetz hat einen geringeren elektrischen Widerstand als zum Beispiel Haut, deshalb wird

der Strom hier entladen [39, 48].
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1.5 Anwendung von CAP

Schon bevor die Medizin das , kalte” Plasma fiir sich entdeckte, hat sich die Anwendung von
yheilen” Plasmen etabliert: die hohen thermischen Eigenschaften mit einer
Temperaturentwicklung von 80°C und mehr erméglichen einen vielseiteigen Einsatz dieser
Plasmen. Sie werden unter anderem angewendet bei der Kauterisierung von Geweben, der
Sterilisation von hitzestabilen medizinischen Instrumenten und sogar bei kosmetischen

Rekonstruktionen [41, 39, 41].

Mit der Entdeckung von CAP hat sich das Anwendungsfeld der Plasmen jedoch betrachtlich
erweitert. Zum Beispiel ist es jetzt moglich, auch hitzeempfindliche Materialen wie
beispielsweise medizinische Produkte aus Kunststoff auf schonende Weise zu sterilisieren,
ohne dass der Effekt der Keimabtotung verloren geht [49]. Im Rahmen einer randomisierten
In-Vivo-Studie konnte in der Dermatologie bei der Behandlung von Hautkrankheiten und
chronischer Wunden bereits ein beschleunigender Effekt von CAP auf die Heilung
beobachtet werden [48, 50]. Die positiven Aspekte der CAP-Behandlung sind in
unabhangigen In-vitro-Studien mehrfach gezeigt worden: diese Alternative zu
herkémmlichen Therapiemoglichkeiten kdnnte eine kontaktfreie, fiir den Patienten
schmerzlose und das gesunde Gewebe schonende Anwendung bieten, die eine Inaktivierung
von Viren, Bakterien, Pilzen, Sporen und womaoglich weiterer Pathogene bewirkt [39, 47, 50—
52]. Neben der klinischen Anwendung am Patienten gibt es weitere Beispiele fir den
moglichen Einsatz von CAP: interessante Forschungsbereiche sind unter anderem die
mogliche Keimreduzierung in der Nahrungsmittelindustrie oder in der Krankenhaushygiene

[50].

Auch in der Zahnmedizin ist die Erforschung von CAP von grofem Interesse. Eine Studie von
Tominami et al. aus dem Jahr 2017 zeigte die Fahigkeit von CAP, die
Osteoblastendifferenzieung anzuregen. Im parodontal stark geschadigten Gebiss hatte eine
nicht-invasive Moglichkeit zur Anregung des Knochenwachstums zahlreiche Vorteile fir
Patient und Behandler [53]. Doch vor allem im Bereich der Endodontologie gibt es
Bestrebungen, CAP in die Therapie von wurzelkanalinfizierten Zdhnen zu integrieren. Wie in
Kap. 1.2 erwahnt, ist E. faecalis ein Problemkeim bei der Wurzelkanalentziindung, der unter
der zusatzlichen Behandlung mit CAP besser eliminierbar scheint. Die bisher durchgefiihrten

In-Vitro-Studien bestatigen gegenwartig die schonende Wirkweise von CAP: unerwiinschte
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Mikroorganismen werden innerhalb kiirzester Zeit abgetotet, ohne umliegende Gewebe wie

das Dentin in Mitleidenschaft zu ziehen [54, 55].
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2 Fragestellung

Ein groBes Problem in der Medizin stellt die zunehmende Widerstandsfahigkeit von
Bakterien gegen bewadhrte Antibiotika und Desinfektionsmittel dar. Insbesondere der
sorglose Einsatz von Breitband-Antibiotika bei bakteriellen Infektionen hat in den letzten
Jahren zu immer haufiger auftretenden Resistenzen verschiedener Bakterienstamme
geflihrt. Eine Folge ist die immer groRere Verbreitung und zunehmend schwierige
Bekampfung nosokomialer Infektionen. Um die dringend notwendige Reduktion in der
Anwendung von Breitband-Antibiotika zu erreichen, ist die Erforschung alternativer
Behandlungsmoglichkeiten zwangslaufig notwendig. Ziel sollte sein, bei bestimmten
Krankheitsbildern auf die systemische Antibiotikagabe verzichten zu kénnen und an deren

Stelle ahnlich effektive topische Therapieoptionen einzusetzen.

Es gibt derzeit verschiedene Ansatze, solche Alternativen zu erforschen. Einer davon ist die
sogenannte antimikrobielle photodynamische Therapie, die eine effektive Wirkung gegen
Bakterien und Pilze verspricht [56, 57]. Ein anderes Konzept, welches in dieser Dissertation
ndher untersucht werden soll, liegt in der Anwendung ,kalter” Plasmen, die ebenfalls in
bisherigen Studien einen vielversprechenden Einfluss sowohl gegen Bakterien als auch gegen
Pilze gezeigt haben. In der vorliegenden Arbeit wird die Wirkung von CAP mit den
herkémmlichen antimikrobiellen Agenzien Chlorhexidin und UVC-Strahlung verglichen.
Studien zeigten, dass UVC einen hohen desinfizierenden Effekt gegenliber jenen
Mikroorganismen zeigt, die auch in der vorliegenden Doktorarbeit untersucht wurden (siehe
Kapitel 5.1.3). Allerdings schadigt UVC-Strahlung auch eukaryotische Zellen, was einen
Einsatz in vivo unmoglich macht. Chlorhexidin ist ein in der Zahnmedizin sehr gangiges
Antiseptikum, das in verschiedenen Konzentrationen angeboten wird. Als gewdhnliche
Mundspiillésung wird dem Patienten 0,6%iges CHX verordnet, der Zahnarzt benutzt in der
Praxis jedoch hoher konzentrierte Losungen. Fir die chemische Reinigung der
Zahnfleischtaschen bei einer Parodontitistherapie ist eine Konzentration von 0,2% (blich, bei
der Spilung eines oder mehrerer Wurzelkandle bei einer endodontischen Behandlung

werden Konzentrationen von bis zu 2% benutzt [9, 58, 59].

Im Rahmen dieser Dissertation beschaftigt sich der erste Teil mit der Inaktivierung von E.

faecalis. Hierbei soll ein besonderer Fokus auf das Alter des Biofilms gelegt werden, um
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Riickschllisse darauf ziehen zu kdnnen, wie die Durchdringung einer von Tag zu Tag dicker
werdenden Bakterienschicht mittels CAP gelingt. Die Ergebnisse werden mit parallel dazu

durchgefihrten Experimenten mit CHX und UVC verglichen.

Im zweiten Abschnitt folgen dem ersten Versuchsaufbau dhnliche Untersuchungen, jedoch
mit dem Hefepilz C. albicans. Ein wesentlicher Unterschied liegt hierbei in der
Unterscheidung zwischen Biofilmuntersuchungen und Experimenten mit einer

planktonischen Losung des Pilzes.

Im dritten Teil dieser Promotionsarbeit soll unter der Hypothese der Zellwandzerstorung der
Wirkmechanismus von CAP auf E. faecalis-Biofilme untersucht werden. Dafir wurden
Nanodrop-Versuche mit CAP-behandelten Proben von E. faecalis durchgefiihrt, um im
Vergleich mit einer angefertigten DNA-Standardreihe eine eventuelle DNA-Freisetzung der

behandelten Biofilme feststellen zu kdnnen.
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3 Material

3.1 Mikroorgansimen

3.1.1 Enterococcus faecalis
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Bakterienstamm ATCC-29212 verwendet. Bei Bedarf
wurde dieser auf Miller-Hinton-Agarplatten mit einer sterilen Impfschlinge ausgestrichen

und nach 24 Stunden Bebritungsdauer im Kiihlschrank aufbewahrt.

3.1.2 Candida albicans
Fir die Versuche mit Pilzen wurde Candida albicans des Stammes MYA-273 in gleicher
Vorgehensweise wie fiir Bakterien ausgestrichen und aufbewahrt, allerdings auf Sabouraud-

Agar.

3.2 Kulturmedien

3.2.1 BHI-Medium

37 g BHI-Pulver (Brain Heart Infusion Broth der Firma Fluka Analytical/Sigma-Aldrich Chemie
GmbH mit Sitz in Steinheim, Deutschland) wurden auf der Feinwaage abgewogen und in 1
Liter Millipore-Wasser gelost, bei 121°C fir 20 Minuten autoklaviert und nach Abkihlen im

Kihlschrank aufbewahrt.

3.2.2 Kiinstliches Speichelmedium

Fir die Herstellung des kiinstlichen Speichelmediums wurden bendtigt: 1 g Lab-Lemco, 5 g
Protease-Peptone, 2 g yeast extract, 2,5 g Mucin Typ Ill, 0,5 g NaCl, 0,3 g CaCl;, 1 g
Saccharose. Nach Abwiegen wurden die verschiedenen Pulver wiederum in einem Liter
Millipore-Wasser aufgeldst, autoklaviert und in den Kiihlraum gebracht. Vor der erstmaligen
Benutzung einer Flasche wurden noch 1,25 ml/I einer 0,2 uM sterifiltrierten 40%igen Urea-

Losung dazugegeben (Herstellung: 4 g Harnstoff in 10 ml Millipore-Wasser).

3.2.3 Sabouraud-Bouillon
Fur die Pilzkultivierung wurden 30 g Sabouraud-Pulver (Firma Fluka Analytical/Sigma-Aldrich)

in einem Liter Millipore-Wasser geldst, autoklaviert und gekdhlt.
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3.3 Agarplatten

3.3.1 Miller-Hinton-Agarplatten
Der Miiller-Hinton-Agar fiir die Bakterienversuche wurde freundlicherweise vom Institut fir
Mikrobiologie und Hygiene des Universitatsklinikums Regensburg angefertigt und fir diese

Arbeit zur Verfligung gestellt.

3.3.2 Sabouraud-Agarplatten
Auch die verwendeten Sabouraud-Agarplatten fir die Experimente mit C. albicans wurden

vom Institut fir Mikrobiologie und Hygiene des UKR hergestellt.

3.4 Reagenzien und Chemikalien

3.4.1 PBS
Die Pufferlosung DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline), im Folgenden PBS genannt,

wurde von der Firma Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland) bezogen.

3.4.2 Millipore-Wasser
Das verwendete Wasser, vor allem fiir die Herstellung der Nahrmedien, wurde mit der

Reinstwasseranlage Milli-Q® Reference System gereinigt.

3.4.3 CHX
Das in den Experimenten benutzte CHX (Chlorhexidin) wurde in 0,2%iger und 2%iger

Konzentration von der Apotheke des Universitatsklinikums Regensburg erworben.

3.4.4 FKS

Das Fetale Kalberserum (Firma Pan-Biotech GmbH aus Aidenbach, Deutschland) wurde vor
Anwendung fir 30 Minuten in ein 60°C warmes Wasserbad gelegt, um die
Komplementfaktoren zu inaktivieren. Danach wurde es ausschlieBlich unter der Sterilbank

gebffnet und verwendet, um Verunreinigungen zu vermeiden.
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3.4.5 Gereinigte Herings-DNA
Fiir die Nanodrop-Versuche wurde doppelstrangige DNA verwendet, isoliert aus Herings-
Sperma (Sigma-Aldrich, Deutschland). Die Konzentration an DNA betrdgt laut Hersteller

zwischen 9 und 12 mg/ml.

3.4.6 Lysozym und Proteinase K

Ebenfalls fir die Experimente mittels Nanodrop wurde Lysozym aus Hiihnereiklar (L6876)
sowie bakterielle Proteinase K aus dem Mikroorganismus Bacillus licheniformis (P8038)
verwendet. Gemall der Firma Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland), Hersteller beider
Substanzen, hat Lysozym in der pulverisierten Form einen Anteil von mehr als 40.000

Einheiten/mg und Proteinase K einen Anteil von 7,0-14,0 Einheiten/mg.
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3.5 Technische Gerate und Hilfsmittel

3.5.1 Derma-Care-Plasmaquelle

Die Derma-Care-Plasmaquelle wurde von der Firma terraplasma GmbH (Garching bei
Minchen, Deutschland) als Prototyp im Rahmen der Niedrig-Temperatur-Plasma-Projekte
(BayMed Projekt: Forderbescheid Nr. 07 03/686 68/19/16/3/17/4/18) zur Inaktivierung von
Mikroorganismen zu Verfligung gestellt (siehe Abb. 2). Die Plasmaquelle hatte einen

Innendurchmesser von 40,2 mm und somit eine Fliche von 12,7 cm?.

Oszilloskop

Funktionsgenerator

Netzteil

Plasmaquelle Bildschirm

Abb. 2 Aufbau der Derma-Care-Plasmaquelle

3.5.2 UVC-Lampe
Zur Bestrahlung mit UVC wurde der Transilluminator FLX-20M der Firma Vilber Lourmat
(Eberhardzell, Deutschland) benutzt. Dabei wurde fiir UVC immer eine Wellenlange von 254

nm eingestellt (siehe Abb. 3).
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254 mm

Relative irradiance

180 210 230 250 270 290 3210nm

3.5.3 Zentrifugen
Fiir groBere Falcons wurde die Zentrifuge Universal 320 R der Firma Hettich eingesetzt
(Tuttlingen, Deutschland). Als kleinere Tischzentrifuge fir Eppendorf-Cups fand die

Centrifuge 5415 C der Firma Eppendorf (Hamburg, Deutschland) Verwendung.

3.5.4 Spektralphotometer
Flr die Messung der optischen Dichte von Bakterien wurde das Photometer Specord50 plus
der Firma Analytik Jena AG (Jena, Deutschland) benutzt. Die dazugehorige Software

WinASPECT PLUS wurde ebenfalls von der Analytik Jena AG entwickelt.

3.5.5 Kiivetten
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Einmal-Kiivetten aus Acryl der Firma Sarstedt AG & Co.

(Nimbrecht, Deutschland) mit den MaRen 10x4x45 mm verwendet.
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3.5.6 Waage
Zum Abwiegen der Pulver fir die Nahrmedien wurde die Feinwaage Sartorius LC 6200 D

eingesetzt (Sartorius AG aus Gottingen, Deutschland).

3.5.7 Sterilbank
Fiir moglichst sterile Bedingungen wurden einige Arbeitsschritte unter der
Sicherheitswerkbank Hera Safe der Firma Kendro Laboratory Products GmbH (Hanau,

Deutschland) durchgefihrt.

3.5.8 Biofilmschdlchen
Die Zellkulturschalen Corning® Primaria™ wurden von der Firma Corning Incorporated —
Liefe Sciences (New York, USA) bezogen und haben einen Durchmesser von 35 mm, d.h. eine

Wachstumsoberfliche von 9,6 cm?.

3.5.9 Sterile Zellschaber
Zum Ablosen des Biofilms aus den Schalchen wurden sterile Einmal-Zellschaber der Firma

Sarstedt AG & Co. mit einer Lange von 16 cm verwendet.

3.5.10 Neubauer-Ziahlkammer
Candida albicans wurde mit der Neubauer-Zahlkammer Neubauer improved bright-line der
Firma Paul Marienfeld GmbH & Co. KG (Lauda-Koénigshofen, Deutschland) unter dem

Mikroskop ausgezahlt.

3.5.11 Lichtmikroskop
Das verwendete Lichtmikroskop Axiostar plus stammt von der Carl Zeiss Microscopy GmbH

mit Hauptsitz in Jena (Deutschland).

3.5.12 Nanodrop
Die Versuche zur Bestimmung des DNA-Gehalts wurden mit dem Nanodrop Spectrometer

2000 der Firma Peqglab (Erlangen, Nirnberg) ausgefiihrt.

3.5.13 Auswertungssoftware
Die gewonnenen Daten wurden mit der Software SPSS version 23 der Firma SPSS Inc.

(Chicago, USA) ausgewertet.
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4 Methoden

4.1 Kultivierungsverfahren fiir E. faecalis und C. albicans

Fir die Herstellung einer Uber-Nacht-Kultur wurden 5 ml des jeweiligen Nahrmediums in
einen 15 ml-Falcon mit Membran gegeben, das heillt 5 ml BHI-Medium flir Enterococcus
faecalis und 5 ml Sabouraud-Bouillon fir Candida albicans. Danach wurde mit einer sterilen
Impfose eine Kolonie von der bebriiteten Agarplatte aus dem Kihlschrank aufgenommen
und unter rittelnden Bewegungen in den Falcon mit Nahrlésung eingebracht. Dieser wurde
dann fir mindestens 12 Stunden Uber Nacht in den Bebritungsraum bei 37°C auf einen
Horizontalschiittler gestellt. Als Kontrolle wurde auRerdem jeweils ein Falcon ohne
Bakterien- oder Pilzzugabe inkubiert, um sicherzustellen, dass das Medium keine

Verunreinigung aufwies.

4.2 Bestimmung der Bakterien-OD und Auszahlen von C. albicans

Die tags zuvor angeimpften Rohrchen wurden 10 Minuten bei 3000 rpm (,rounds per
minute”) zentrifugiert und dann der Uberstand abgenommen. AnschlieRend wurde das
verbliebene Bakterien-/ Pilz-Pellet mit 10 ml PBS durch Resuspensation aufgel6st. Nun folgte

ein jeweils unterschiedliches Verfahren fiir E. faecalis und C. albicans:

Fiir E. faecalis wurde die optische Dichte (OD) mittels Spektralphotometers bei 600 nm
bestimmt. Hierflir wurden im ersten Schritt 1 ml PBS als ,,Blank” (Referenzwert) gemessen
und danach 1 ml der Bakterienlésung 1:10 mit PBS verdiinnt. Um die gewiinschte OD von

0,13 zu erreichen, wurde der Verdiinnungsfaktor wie folgt berechnet:

VF = gemessene OD x 10
- 0,13

Mit Hilfe des ermittelten Verdiinnungsfaktors wurde die Ausgangslosung mit PBS verdiinnt,
die neue OD ein weiteres Mal mittels Spektralphotometer Uberpriift und gegebenenfalls
nochmals nachverdiinnt. Nach Erreichen der erforderlichen OD von 0,13 wurde die Losung
wieder 10 Minuten zentrifugiert, das Gberstehende PBS mit der Pipette abgenommen und

das gleiche Volumen mit kiinstlichem Speichelmedium aufgefillt und resuspendiert.
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Anders als bei E. faecalis kann mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer die Anzahl von C.
albicans unter dem Mikroskop direkt ausgezahlt werden. Hierflir wurde ein Deckglas auf die
Zahlkammer aufgeschoben. Durch vorheriges Anhauchen beider Flachen hafteten diese
durch Kapillarkrafte aneinander, Uberprifbar an der Entstehung regenbogenfarbiger
Interferenz-Linien (Newton-Ringe). In diesen Kapillarspalt wurden nun 10 pl der Candida-
Losung eingebracht und unter dem Mikroskop ausgezahlt. Gezahlt wurden dabei zwei
gegenilberliegende der kleinen Quadrate des Zahlrasters (siehe Abb. 4) und die
Gesamtanzahl mit folgender Formel berechnet:

n1+n2

5 x 25 % 10* x 10

N =

N = Anzahl der Candida-Zellen in 10 ml Ausgangslosung
n, = Anzahl der Zellen im 1. Quadrat

n2 = Anzahl der Zellen im 2. Quadrat

Faktor 25 = Anzahl der Quadrate

Faktor 10* = Kammerfaktor

Faktor 10 = Anzahl in 10 ml

Das Ergebnis sollte sich bei einer Anzahl von 1 bis 4 X 108 Zellen/ml einstellen, ansonsten

wurde weiter verdinnt.

Abb. 4 Schematische Abbildung des Zahlrasters einer Neubauer-Zdhlkammer. Die mit griinen Pfeilen markierten
Quadrate wurden unter dem Mikroskop ausgezihlt [60].
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Nach dem Auszidhlen wurde die Ldsung erneut zentrifugiert, der Uberstand an PBS

abgezogen und durch das gleiche Volumen an Sabouraud-Medium ersetzt.

4.3 Biofilm-Herstellung

4.3.1 E. faecalis-Biofilm

Fir den Bakterien-Biofilm (siehe Abb. 5) wurden jeweils 2 ml der im vorausgegangenen
Schritt resuspendierten Speichelmedium-Bakterien-Losung (vgl. Kap. 4.2) in ein
Biofilmschalchen gegeben und je nach Versuch 24, 48 oder 72 Stunden im Brutraum bei 37°C
inkubiert. Bei Schélchen, die langer als 24 Stunden bebriitet werden sollten, wurde jeden
Tag das Medium gewechselt. Hierflir wurde mit einer Pipette das kiinstliche Speichelmedium
vorsichtig am Rand des gekippten Schédlchens abgesaugt und durch 2 ml frisches

Speichelmedium ersetzt. Somit war eine dauerhafte Bereitstellung von genligend

Nahrmedium fir die Bakterien gewahrleistet.

Abb. 5 Dargestellt ist auf der linken Seite ein leeres Biofilmschdlchen und auf der rechten Seite ein ausgereifter 48h-
Biofilm E. faecalis. Im Vergleich ist visuell die milchige Triibung des bakteriell bewachsenen Schdlchens erkennbar.
Durchmesser pro Schilchen 35mm.
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4.3.2 C. albicans-Biofilm

Um eine optimale Anheftung von C. albicans an die Zellschalchen zu erreichen, wurden die
Biofilmschalchen im ersten Schritt mit 1 ml inaktiviertem FKS benetzt. Hierauf wurde im
Anschluss 1 ml des vorbereiteten Candida-Sabouraud-Gemisches dazugegeben. Die
Schélchen wurden fiir die Dauer des gewlinschten Biofilmalters (6, 12 oder 24 Stunden) bei

37°C inkubiert (siehe Abb. 6).

Abb. 6 Auch bei Candida albicans ist ein deutlicher Unterschied zwischen unbewachsenem Schélchen (links) und
kolonisierter Oberfliche (rechts) zu erkennen: bei der mit Candida bewachsenen Schale (hier 12 Stunden inkubiert) ist
das schwarze Kreuz verschwommen sichtbar. Durchmesser pro Schalchen 35mm.

4.4 Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE)

Zur Bestimmung der koloniebildenden Einheiten wurde bei E. faecalis und C. albicans in
gleicher Weise verfahren. Die Agarplatten wurden in sechs gleich grole Kompartimente
eingeteilt und mit den jeweiligen sechs letzten Verdiinnungsstufen des betreffenden
Versuchs beschriftet. Aus den letzten sechs Eppendorf-Cups der Verdiinnungsreihe wurden
je 60 ul mit der automatischen Pipette entnommen und pro Kompartiment wurden jeweils
drei Tropfen a 20 ul aufgebracht, das heilst jede Agarplatte beinhaltete zum Schluss 18
Tropfchen (siehe Abb. 7). Dies stellt eine abgewandelte Form der Ausplattierungsmethode
nach Miles, Misra & Irwin dar [61]. Die Platten wurden (iber Nacht bei 37°C inkubiert, am

nachsten Tag manuell ausgezahlt und die Werte dokumentiert. Da die Tropfen ab einer
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gewissen Anzahl an Kolonien, vor allem bei den Kontrollversuchen, unzidhlbar wurden,
wurde ein Wert bestimmt, der mit der Zahlung ,unendlich” gleichgesetzt wurde. In der
vorliegenden Dissertation entspricht dieser Wert bei E. faecalis == = 150 Kolonien und bei C.

albicans o= = 100 Kolonien.

TII0T6

10—11 10—12 10—13 10—14 10—15 10—15

leweils 60ul pro Sextant a
drei 20pl-Tropfchen

Abb. 7 Dargestellt ist die Ausplattierungsmethode nach Miles, Misra & Irwin. Im ersten Schritt wurde eine
Verdiinnungsreihe bis 10™° hergestellt. Aus jedem Eppendorf Cup wurden daraufhin je 60 pl entnommen und in drei 20
ul-Tropfen gegen den Uhrzeigersinn auf entsprechende Sextanten (Verdiinnung 10 bis 10'11) aufgetragen. In dieser
Schemazeichnung miissen die Tropfchen der Verdiinnungsstufen 102 und 10™" noch aufgebracht werden (gestrichelte
Kreise).

4.5 Toxizitdts-Versuche an E. faecalis

Unabhangig von der Art des Experiments, das heift des verwendeten Agens, wurden die
Biofilmschalchen im ersten Schritt alle identisch behandelt: aus den vorbereiteten E.
faecalis-Biofilmschéalchen (vgl. Kapitel 4.3.1) wurde das kiinstliche Speichelmedium vorsichtig
abgesaugt und die Biofilme drei Mal mit jeweils 1 ml PBS gewaschen. Hierflir wurde immer 1
ml PBS in ein Schalchen gegeben, kurz per Hand geschwenkt und wieder abgesaugt. Fiir die
Versuche mit trockenem Biofilm wurden die Schdlchen nach dem Waschen ohne Deckel

circa 20 Minuten an der Luft stehengelassen, bis der Biofilm sichtbar matt und somit
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getrocknet war. Fir die Versuche mit der Bedingung ,feuchter Biofiim“ konnten die

Schalchen sofort im Anschluss an den Waschvorgang verwendet werden.

Die Versuche wurden mit unterschiedlich alten Biofilmen ausgefiihrt (24, 48 oder 72

Stunden) und jeweils mindestens drei Mal wiederholt.

4.5.1 CAP

Vor jeder Versuchsreihe wurde die Derma-Care-Plasmaquelle fiir eine Minute ohne
Biofilmprobe getestet. Im Anschluss wurden die Schalchen fiir die Behandlung mit Niedrig-
Temperatur-Plasma fir 1 min, 3 min, 5 min oder 10 min unter die aktivierte Plasmaquelle
gestellt. Dies wurde jeweils unter den Versuchsbedingungen ,trockener Biofilm“ als auch
»feuchter Biofilm“ durchgefiihrt. Auerdem wurden fiir beide Versuchsbedingungen je zwei
Kontrollen angefertigt: eine Kontrolle wurde eine Minute stehengelassen, die andere 10
Minuten, jeweils als Pendant zu den behandelten Proben nach einer Minute und nach 10
Minuten. Anschlielend wurden die Schalchen erneut mit 1 ml PBS gewaschen (d. h. Zugabe
von 1ml PBS, Schwenken und Abziehen des PBS mittels Pipette), dann wurde 1 ml PBS
hinzugegeben und im Schalchen belassen. Mit einem sterilen Zellschaber wurde der Biofilm
abgeldst, mit Hilfe einer Pipette resuspendiert und in ein Eppendorf-Cup tberfiihrt. Nun
folgte die Anfertigung einer Verdiinnungsreihe mit einem Verhaltnis von 1:10, bis hin zu
einer Verdinnung von 107'¢, je nach Erfahrungswert (vgl. Kapitel 4.4). Daflir wurden jeweils
900 ul PBS in Eppendorf-Cups vorgelegt und dann aus der Stammlosung (erstes Eppendorf-
Cup) 100 pl entnommen und in das zweite Cup zu den 900 ul PBS gegeben. Nach
Pipettenspitzenwechsel wurde die Losung resuspendiert, wieder 100 pl entnommen und in
das nachste Eppendorf-Cup Uberfiihrt. Dies wurde bis zum letzten Cup identisch
weitergefiihrt. Die aus dem letzten Cup entnommenen 100 ul wurden verworfen, um gleiche
Volumina zu erreichen. Aus den letzten sechs Eppendorf-Cups der Verdiinnungsreihe
wurden jeweils 60 pl entnommen und nach Miles, Misra & Irwin auf Mdller-Hinton-Agar
ausplattiert (siehe Abb. 7) Die Agarplatten wurden (iber Nacht bei 37°C inkubiert und am

nachsten Tag ausgezahlt.
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4.5.2 CHX

Um die Wirkung von CHX auf den Bakterien-Biofilm zu testen, wurde je 1 ml 0,2%iges oder
2%iges CHX in die bewachsenen Schalchen gegeben, wieder unter trockenen und feuchten
Versuchsbedingungen. Nach fiinfminitiger Einwirkzeit wurde das CHX vorsichtig abgezogen,
der Biofilm mit 1 ml PBS gewaschen und anschlieBend in 1 ml PBS geldst. Das anschlieBende
Prozedere war identisch zu den Proben, die mit dem Plasmagerat behandelt wurden: Lésen
des Biofilms, Uberfilhrung in ein Eppendorf-Cup, Herstellen einer Verdiinnungsreihe,
Ausplattieren auf Miller-Hinton-Agarplatten und nach 24 Stunden Inkubationszeit

Auszdhlung der Platten.

4.5.3 UVC

Parallel zur den zwei beschriebenen Versuchsmodellen wurde auch bei den Experimenten
mit UVC mit trockenem und feuchtem Biofilm verfahren. Die einzelnen Proben wurden unter
die UVC-Lampe gestellt und mit 0,005 J/cm?, 0,065 J/cm?, 0,13 J/cm? oder 0,26 J/cm?
bestrahlt. AuRerdem gab es jeweils eine Kontrollprobe fiir trockenen und feuchten Biofilm,
die nicht behandelt wurde. Das weitere Verfahren inklusive Auszahlen der Platten

unterscheidet sich nicht von den Untersuchungen mit CAP und CHX.

4.6 Toxizitats-Versuche an C. albicans

Die Vorbereitung der Versuche mit Candida albicans war ahnlich zu denen mit Enterococcus
faecalis (vgl. Kapitel 4.5): aus den vorbereiteten C. albicans-Schalchen (vgl. Kapitel 4.3.2)
wurde das Sabouraud-Medium entfernt, die Schalchen drei Mal mit 1 ml PBS gewaschen und
dann entweder sofort weiterverwendet oder zum Trocknen aufgestellt (Trocknungszeit bei
C. albicans bis zu einer Stunde). Auch das Verfahren nach Versuchsablauf bis hin zum
Auszdhlen war identisch zu E. faecalis, weshalb es hier nicht noch einmal aufgefihrt wird.

Die jeweiligen Versuchsreihen wurden mindestens drei Mal wiederholt.

Da die Schichtdicke des Candida-Biofilm schon nach kurzer Bebritungsdauer visuell subjektiv
dicker als der Bakterien-Biofilm war (siehe Abb. 8), wurde das Alter beim Pilz-Biofilm auf 6
und 12 Stunden herabgesetzt (Ausnahme: UVC auch 24 Stunden). Bei den ersten Versuchen
mit 24 Stunden altem Candida-Biofilm zeigte sich schnell, dass die Schichtdicke ein effektives

Durchdringen des , kalten Plasmas” oder von CHX stark behinderte (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 8 Vergleich zwischen E. faecalis-Biofilm (links, 24 Stunden alt), C. albicans-Biofilm (Mitte, 12 Stunden alt) und
leerem Schalchen. Deutlich ist zu erkennen, dass der Candida-Biofilm visuell dichter ist als der E. faecalis-Biofilm, obwohl
12 Stunden jiinger.

4.6.1 CAP

Fir die Behandlung mit Niedrig-Temperatur-Plasma wurden die trockenen und feuchten
Proben 1 min, 5 min und 10 min unter die Derma-Care-Plasmaquelle gestellt und mit CAP
behandelt. Da die Inaktivierung beim trockenen Biofilm deutlich effektiver war, wurde fir
diesen auch eine Zeit von 15 Minuten getestet. Das Alter des Biofilms entsprach 6 oder 12

Stunden.

4.6.2 CHX
Wie bei den Versuchen mit E. faecalis wurde sowohl der trockene als auch der feuchte
Candida-Biofilm fiir 5 Minuten mit 0,2%igem und 2%igem CHX behandelt. Verwendet wurde

6 oder 12 Stunden alter Biofilm.

4.6.3 UVC
Fir Candida wurden folgende Bestrahlungsintensitaten mit UV-Licht angewendet: 0,005
J/Cm?2, 0,195 J/cm? und 0,26 J/cm?. Wie schon erwdhnt wurde im Gegensatz zu den CAP- und

CHX-Experiment auch 24 Stunden alter Biofilm bestrahlt.

4.6.4 CAP - Agarplatten-Versuch
Bei dieser Versuchsreihe erfolgte keine klassische Biofilm-Herstellung in den Schalchen,
sondern es wurde eine Candida-Suspension direkt auf die Sabouraud-Agarplatten

aufgebracht. Hierfir wurde im ersten Schritt eine Verdiinnungsreihe der hergestellten
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Candida-Losung bis 107 hergestellt. Von jeder dieser Verdiinnungsstufen wurden im
Anschluss 900 ul Flissigkeit entnommen, mit einem sterilen Petrischalenschaber auf der
Agarplatte ausgestrichen und die Platten luftgetrocknet. Im zweiten Versuchsteil wurden
900 ul unverdiinnte Candida-Suspension auf die Platten aufgebracht und diese nach
Einziehen der Flussigkeit unter der Derma-Care-Plasmaquelle 1, 3, 5, oder 10 Minuten
behandelt. AuRerdem wurde eine Kontrollplatte angefertigt, bei der die ausgestrichene
Candida-Losung keine Behandlung erhielt. Zuletzt sollte untersucht werden, ob das
Niedrigtemperatur-Plasma eventuell einen Effekt auf den Agar und nicht den Pilz selbst
haben kénnte. Fur diesen Zweck wurde eine Platte ohne Candida albicans zuerst 5 Minuten
mit CAP behandelt und dann erst die Pilzfliissigkeit darauf ausgestrichen. Nach Beendigung
dieser drei Versuchsteile wurden die Platten Uber Nacht inkubiert und am nachsten Tag
manuell ausgezahlt. Um eine aussagekraftige Menge an Stichproben zu erlangen wurde
diese Versuchsreihe insgesamt zehn Mal wiederholt. Fir die Auswertung der
Agarplattenversuche wurde die behandelte Fliche von 12,7 cm? (vgl. Kap. 3.5.1) mit der

Gesamtflache einer Agarplatte von 63,6 cm?ins Verhiltnis gesetzt.

4.7 Nanodrop-Versuche

Um zuverldssige Vergleichswerte fir die Nanodrop-Ergebnisse der Biofilm-Experimente zu
haben, wurde im ersten Schritt die Messung einer DNA-Standardreihe vorgenommen.
Hierfir wurde Herings-DNA verdiinnt auf die Konzentrationen 1 mg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/mi
und 1 pg/ml und fiir jede dieser Konzentrationen die Wellenldnge bei 260 nm und 280 nm
gemessen. Nun folgte die Messung der behandelten E. faecalis-Biofilme: ein Teil der Proben
war im Vorfeld mit CAP behandelt worden, der andere Teil mit CHX. Unter der Derma-Care-
Plasmaquelle hatte zuvor eine Behandlung von 5 oder 10 Minuten stattgefunden und es gab
immer eine unbehandelte Kontrollschale. Die Proben, die mit CHX behandelt wurden, waren
im Vorfeld jeweils 5 Minuten mit 1 ml CHX 0,2% oder 2% benetzt worden und dann einmal
mit PBS gewaschen. Nun wurde auf alle Proben 1 ml PBS gegeben und der Biofilm entweder
direkt nach der Behandlung mit einem sterilen Zellschaber abgekratzt und mittels Pipette
resuspendiert oder der Biofilm wurde am Boden des Schalchens belassen (Zeitkinetik). Um

zu untersuchen, ob die Substanzen die DNA-Freisetzung in Abhangigkeit der Zeit verandern,
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wurden einmal nach 5 Minuten und einmal nach 20 Minuten 200 pl aus dem Uberstand
entnommen, in einem Eppendorf-Cup zentrifugiert und wiederum der Uberstand in ein
frisches Eppendorf-Cup Uberfiihrt, welcher dann unter dem Nanodrop-Gerdt vermessen

wurde.

AuBerdem wurde pures CHX in den Verdiinnungen 0,2% und 2% gemessen, sowie in

Kombination mit der Standard-DNA-Reihe.

Da sich im Laufe der spektroskopischen Messungen mit dem Nanodrop herausstellte, dass
CHX im Rahmen dieses Versuchsaufbaus nicht als Positivkontrolle verwendbar war, wurde
der E. faecalis-Biofilm auBerdem mit bakteriellen Enzymen behandelt, die die
Bakterienzellwand auflésen und so zu einer gezielten DNA-Freisetzung flihren. Hierflir wurde
der reife Biofilm im ersten Schritt mit 1 ml PBS versetzt, abgekratzt und resuspendiert.
Dieser E.-faecalis-Losung wurden identische Proben a 300 pl entnommen und in drei
beschriftete Eppendorf-Cups eingebracht (UK: unbehandelte Kontrolle, PK1: Positivkontrolle
1 und PK2: Positivkontrolle 2). Nach Zentrifugation wurde der Uberstand an PBS mit einer
Pipette abgenommen. Fir die UK wurden nun erneut 100 pl PBS hinzugegeben und das
Gemisch resuspendiert. Die Proben PK1 und PK2 wurden mit 100 pl bzw. 200 pl Lysozym
(>40.000 Einheiten/mg) versetzt und 30 Minuten bei 37°C verdaut. Im Anschluss erfolgte
eine Zugabe von 100 pl bzw. 200 ul Proteinase K (7,0-14,0 Einheiten/mg) und 200 pl bzw.
400 pl 1%iger SDS-L6sung und eine erneute Erwarmung auf 37°C fir weitere 30 Minuten. Die
Endvolumina betrugen somit fir die UK 100 ul, fir PK1 400 pl und fiir PK2 800 pl. Nach
Abschluss dieser zwei Andauungs-Schritte war eine deutliche klare Farbung der zwei mit
Enzym behandelten Proben im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle sichtbar. Fiir die DNA-
Analyse wurden in der Folge jeweils 20 pul aus den drei Eppendorf-Cups entnommen und

unter dem Nanodrop-Geradt gemessen.

4.8 Datenanalyse

Alle beschriebenen Versuche wurden zusammen mit Dr. Karl-Anton Hiller (Klinik fir
Zahnerhaltung und Parodontologie, UKR) mithilfe des Programms SPSS ausgewertet und die
Ergebnisse graphisch in Sdulendiagramme Uberfihrt. Zuséatzlich ist bei allen Graphiken eine

durchgangige Linie fiir eine Keimzahlreduktion von 3 logio-Stufen eingezeichnet und eine
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gestrichelte Linie fir die Reduktion von 5 logio-Stufen. Laut Definition der Deutschen
Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie liegt bei einer Reduktion um >99,9% (3 logio-
Stufen) eine antimikrobielle Wirkung vor und bei einer Reduktion um >99,999% (5 logio-

Stufen) eine desinfizierende Wirkung[62].
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Inaktivierung von E. faecalis

Der erste Teil dieser Doktorarbeit beschaftigt sich mit der antibakteriellen Wirkung
verschiedener Agenzien gegeniber dem Bakterium Enterococcus faecalis. Im Folgenden
sollen die Ergebnisse nach Behandlung mit CAP, Zugabe von CHX oder Bestrahlung mit UVC

dargestellt und diskutiert werden.

5.1.1 CAP-Versuche
Wie unter Kapitel 4.5.1 beschrieben, wurden die Proben von E. faecalis nach verschiedenen

Behandlungskriterien unterteilt und dokumentiert:

Zum einen wurde der Biofilm entweder erst getrocknet oder er wurde im feuchten Zustand
weiterbehandelt. AuRerdem gab es Unterschiede im Alter des Biofilms: es wurden jeweils
drei Versuchsreihen mit 24, 48 oder 72 Stunden altem Biofilm durchgefiihrt. Der dritte
Unterscheidungsfaktor lag in der Behandlungsdauer der Proben: es wurden
Behandlungszeiten von 1, 3, 5 oder 10 Minuten gewahlt. Die parallel zu den behandelten
Biofilmschalchen mitgefiihrten Kontrollen wurden entweder eine oder zehn Minuten nach
dem Waschen mit PBS in ein Eppendorf-Cup Uuberfihrt und ausplattiert. Diese
Vorgehensweise wurde angewandt, um eine mogliche Inaktivierung von E. faecalis durch

alleinige Lufteinwirkung nach Absaugen des Mediums zu tberprifen.

In den folgenden Abbildungen (Abb. 9- 11) werden die Ergebnisse der CAP-Behandlung bei E.

faecalis-Biofilmen unterschiedlichen Alters graphisch dargestellt.

Es zeigte sich, dass die CAP-Behandlung beim trockenen Biofilm starker wirkte als bei der
feuchten Variante. AuRerdem scheint das Cold Atmospheric Plasma deutlich effektiver zu
wirken, je geringer die Schichtdicke — das heiRt je jlinger der Biofilm - ist. Ab einer
Behandlungsdauer von 10 Minuten wurde die Anzahl der KBE jedoch bei jeder Biofilm-
Altersstufe um mindestens 5 logie-Stufen reduziert. Das heiBt, es fand eine
Bakterienreduktion von mindestens 99,999% statt [62]. Dies war unabhdngig sowohl vom
Alter des Biofilms als auch der Bedingung ,trocken” oder ,feucht”. Ein signifikanter
Unterschied zwischen den Kontrollgruppen (,nach 1 Minute” und ,,nach 10 Minuten“) war

nicht zu beobachten.
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Abb. 9 Dargestellt ist der Einfluss von CAP auf einen 24h alten Biofilm E. faecalis. Bei an der Luft getrocknetem Biofilm
(gelbe Saulen) zeigte sich bei einer Behandlungsdauer von einer Minute eine Reduzierung der KBE um mehr als 3 logio-
Stufen. Ab 3 Minuten Behandlungszeit fand eine Reduktion von mindestens 5 log;o-Stufen statt. Im Feuchten (violette
Saulen) gab es ab einer Behandlungszeit von 5 Minuten eine log;o-Stufen-Reduktion von iber 3 logio-Stufen, bei einer
Behandlung von 10 Minuten betrug die Reduktion der KBE mehr als 5 logjo-Stufen. 1 min K: unbehandelte Kontrolle nach
1 Minute Standzeit, 10 min K: unbehandelte Kontrolle nach 10 Minuten Standzeit, schwarze horizontale Linie:
Detektionslimit.
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unter dem Detektionslimit. Bei den feuchten Biofilmen wurde ab 10 Minuten Behandlungsdauer eine Reduktion von
liber 5 logio-Stufen erreicht. 1 min K: unbehandelte Kontrolle nach 1 Minute Standzeit, 10 min K: unbehandelte Kontrolle
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Abb. 11 CAP-Einfluss auf 72 Stunden alten Biofilm. Die Anzahl der KBE des trockenen Biofilms wurde nach einer
Behandlungsdauer von 5 Minuten um mehr als 3 logioStufen reduziert, bei einer 10-miniitigen Behandlung um iliber 5
logioStufen. Im Feuchten erfolgte nach 10 Minuten CAP-Anwendung eine Reduktion der KBE von mehr als 5-logjeStufen.
1 min K: unbehandelte Kontrolle nach 1 Minute Standzeit, 10 min K: unbehandelte Kontrolle nach 10 Minuten Standzeit,
schwarze horizontale Linie: Detektionslimit.
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Die Moglichkeit, den Erreger Enterococcus faecalis mittels Plasma zu bekampfen, ist in der
Zahnmedizin neben der Parodontologie vor allem im Bereich der Endodontologie
gegenwartig im Fokus der Forschung. Wie schon in friiheren Abschnitten dieser Arbeit
erwahnt, gilt E. faecalis als ,Problemkeim” im Wurzelkanal (vgl. Kapitel 1.2). Die im
Folgenden vorgestellten In-vitro-Studien belegen die gute Wirksamkeit von Cold
Atmospheric Plasma gegenliber E. faecalis. Im Jahr 1987 entwickelten Haapasalo et al. ein
Ex-vivo-Modell aus einwurzeligen extrahierten bovinen Zahne, um die Bedingungen im
Wourzelkanalsystem moglichst wirklichkeitsgetreu darzustellen und eine Infektion der
Dentintubuli labortechnisch simulieren zu kénnen [20]. Dieses Schema dient als Vorlage auf
dem Forschungsgebiet der Endodontologie und wird in leicht abgewandelter Form noch
heute verwendet. So fiihrten Herbst et al. in einer Studie aus dem Jahr 2015 an 32
standardisierten Wurzelkandlen humaner Unterkieferpramolaren, die sie im Vorfeld mit E.
faecalis infizierten, Untersuchungen zu moglichen Inaktivierungsverfahren durch [63].
Getestet wurde die Desinfektion mittels 2%igem CHX, alleiniger CAP-Behandlung fir 60
Sekunden und einer Kombination aus beidem. Die héchste logyo-Stufen-Reduktion wurde bei
der Behandlung mit CHX + CAP (logio-Stufen-Reduktion von 3,56) festgestellt, gefolgt von der
alleinigen CAP-Behandlung (logyo-Stufen-Reduktion von 3,27) und CHX (logyo-Stufen-
Reduktion von 2,65), jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe [63]. Im Verlauf der
Experimente fiir die vorliegende Forschungsarbeit wurde eine Reduktion von (iber 3 logyo-
Stufen nach 1-minitiger CAP-Behandlung nur beim trockenen 24 Stunden alten Biofilm (vgl.
Abb. 9) erreicht. Im Gegensatz zu der beschriebenen Studie von Herbst et al. wurde im
Rahmen dieser Dissertation ein statischer E. faecalis-Biofilm auf einer inerten
Plastikoberflache kultiviert. Um die Ergebnisse beider Studien besser vergleichen zu kénnen,
sollten in einer nachsten Evaluierung von CAP diese Versuche deshalb ebenfalls in einem

artifiziell infizierten Wurzelkanal wiederholt werden.

Auch Li et al. verglichen in einer dhnlich gestalteten Ex-vivo-Studie die Wirksamkeit von CAP
im Vergleich zu bewahrten Desinfektionsmitteln wie CHX und Ca(OH), im Wurzelkanal [55].
Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der inaktivierende Effekt
des Plasmas stark von der Behandlungsdauer abhdngt: Die Bakterienanzahl von 10’-108
KBE/ml nach dreiwdchiger Inkubationszeit der Biofilme reduzierte sich nach dreiminitiger

CAP-Behandlung auf eine KBE von ca. 10, nach 12 Minuten waren alle Bakterien abgetétet,
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das heildt, die Anzahl der KBE war unter dem Detektionslimit [55]. Die Ergebnisse dieser
Dissertation bestatigen die Aussage dieser Doktorarbeit, dass die Bakterienreduktion mit
Verlangerung der Plasmabehandlung erheblich steigt (vgl. Abb. 9-11): hier war ab einer
Behandlungsdauer von 10 Minuten immer eine Reduktion der KBE um mehr als 5 logio-

Stufen maglich.

Um noch zwei weitere Forschungsgruppen zu nennen, seien die Studien von Ureyen Kaya et
al. [54] und Zhou et al. [64] erwdhnt, die eine antibakterielle Wirkung von CAP gegentiber E.
faecalis im artifiziell infizierten Wurzelkanal bestatigen. Der allgemeine Tenor der genannten
Studien besteht in der Hoffnung, im Niedrigtemperaturplasma eine neue Moglichkeit
gefunden zu haben, problematische Bakterien, zum Beispiel in schwer zuganglichen
Gebieten wie dem Wurzelkanal oder solche mit Antibiotikaresistenz, effektiv zu inaktivieren.
Allerdings fordern alle Autoren als nachsten Schritt umfassende klinische Studien zur

Bestatigung der gewonnenen Daten aus den In-vitro-Versuchsaufbauten.

Der Einfluss des Biofilmalters auf die Toxizitdt der verschiedenen Agenzien wird in Kapitel

5.1.4 diskutiert.

5.1.2 CHX-Versuche

Wie in Kapitel 2 beschrieben, ist Chlorhexidin (CHX) in verschiedenen Konzentrationen ein in
der Zahnmedizin haufig eingesetztes Desinfektionsmittel in den Bereichen der
Parodontologie, Kariologie oder Endodontologie. Aus diesem Grund wurden die E. faecalis-
Biofilme auch mit CHX behandelt. Dafiir wurden die Biofilme, wie in Kapitel 4.5.2 ausfiihrlich
erlautert, mit PBS gewaschen und danach fir fiinf Minuten mit CHX versetzt. Dabei kamen
CHX-Konzentrationen von 0,2% als auch von 2% zum Einsatz. Nach Absaugen des Agens und
nochmaligem Waschen mit PBS wurde der Biofilm in 1 ml PBS gel6st, abgekratzt, in
Eppendorf-Cups Uberfihrt und in sechs Verdiinnungsstufen auf eine Agarplatte aufgebracht.
Am nachsten Tag wurden die koloniebildenden Einheiten gezahlt und dokumentiert.
AuBerdem wurde jeweils eine unbehandelte Kontrollprobe mitgefiihrt und ausgewertet. Die
Untersuchungsreihe mit CHX fand mit Biofilmen unterschiedlichen Alters (24, 48 oder 72

Stunden) und den zwei Versuchsbedingungen ,trocken” oder ,feucht” statt.
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Die folgenden drei Abbildungen (Abb. 12-14) zeigen, graphisch ausgewertet, die Ergebnisse

der antibakteriellen Wirkung von CHX gegen E. faecalis-Biofilme.

Unabhangig vom Alter und den Versuchsbedingungen ,trocken” oder ,feucht” der Biofilme
nahm die Anzahl der KBE bei Zugabe von 2%igem CHX um mehr als 5 logio-Stufen im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe ab. Die Hohe der KBE lag bei diesem Versuch
immer unter dem Detektionslimit. Auch das 0,2%ige CHX zeigte eine desinfizierende
Wirkung: beim trockenen Biofilm lag die Reduktion der KBE aller drei Biofilm-Altersstufen bei
mindestens 5 logio-Stufen. Im Feuchten erfolgte nach Zugabe von 0,2%igem CHX eine logio-

Stufen-Reduktion von lber 3 logio-Stufen.
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Abb. 12 CHX-Behandlung bei 24 Stunden altem Biofilm E. faecalis. Im Trockenen fand sowohl bei 0,2%igem, als auch bei
2%igem CHX eine Reduktion von Uber 5 logio-Stufen statt. Bei Letzterem lag die Anzahl der KBE unter dem
Detektionslimit. Beim feuchten Biofilm erfolgte bei einer CHX-Konzentration von 0,2% eine logio-Stufen-Reduktion von
mehr als 3 logjo-Stufen, bei 0,2%igem CHX lag die Anzahl der KBE unter dem Detektionslimit. Die logjo-Stufen-
Reduktionen wurden immer in Relation zu der jeweiligen Kontrollprobe berechnet. UK: Unbehandelte Kontrolle, diinne
schwarze horizontale Linie: Detektionslimit.
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Abb. 13 CHX-Behandlung bei 48 Stunden altem Biofilm E. faecalis. Im Trockenen reduzierte sich die KBE bei einer
Behandlung mit 0,2%igem CHX um 5 log;o-Stufen, nach einer 5-miiitigen Einwirkzeit von 2%igem CHX lag die Anzahl KBE
unter dem Detektionslimit. Im Feuchten erfolgte nach 5-miniitiger CHX-Behandlung eine Reduktion der KBE um iiber 3
logio-Stufen bei 0,2% CHX und um mehr als 5 log:o-Stufen bei 2% CHX. UK: Unbehandelte Kontrolle, diinne schwarze
horizontale Linie: Detektionslimit.
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Abb. 14 CHX-Behandlung bei 72 Stunden altem Biofilm E. faecalis. Im Trockenen reduzierte sich die KBE bei einer
Behandlung mit 0,2%igem CHX um uber 5 log:o-Stufen, nach einer 5-miiitigen Einwirkzeit von 2%igem CHX lag die Anzahl
KBE unter dem Detektionslimit. Im Feuchten erfolgte nach 5-miniitiger CHX-Behandlung eine Reduktion der KBE um iiber
3 logio-Stufen bei 0,2% CHX und um mebhr als 5 logio-Stufen bei 2% CHX. UK: Unbehandelte Kontrolle, diinne schwarze
horizontale Linie: Detektionslimit.
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In der Zahnmedizin gilt CHX seit Jahrzehnten als Goldstandard fiir die Desinfektion bei
Entziindungen und Krankheiten in der Mundhohle, sei es bei Patienten mit Parodontitis,
Wurzelkanalentziindungen oder zur Kariespravention. Demzufolge wird CHX in vielen

Studien als Vergleichsagens zu alternativen Desinfektionsmitteln herangezogen.

Chemisch gesehen ist CHX (1,1-Hexamethylenbis[5-(4-chlorphenyl)biguanid]) (siehe Abb. 15)
ein symmetrisches, kationisches Bisbiguanid, das durch seine zweifach positive Ladung sehr
reaktionsfreudig ist [65]. Somit bindet es unter anderem an die negativ geladenen
Bakterienzellwadnde, infiltriert diese und fiihrt durch Strukturveranderungen an der Zellwand
der Bakterien zu deren Inaktivierung. CHX wirkt sowohl gegen grampositive- als auch
gramnegative Bakterien und hat je nach Konzentration einen bakteriostatischen oder

bakteriziden Effekt [66].
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Abb. 15 Strukturformel von CHX

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Konzentrationen von 0,2% und 2% werden in
der Zahnarztpraxis je nach Krankheitsbild unterschiedlich verwendet. Im Bereich der
Parodontologie kommt das niedriger dosierte CHX von 0,2% zum Einsatz [58], wohingegen in
der Endodontologie haufig hartnackigen Keimen, wie zum Beispiel E. faecalis,

entgegengewirkt werden muss, was die Anwendung von 1-2%igem CHX indiziert [9].

Gomes et al. untersuchten im Jahr 2001 in vitro die antiseptischen Potentiale von CHX und
NaOCl in verschiedenen Konzentrationen und Darreichungsformen gegeniber E. faecalis
[67]. NaOCl (0,5%, 1%, 2,5%, 4% und 5,25%) wurde in liquider Form verwendet, CHX (0,2%,
1% und 2%) sowohl als Gel, wie auch als Fliissigkeit. 24 Stunden lang inkubierte E. faecalis-
Kolonien wurden in 0,85%iger Kochsalzlosung resuspendiert und mit den erwahnten

Agenzien fir jeweils 10, 30 und 45 Sekunden und 1, 3, 5, 10, 20, 30, 60 und 120 Minuten in
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Kontakt gebracht. Alle getesteten Stoffe flihrten zu einer vollstandigen Bakterienelimination,
die jedoch abhangig von Einwirkzeit und Antiseptikum war. Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit soll im Folgenden nur auf die zwei Agenzien niher eingegangen werden,
die auch im Rahmen dieser Dissertation verwendet wurden. Nach einer Einwirkzeit von 30
Sekunden des 0,2%igen CHX konnten keine koloniebildenden Einheiten von E. faecalis mehr
detektiert werden, fir das 2%ige CHX war sogar eine Dauer von unter 30 Sekunden fir den
gleichen Effekt ausreichend [67]. In der vorliegenden Doktorarbeit wurde fiir beide CHX-
Konzentrationen eine Kontaktdauer von 5 Minuten mit dem Mikroorganismus gewahlt. Fir
das 2%ige CHX wurde auch hier eine komplette Bakterieninaktivierung erreicht, in der
niedrigeren Konzentration von 0,2% wurde die Anzahl der KBE im Feuchten jedoch nur um 3
logio-Stufen reduziert, im Trockenen um 5 logyo-Stufen. Dies steht im Gegensatz zu den
Resultaten von Gomes et al., die eine komplette Bakterienelimination nach 30 Sekunden
Einwirkzeit von 0,2%igem CHX zeigen [67]. Eine Erklarung fir diese unterschiedlichen
Ergebnisse konnte der Umstand sein, dass Gomes et al. mit einer planktonischen
Bakterienl6sung arbeiteten, im Gegensatz zum Biofilm-Modell dieser Promotionsarbeit. Wie
in Kapitel 1.1 erwahnt, sind Bakterien, die in einem Biofilm organisiert sind, in einem
Netzwerk miteinander verwoben und in diesem Zusammenschluss viel effektiver vor der
Wirkweise antibakterieller Stoffe geschiitzt als frei flottierende Mikroorganismen. Dies
scheint entweder eine Erhohung der Einwirkzeit oder der Konzentration des verwendeten
Agens no6tig zu machen. Um diese Vermutung zu bestatigen, sollten jedoch weitere
Versuchsreihen durchgefiihrt werden, um die Effektivitdt von CHX in planktonischen

Losungen und in Biofilmen unter gleichen Bedingungen vergleichen zu kénnen.

Viele andere Autoren, vor allem im Forschungsbereich der Endodontologie, beschaftigen
sich ebenfalls mit der antibakteriellen Wirkung von CHX, wobei CHX meist als Vergleichsstoff
zu unterschiedlichsten innovativen Desinfektionsmitteln getestet wird. So existieren Studien,
die an CHX unter anderem die Wirkung von antibakterieller photodynamischer Therapie
messen [68], von Octenisept [69], von pflanzlichen Stoffen wie Azadirachta indica, Curcuma
longa [70], Arctium lappa oder Aloe vera [71]. In all diesen Arbeiten wird die sehr gute

antimikrobielle Effektivitdt von CHX gegen Bakterien bestatigt.

Einen interessanten Ansatz zur Maximierung der Wirksamkeit von CHX stellten Haseeb et al.

in einer In-vitro-Studie aus dem Jahr 2016 vor [72]. Aufgrund der schnellen Fliichtigkeit des
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Wirkstoffes bei herkdmmlichen Spillésungen, suchte die Forschungsgruppe um Haseeb eine
Moglichkeit, die Verweildauer und die Penetration der Dentintubuli der antibakteriellen
Komponenten zu erhéhen. Eine denkbare Methode besteht somit im EinschlieBen des CHX-
Wirkstoffes in Nanopartikel, die durch Tragerstoffe wie Spillésungen, medikamentdse
Einlagen oder Wuzelkanal-Sealer in das Endodont gelangen. Somit kommen die Nanopartikel
am gewdlnschten Wirkungsort zum Liegen, das eingekapselte CHX diffundiert in das
umliegende Gewebe und kann dort bis zu 21 Tage lang effektiv lokal wirken [72]. Nach
erfolgreicher In-vitro-Testung sollten die Ergebnisse zukiinftig in klinischen Studien naher

untersucht werden.

Wie die genannten Studien belegen, ist CHX also noch immer aus gutem Grund Mittel der
Wahl bei der Keimreduzierung in der Mundhohle. Bei langerer Anwendung kénnen jedoch
einige  unerwiinschten Nebenwirkungen, wie Zahn- und Zungenverfarbungen,
Zahnsteinbildung oder Geschmacksirritationen die Folge sein [73, 74]. Aus diesem Grund ist

die Erforschung alternativer Desinfektionsagenzien von hoher Relevanz.

5.1.3 UVC-Versuche

Parallel zu den Experimenten mit CAP und CHX wurde der E. faecalis-Biofilm auch mit UVC
behandelt. GemaR der Versuchsbeschreibung in Kapitel 4.5.3 wurden dafiir Energiedosen
von 0,005 J/cm?, 0,065 J/cm?, 0,13 J/cm? und 0,26 J/cm? verwendet. Auch bei der
Bestrahlung mit UVC wurden Biofilme im Alter von 24, 48 oder 72 Stunden verwendet und

es wurde zwischen ,trockenem” und ,feuchten” Biofilm unterschieden.

Die Ergebnisse sollen im Folgenden anhand der gezeigten Graphiken (Abb. 16-18) analysiert

werden.

Bis auf eine Ausnahme (48h alter Biofilm, trocken, 0,065 J/cm?) kann man erkennen, dass die
Bestrahlung mit UVC sowohl im Trockenen als auch im Feuchten duRerst effektiv gegen E.
faecalis war: bei einer Dosis von 0,005 J/cm? reduzierte sich die Anzahl der KBE um mehr als
5 logio-Stufen und ab einer Dosis von 0,065 J/cm? lag die Anzahl der KBE unter dem

Detektionslimit.
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Abb. 16 UVC-Bestrahlung bei 24 Stunden altem Biofilm. Im Trockenen erfolgte bei einer Dosis von 0,005 J/em’ eine
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Reduktion der KBE um mehr als 3 logjo-Stufen. Ab einer Energiedosis von 0,065 J/cm2 lag die Anzahl der KBE unter dem
Detektionslimit. Im Feuchten erfolgte ab einer Dosis von 0,005 J/cm2 eine Reduktion der KBE um mehr als 5 log;o-Stufen,

ab einer Dosis von 0,065 J/cm2 lag die Anzahl der KBE unter dem Detektionslimit. UK: Unbehandelte Kontrolle, diinne

schwarze horizontale Linie: Detektionslimit.
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Abb. 17 UVC-Bestrahlung bei 48 Stunden altem Biofilm. Alle bestrahlten Proben wiesen nach dem Auszdhlen sowohl im
Trockenen als auch im Feuchten eine Reduktion ihrer KBE um mehr als 5 log;o-Stufen auf. UK: Unbehandelte Kontrolle,
diinne schwarze horizontale Linie: Detektionslimit.
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Abb. 18 UVC-Bestrahlung bei 72 Stunden altem Biofilm. Sowohl im trockenen als auch im feuchten Zustand erfolgte ab
einer Bestrahlungsdosis von 0,005 J/cm2 eine Reduktion der KBE um mehr als 5 log;o-Stufen, ab einer Dosis von 0,065
) em? lag die Anzahl der KBE jeweils unter dem Detektionslimit. UK: Unbehandelte Kontrolle, diinne schwarze
horizontale Linie: Detektionslimit.
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Bevor die Ergebnisse aus den UVC-Versuchen mit bestehender Fachliteratur verglichen

werden, sollen im Folgenden kurz die Eigenschaften und die Wirkweise von UVC geschildert

werden.

Schon im Jahr 1878 beschrieben Downes und Blunt ihre Entdeckung, dass Mikroorganismen,
insbesondere Bakterien, unter Sonneneinstrahlung in ihrem Wachstum gehemmt sind [75].
Heute weill man, welcher Teil des Sonnenlichts fiir diese antibakterielle Wirkung
verantwortlich ist. Abb. 19 zeigt einen Teil des elektromagnetischen Spektrums: im Bereich
von ca. 400 nm bis 780 nm spricht man von fir den Menschen sichtbarem Licht. Die
dariberliegenden Wellenlangenbereiche zahlen zum Infrarot-Bereich, die darunterliegenden
werden als ultraviolette Strahlung bezeichnet. UV-Strahlung wird weiter unterteilt in die
Bereiche UV-A (400-320 nm), UV-B (320-290 nm) und (UV-C 290-200 nm) [76]. Eine
keimtotende Wirkung hat dabei die UVC-Strahlung, am effektivsten bei einer Wellenlange
von ca. 254 nm. Diese Wellenlange ist deshalb besonders gut geeignet, weil sie weitgehend
dem Absorptionsmaximum der DNS entspricht. Der ausgeloste photochemische Prozess

initiiert eine Veranderung der Bakterien-DNS, wodurch die DNS-Replikation beeintrachtigt

und der Mikroorganismus inaktiviert wird [77, 78].
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Abb. 19 Ausschnitt aus dem elektromagnetisches Spektrum [79]
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In einer In-vitro-Studie aus dem Jahr 1998 untersuchten Conner-Kerr et al. die Effektivitat
einer UVC-Bestrahlung bei einer Wellenlange von 254 nm gegen antibiotikaresistente
Stamme von Staphylococcus aureus und Enterococcus faecalis [80]. Zum Einsatz kamen bei
den Untersuchungen Bakteriensuspensionen, die vor der UVC-Behandlung auf Schafsblut-
Agarplatten ausgestrichen und nach erfolgter Bestrahlung fiir 24 Stunden bei 35° C inkubiert
wurden. Die in der Studie angegebene Bestrahlungsstarke von 15.54 mW/cm? kann,

multipliziert mit der Zeit, in die Dosis umgerechnet werden:
Dosis [J/cm?] = Bestrahlungsstirke [W/cm?] x Zeit [s]

Somit ergeben sich gerundet Bestrahlungsdosen von 0,03, 0,07, 0,12, 0,23, 0,46, 0,7, 0,93,
1,39 und 1,86 J/cmz. Beide Bakterienstimme wurden ab einer Dosis von 0,07 J/cm2 um
99,9% inaktiviert. Die Methicillin-resistenten S. aureus-Stamme (MRSA) erreichten ab einer
Dosis von 1,39 J/cm2 eine Reduktion von 100%, bei den Vancomycin-resistenten E. faecalis-
Staimmen (VRE) war dies schon ab einer Bestrahlung von 0,7 J/cm? der Fall.
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass UVC gegeniliber den beschriebenen
Bakterien eine bakterizide Wirkung hat und dass dieser Effekt gegen E. faecalis mit
niedrigeren Dosen erreicht werden kann als bei S. aureus [80]. Verglichen mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit l4sst sich folgende Parallele ziehen: Ahnlich wie bei der
Dosis von 0,7 J/cm? bei Conner-Kerr et al. lag die Anzahl der KBE von E. faecalis bei einer
Dosis von 0,065 J/cm2 im Rahmen dieser Dissertation bei einer Reduktion von lber 5 logo-

Stufen bzw. unterhalb der Nachweisgrenze (siehe Abb. 16-18).

Bak et al. veroffentlichten im Jahr 2009 die Ergebnisse einer In-vitro-Studie zu dem Thema
der Keimbesiedlung in Urinkathetern und deren Desinfektionsmoglichkeiten mittels UVC-
Licht [81]. In den 67 untersuchten kontaminierten Schlauchen wurde nach Benutzung an
Patienten eine hohe Rate an Biofilmbesiedlung gefunden, unter anderem bestehend aus E.
faecalis. Die Katheterschlauche wurden in gleich groRe Stlicke geschnitten und anschlieRend
mit unterschiedlichen Energiedosen an UVC bestrahlt. AnschlieRend wurde der Biofilm aus
dem Schlauch-Lumen entfernt und die KBE nach Bebritung auf Agarplatten ausgezahlt.
Abhdngig von den Kontrollproben, die keiner UVC-Bestrahlung ausgesetzt wurden, konnte
die durchschnittliche Inaktivierungsrate durch UVC-Applikation berechnet werden. Nach

einer UVC-Behandlung mit 0,0118 J/cm2 konnte eine Keiminaktivierung von 89,6% erreicht
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werden, bei einer Dosis von 0,047 J/cm2 wurde eine Entkeimungsrate von 98% erzielt und

bei 1,4 J/cm2 von 99%.

Auch andere Studien, die sich mit der Desinfektion von Krankenhauszimmern durch UVC
beschaftigten [82, 83], von medizinischen Gerdten und Instrumenten [84—-86] oder mit der
Keimreduzierung im Lebensmittelbereich [87], bestdtigen die gute Wirksamkeit der UVC-
Strahlung gegen Bakterien. Somit ist mit dem Versuchsblock der E. faecalis-Inaktivierung
mittels UVC eine gute Vergleichsmoglichkeit zur Wirksamkeit anderer Desinfektionsmittel,

wie zum Bespiel von CAP, gegeben.

5.1.4 Diskussion der Ergebnisse in Abhdngigkeit des Biofilmalters

Insbesondere bei den CAP-Versuchen (Abb. 9-11), aber auch bei Behandlung mit CHX (Abb.
12-14) und UVC (Abb. 16-18), sind - bei gleichen Parametern - deutliche Unterschiede in der
Anzahl der KBE bzw. in der Hohe der Keimreduktion zwischen den verschiedenen Biofilm-
Altersstufen zu erkennen. Dies legt die Vermutung nahe, dass der Biofilm mit steigendem
Alter, das heiRt in gleichem Male mit zunehmender Biofilmdicke, weniger schnell und

weniger effektiv von bakteriziden Agenzien beeinflusst wird.

Mit genau dieser Frage setzten sich Chau et al. in einer In-vitro-Studie aus dem Jahr 2015
auseinander [88]. Im Rahmen der Untersuchungen wurden E. faecalis-Biofilme auf
Hydroxylapatit-Scheibchen kultiviert. Als Agens zur Inaktivierung wurde NaOCl in
verschiedenen Konzentrationen gewahlt. NaOCl wurde daraufhin mit einer Einwirkzeit von
jeweils 5 Minuten gegen E. faecalis-Biofilme unterschiedlichen Alters getestet (22 h, 46 h, 70
h, und 94 h alte Biofilme). AuBerdem wurde der Zusammenhang zwischen der
Inaktivierungseffektivitat und der Behandlungszeit ndaher untersucht. Daflir wurde der 70
Stunden alte Biofilm fiir 1, 3, 5 und 7 Minuten mit NaOCI versetzt. In den Ergebnissen der
Studie beschrieben Chau et al. eine deutliche Korrelation zwischen der bakteriziden Wirkung
von NaOCl und dem Alter des behandelten Biofilms: je dlter der Biofilm, desto schwacher die
Wirkung des Antiseptikums. Ein weiteres Resultat der Experimente war die Bestatigung, dass
der Einfluss von NaOCI auch mit der Behandlungsdauer im Zusammenhang steht: je langer

die Einwirkzeit desto hoher der toxische Effekt [88].
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Trotz unterschiedlicher Agenzien lassen diese Ergebnisse im Vergleich mit der vorliegenden
Arbeit den Schluss zu, dass die antibakterielle Wirkung von Desinfektionsmitteln gegeniiber
E. faecalis-Biofilmen in Abhangigkeit von Biofilmalter und Behandlungszeit bewertet werden

muss. Diese Vermutungen sollten jedoch noch in weiteren In-Vivo-Studien bestatigt werden.

5.2 Inaktivierung von C. albicans

Der zweite grofle Versuchsblock im Rahmen dieser Arbeit bestand aus dem Vergleich der
Wirksamkeit von CAP mit hinlanglich erforschten Agenzien (CHX und UVC) zur Inaktivierung
von C. albicans. Die folgenden Unterkapitel sollen die gewonnenen Ergebnisse genauer

darstellen und mit schon vorhandener Literatur vergleichen.

5.2.1 CAP-Versuche

Bei den CAP-Experimenten mit C. albicans wurde der Pilz in zwei unterschiedlichen
Versuchsaufbauten untersucht — einmal in Form von Agarplattenexperimenten und zum
anderen in Form des schon von E. faecalis bekannten Biofilm-Modells. Im Folgenden werden

die Ergebnisse dieser zwei Versuchsteile gezeigt.

5.2.1.1 Agarplatten-Versuche

Wie in Kapitel 4.6.4 beschrieben, wurde bei den Agarplatten-Versuchen eine Candida-
Suspension direkt auf die Platten aufgebracht. Nach Verstreichen und Einziehen der Lésung
wurden die Platten unter der Derma-Care-Plasmaquelle fiir 1, 3, 5 oder 10 Minuten mit CAP
behandelt. Wie ublich wurde zusatzlich immer eine Kontrollreihe mit unbehandelten Platten
angefertigt. Aulerdem wurde untersucht, ob das Plasma moglicherweise einen direkten
Einfluss auf den Agar hat, indem eine Platte erst mit CAP behandelt wurde und dann die
Candida-Loésung aufgetragen wurde. Die Ergebnisse dieser Untersuchung wurden nicht
graphisch dargestellt. Deshalb soll hier erwdhnt werden, dass die Anzahl der KBE nach
diesem Verfahren genauso hoch war wie bei den Kontrollplatten. Somit konnte dies als
mogliche Fehlerquelle eines falsch-positiven Ergebnisses hinsichtlich einer antibakteriellen

Wirkung von CAP aus geschlossen werden.
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Graphisch ist in Abb. 20 zu erkennen, wie die Anzahl der KBE konstant abnahm. Nach 1
Minute CAP-Behandlung erfolgte eine Reduktion um 3 logio-Stufen, ab 3 Minuten

Behandlungsdauer um 5 logjo-Stufen.
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Abb. 20 CAP-Behandlung von C. albicans-Suspensionen auf Agarplatten. Nach 1 Minute erfolgte Reduktion von mehr als
3 logio-Stufen, ab 3 Minuten CAP-Behandlung fand eine Reduktion von 5 iiber logio-Stufen statt. UK: Unbehandelte
Kontrolle, DL: Detektionslimit.

5.2.1.2 Biofilm-Versuche

Die Experimente mit C. albicans in Biofilmschalchen wurden dhnlich ausgefiihrt wie die
Experimente mit E. faecalis. Ein Unterschied lag jedoch im Alter der Biofilme: aufgrund der
erheblich héheren Schichtdicke als bei den E. faecalis-Biofilmen (vgl. Abb. 8) wurden bei C.
albicans Biofilme im Alter von 6 und 12 Stunden gewahlt. Bei den 6 Stunden alten Proben
wurden Behandlungszeiten von 5 und 10 Minuten angewendet, im Trockenen zusatzlich von

15 Minuten. Die 12 Stunden alten Biofilme wurden jeweils fiir 1, 3, 5 oder 10 Minuten
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behandelt. AuRerdem wurde immer eine Kontrollreihe mit unbehandelten Proben (UK:

Unbehandelte Kontrolle) angefertigt.

Die folgenden zwei Graphiken (Abb. 21 und 22) zeigen, dass CAP im beschriebenen
Versuchsaufbau keinen desinfizierenden Effekt auf den Pilz hatte. Unabhangig von den

Behandlungszeiten konnte mit CAP keine Reduktion um 23 logyo-Stufen erzielt werden.
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Abb. 21 CAP-Behandlung bei 6 Stunden altem Candida-Biofilm. Bei keiner behandelten Probe ist ein Riickgang der KBE zu
erkennen. UK: Unbehandelte Kontrolle, diinne schwarze horizontale Linie: Detektionslimit.
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Abb. 22 CAP-Behandlung bei 12 Stunden altem Candida-Biofilm. Unabhangig von den Bedingungen ,trockener” oder
»feuchter” Biofilm erfolgte bei keiner Behandlungszeit eine Reduktion der KBE von mindestens 3 log,,-Stufen. UK:
Unbehandelte Kontrolle, diinne schwarze horizontale Linie: Detektionslimit.

Beim Vergleich der beiden beschriebenen Versuchsteile in diesem Kapitel fallt auf, dass die
Inaktivierung von planktonischer Candida-Losung sehr effektiv war, im Gegensatz zu einer
CAP-Behandlung von Candida-Biofilm, die keine antimikrobielle Wirkung zeigte. Nun stellt

sich die Frage, warum es hier solche Unterschiede gibt.

Maisch et al. zeigten 2012, dass CAP ein effektives Agens zur Inaktivierung von C. albicans
sowohl in frei flottierender Form, als auch in einem Biofilmgefiige darstellt [52]. Dafiir wurde

im ersten Versuchsteil der In-Vitro-Studie die CAP-Wirkung auf den Pilz bei
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Behandlungszeiten von 20 und 40 Sekunden und 1, 5 und 10 Minuten getestet. Fir diese
Experimente wurde, ahnlich wie in dieser Doktorarbeit, eine planktonische Candida-Lésung
auf Sabouraud-Agarplatten aufgebracht und die Agarplatten nach Einziehen der Flissigkeit
mit den genannten Zeiten unter der Plasmaquelle behandelt. Nach einer Inkubationszeit von
24 Stunden wurden die Platten ausgezahlt. Nach 40 Sekunden Behandlung mit CAP wurde
eine Inaktivierungsrate von Uber 3 logio-Stufen erreicht, nach 2 Minuten betrug die logio-
Stufen-Reduktion mehr als 5 logyo-Stufen [52]. Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten
der vorliegenden Arbeit in etwa Uberein (siehe Abb. 20): auch hier konnte bei einer
Behandlungsdauer von 1 Minute eine logyo-Stufen-Reduktion von {iber 3 log;o-Stufen erzielt
werden, ab 3 Minuten betrug die Reduktion der KBE mehr als 5 logip-Stufen. Gegensatze
ergeben sich nun im Vergleich zwischen den Ergebnissen des zweiten Versuchsteils der
Studie der Forschungsgruppe um Maisch und jenen dieser Publikation. Im Rahmen der
genannten Veroffentlichung wurden Candida-Biofilme in 6-Well-Platten (a jeweils ca. 9 cm?
Wachstumsoberflache pro Well) hergestellt und 24 Stunden lang inkubiert. Danach erfolgte
eine CAP-Behandlung liber 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10 und 15 Minuten. AuBerdem wurde in jedem
Durchgang eine unbehandelte Kontrollprobe angefertigt. Nach Abkratzen des Biofilms und
Uberfiihrung in PBS wurde die verdiinnte Candida-Lésung auf Agarplatten ausplattiert und
nach einer Inkubation von 24 Stunden die verbliebenen KBE ausgezahlt. Nach 7 Minuten
Behandlungszeit wurde eine Inaktivierungsrate der Pilzzellen von mehr als 3 logio-Stufen
erreicht, nach 8 Minuten konnte eine log,o-Stufen-Reduktion von 6 festgestellt werden [52].
Diese Ergebnisse belegen, parallel zur vorliegenden Promotionsarbeit, den Fakt, dass die
CAP-Behandlung bei planktonischen Candida-Kulturen erheblich besser, bzw. in kirzerem
Zeitraum mit hoherer Effektivitdt, wirkt. Die erzielten Resultate bei den Experimenten mit
Candida-Biofilm divergieren jedoch sehr stark. Im Gegensatz zu den Studienaussagen von
Maisch et al. hatte die CAP-Behandlung im Rahmen der vorliegenden Arbeit keinerlei
Auswirkungen auf den Biofilm, obwohl hier jlingere Biofilme von 6 bzw. 12 Stunden
Anwendung fanden, die — ausgehend von der Feststellung in Kapitel 5.1.4 — leichter zu
inaktivieren sein mussten als 24 Stunden alter Biofilm. Eine plausible Erklarung fir diese
widersprichlichen Ergebnisse liegt in den unterschiedlichen Versuchsaufbauten der zwei
Studien. Im Gegensatz zu dieser Promotionsarbeit wurden bei Maisch et al. keine einzelnen

Biofilmschalchen verwendet, sondern 6-Well-Platten, die unter einer gréReren Plasmaquelle
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(117 cm? bei Maisch et al. versus 9,6 cm? im Rahmen dieser Doktorarbeit) behandelt
wurden. Hierdurch entstand ein grofleres Behandlungsareal mit einem gesteigerten
Gasaustausch. Durch die groBere Flache vergroBerte sich auch das Luftvolumen zwischen
der Plasmaquelle und den Biofilmen [52]. Somit konnten mehr reaktive Sauerstoffspezies
(ROS/RNS) erzeugt werden und die Effektivitit von CAP wurde im Vergleich zu den

Experimenten dieser Dissertation intensiviert.

Somit konnte die Aussage bestatigt werden, dass die Inaktivierung planktonischen Biofilms
sich deutlich effektiver gestaltet, der Versuchsaufbau der Biofilmexperimente sollte in

weiterfihrenden Arbeiten jedoch noch einmal Gberpriift und eventuell modifiziert werden.

5.2.2 CHX-Versuche

Fiir die Inaktivierungsexperimente mit CHX wurden CHX-Konzentrationen von 0,2% und 2%
verwendet. Das Alter der Candida-Biofilme entsprach 6 oder 12 Stunden. Wie in Kapitel 4.6.2
erlautert, wurden die Biofilme nach Waschen mit 1 ml PBS fiir 5 Minuten mit 1 ml CHX der
jeweiligen Konzentration versetzt, bevor sie nach Abziehen des CHX nochmals mit 1 ml PBS

gewaschen und ausplattiert wurden.

Die folgenden zwei Graphiken (Abb. 23 und 24) zeigen, dass CHX in beiden Konzentrationen
sehr effektiv gegen C. albicans wirkt: sowohl beim feuchten als auch beim trockenen Biofilm
ist nach flinfminitiger Einwirkung von 0,2%igem oder 2%igem CHX eine Reduktion der KBE

um mehr als 5 logqo-Stufen zu erkennen.
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Abb. 23 CHX-Behandlung von 6 Stunden altem Candida-Biofilm. Unabhangig von der Bedingung ,trockener” oder
»feuchter” Biofilm lag die Anzahl der KBE nach 5miniitiger Behandlung mit 0,2%igen oder 2%igem CHX unterhalb des
Detektionslimits. UK: Unbehandelte Kontrolle, diinne schwarze horizontale Linie: Detektionslimit.
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Abb. 24 CHX-Behandlung von 12 Stunden altem Candida-Biofilm. Unabhéangig von der Bedingung ,trockener” oder
»feuchter” Biofilm lag die Anzahl der KBE nach 5miniitiger Behandlung mit 0,2%igen oder 2%igem CHX unterhalb des
Detektionslimits. UK: Unbehandelte Kontrolle, diinne schwarze horizontale Linie: Detektionslimit.

Chlorhexidin ist nicht nur effektiv in der Inaktivierung von Bakterien (vgl. Kapitel 5.1.2),
sondern kommt auch bei der Behandlung von Pilzinfektionen, wie der Candidiasis, zum
Einsatz. Die fungizide Wirkung CHX-haltiger Mundspulldsungen wurde in der Vergangenheit

vielfach von unterschiedlichen Forschungsgruppen untersucht.

Shrestha et al. beurteilten in einer In-vitro-Studien aus dem Jahr 2011 die antimykotische
Wirksamkeit von CHX- und Thymol-haltigen Losungen [89]. Finf Patienten, die Anzeichen
einer Candidiasis zeigten, wurde mit sterilen Baumwolltupfern von den betreffenden
Lasionen Proben entnommen. Neben Candida tropicalis wurden daraus Uberwiegend

Candida albicans-Stamme isoliert. Die Proben wurden jeweils 0, 30, 60 und 120 Minuten mit
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0,2%igem CHX und Thymol behandelt. Aus den erzielten Resultaten schlussfolgerten die
Wissenschaftler eine bessere Wirkung des 0,2%igen CHX gegeniiber Thymol, da bei ersterem
eine Inaktivierung nach 30 Minuten stattfand, bei letzterem jedoch erst nach 90 Minuten
[89]. Ein umfassender Vergleich zur vorliegenden Promotionsarbeit ldsst sich nur schwer
ziehen, da die Versuchsbedingungen voneinander abweichen. Im Rahmen dieser
Dissertation konnte eine vollstandige Wachstumshemmung von C. albicans schon nach 5
Minuten Einwirkzeit von 0,2%igem CHX festgestellt werden. Bei der beschriebenen Studie
kann man annehmen, dass dieser Zustand nach einer nicht naher definierten

Behandlungsdauer zwischen 0 und 30 Minuten lag.

Eine ahnliche In-vitro-Studie, die die Wirksamkeit 0,2%igen Chlorhexidins mit diversen
anderen Mundspullésungen gegeniber Hefepilzen - unter anderem C. albicans - vergleicht,
stammt von der Forschungsgruppe um Giuliana aus dem Jahr 1997 [90]. Fir die zwei
getesteten CHX-Losungen waren bei einer Konzentration von jeweils 0,2% fiur die
vollstandige Candida-Inaktivierung Einwirkzeiten von 30 bzw. 60 Sekunden ausreichend [90].
Auch in dieser Studie von Giuliana et al. differiert die Behandlungsdauer von der
finfminutigen CHX-Applikation im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit. Somit scheint der
Zeitpunkt der kompletten Inaktivierung in einem Zeitraum zwischen 30 Sekunden und 5
Minuten zu liegen. Diese Annahme sollte in weiteren Studien naher untersucht und

gegebenenfalls bestatigt werden.

Estrela et al. priften - im Gegensatz zu den zwei bereits genannten Publikationen - in einer
In-vitro-Studie aus dem Jahr 2003 2%iges CHX sowie 2%iges NaOCI auf antibakterielle und
fungizide Eigenschaften [91]. In einem Teil der Forschungsarbeit wurden sterile
Papierspitzen in Bakterien- bzw. Pilzlosung getrankt, anschlieBend in Petrischalen iberfihrt
und mit einem der beiden Agenzien bzw. mit sterilem Wasser als Kontrolllésung versetzt.
Nach 5, 10 oder 30 Minuten Einwirkzeit wurden die Papierspitzen in eine neutralisierende
Losung gegeben, um die stattfindenden Reaktionen zu stoppen. Daraufhin wurden die
Proben bei 37°C fiir 48 Stunden inkubiert und das mikrobielle Wachstum anhand der
Tribung der Flussigkeit makro- und mikroskopisch festgestellt. Die Ergebnisse, die die
Wirkung von CHX auf C. albicans beschreiben, zeigen eine vollstandige Inaktivierung des
Pilzes ab der kiirzesten getesteten Einwirkdauer von 5 Minuten [91]. Diese Resultate decken

sich mit jenen der vorliegenden Promotionsarbeit (vgl. Abb. 23 und 24).
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5.2.3 UVC-Versuche

Auch die Candida-Biofilme wurden mit UVC bestrahlt. Es wurden Biofilme im Alter von 6, 12
und 24 Stunden verwendet. Die Bestrahlungsdosen entsprachen 0,005 J/cm? und 0,26 J/cm?,
der 24 Stunden alte Biofilm wurde aullerdem noch einer Strahlungsintensitat von 0,195
J/cm? ausgesetzt. In jedem Versuchsdurchgang wurden wieder unbehandelte Kontrollproben

angefertigt.

In den drei folgenden Graphiken (Abb. 25-27) ist zu erkennen, dass UVC gegen C. albicans
nicht an die hohe desinfizierende Wirkung gegen E. faecalis heranreicht. Dennoch ist bei
einigen Energiedosen eine Reduktion der KBE um 3 logjo-Stufen oder um 5 logo-Stufen zu

konstatieren.
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Abb. 25 UVC-Behandlung bei 6 Stunden altem Candida-Biofilm. Im Trockenen wurde bei einer Dosis von 0,005 J/cmZ eine
Reduktion von iiber 3 log;o-Stufen erreicht, bei 0,26 J/cmzlag die Anzahl der KBE unter dem Detektionslimit. Im Feuchten
fand bei einer Dosis von 0,26 J/cm2 eine Keimreduktion von mehr als 3 log:o-Stufen statt. UK: Unbehandelte Kontrolle,
diinne schwarze horizontale Linie: Detektionslimit.
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Abb. 26 UVC-Behandlung bei 12 Stunden altem Candida-Biofilm. Im Trocken wurde bei keiner Energiedosis eine
antimikrobielle Wirkung erzielt, im Feuchten reduzierte sich die KBE bei einer Dosis von 0,26 J/cmZ um mehr als 3 logjo-
Stufen. UK: Unbehandelte Kontrolle, diinne schwarze horizontale Linie: Detektionslimit.
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Abb. 27 UVC-Behandlung bei 24 Stunden altem Candida-Biofilm. Bei den trockenen Proben bewirkte eine Bestrahlung
mit 0,195 und 0,26 J/cm2 eine Reduktion der KBE um mindestens 5 log:o-Stufen, bei den feuchten Biofilmen reduzierte
sich die KBE ab einer Dosis von 0,195 J/cm2 um mebhr als 3 log;o-Stufen. UK: Unbehandelte Kontrolle, diinne schwarze
horizontale Linie: Detektionslimit.

Im Jahr 2011 veroffentlichten Dai et al. eine Studie Uber die Wirksamkeit von UVC-
Behandlung bei Mausen mit Candida-besiedelten Brandwunden [92]. Fiir diesen Tierversuch
wurde den andsthesierten Madusen der Ricken rasiert und ihnen in diesem Bereich
anschlieRend mithilfe eines vorgeheizten Messingblocks nicht letale Verbrennungen dritten
Grades zugefiigt. Nach Abkihlen der Wunden wurden diese mit 40 pl einer
biolumineszenten Candida-Lésung beimpft. Durch die Lumineszenz der infizierten Wunden
konnte die Pilzbesiedlung mit Hilfe einer speziellen Kamera festgestellt werden. Die UVC-

Behandlungen wurden 30 Minuten und 24 Stunden nach der Infektion durchgefiihrt, um die
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Wirkweise auf eine frische und eine etablierte Candida-Besiedlung zu untersuchen. Die erste
UVC-Bestrahlung (254 nm) fand mit einer Dosis von 2,92 J/ecm? statt und fihrte zu einer
Reduktion der Lumineszenz des Pilzes von durchschnittlich 2,16 log,o-Stufen. 24 Stunden
nach Wundinfektion betrug die Reduktion im Durchschnitt 1,94 log;o-Stufen bei einer UVC-
Dosis von 6,48 J/cm?. In der Kontrollgruppe wurden die infizierten Brandwunden topisch mit
einer fungiziden Creme behandelt. Die Forschungsgruppe stellte fest, dass die Reduktion von
C. albicans nach UVC-Bestrahlung hoher war, als nach der Applikation mit dem Standard-

Antimykotikum Nystatin [92].

Die beschriebene Studie fand zwar unter anderen Bedingungen statt, als die Experimente
dieser Doktorarbeit, dennoch kdnnen Parallelen gezogen werden. Ahnlich wie bei den Daten
von Dai et al. konnte in den UVC-Versuchen der vorliegenden Arbeit festgestellt werden,
dass die Effektivitait der UVC-Behandlung mit steigendem Biofilm-Alter zuriickging: die
vollstandige Keimreduktion des trockenen Biofilms bei einer Dosis von 0,26 J/cm2 konnte bei
keiner Versuchsbedingung des 12 und 24 alten Biofilms erreicht werden. Dass die logio-
Stufen-Reduktion bei hoheren UVC-Dosen geringer ausfiel als in dieser Dissertation ist mit
dem Umstand zu erklaren, dass in vivo generell erheblich hohere Dosen angewendet werden

mussen, als dies in In-vitro-Studien der Fall ist.

UVC-Behandlungen stellen somit eine effektive Alternative zur oberflachlichen Behandlung
infizierter Wunden dar. Sullivan et al. belegten allerdings in einer Studie aus dem Jahr 2000,
dass UVC eine bessere desinfizierende Wirkung gegen Bakterien zeigte als gegen Pilze [93].

Dies wird auch durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigt.
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5.3 Uberpriifung der mikrobiologischen Vorginge nach CAP-Behandlung mittels
Nanodrop-Versuch

Im dritten Teil der vorliegenden Promotionsarbeit sollte untersucht werden, ob die

eingesetzten Inaktivierungsverfahren, im Besonderen die Behandlung mit CAP, zu einer

messbaren DNA-Freisetzung fiihren. Dies lieRe zum Beispiel auf eine Zerstorung der

Bakterienzellwand schlieRen. Hierfiir wurden die behandelten Proben mit dem Nanodrop-

Gerat vermessen. Im folgenden Kapitel sollen nun die Ergebnisse dieses letzten grollen

Versuchsteils zusammengefiihrt und diskutiert werden.

5.3.1 Standard-DNA-Reihe

Um die gewonnenen Ergebnisse interpretieren zu kénnen, wurde im ersten Schritt dieses
Versuchsteils eine Standard-DNA-Reihe angefertigt. Hierfir wurde, wie in Kapitel 4.7
genauer beschrieben, eine Verdiinnungsreihe von gereinigter Herings-DNA erstellt und die
Konzentrationen von 1 mg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml und 1 pg/ml im Nanodrop-Gerat

vermessen.

In der folgenden Graphik (Abb. 28) sind neben der Standard-DNA-Reihe die Ergebnisse der
Positivkontrollen aufgetragen. Fir diese Positivkontrollen wurde der reife Biofilm vor der
Nanodrop-Vermessung mit Lysozym und Proteinase K behandelt, da hier die Wirkweise
bekannt ist und man von einer DNA-Freisetzung durch diese Enzyme weil}. Fiur die
Positivkontrolle 1 wurden insgesamt 200 ul des Enzymgemisches zugegeben, fiir die

Positivkontrolle 2 mit 400 pl die doppelte Menge (vgl. Kapitel 4.7).

In der Graphik ist zu erkennen, dass die OD-Werte der Standard-DNA-Reihe mit
abnehmender DNA-Konzentration proportional abnahmen (Abb. 28). Die Werte der zwei
Positivkontrollen lagen zwischen OD=0,5 und 0,6, was einer DNA-Konzentration von etwas
mehr als 100 pug/ml entspricht. Die unbehandelte Kontrolle, der keine Enzyme hinzugefuigt

wurden, zeigte keine DNA-Freisetzung.
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Abb. 28 Nanodrop-Vermessung einer DNA-Standard-Reihe, zweier Positivkontrollen und einer unbehandelten Kontrolle.
Die OD-Werte der Standard-DNA-Reihe nahmen proportional zur Konzentrationsminderung ab. Die Werte beider
Positivkontrollen entsprachen mit einer OD zwischen 0,5 und 0,6 einem DNA-Gehalt von ca. 100 pg/ml. Bei der
unbehandelten Kontrolle ist keine DNA-Freisetzung erkennbar. OD: Optische Dichte, UK: Unbehandelte Kontrolle, PK:
Positivkontrolle.

5.3.2 Nanodrop bei CAP-behandelten Proben von E. faecalis

Wie in Kapitel 4.7 beschrieben, wurden die E. faecalis-Biofilme vor der Vermessung im
Nanodrop-Gerat unterschiedlichen Behandlungen unterzogen: in der ersten Gruppe wurde
den Proben nach 5- oder 10-minitiger CAP-Behandlung 1 ml PBS zugegeben und die
Schalchen 5 Minuten stehengelassen. Danach wurden vorsichtig — ohne den am
Schédlchenboden haftenden Biofilm zu beschadigen — 200 ul Flissigkeit entnommen,
zentrifugiert und im Nanodrop-Gerat vermessen. Der einzige Unterschied bei der zweiten
Gruppe bestand in einer Wartezeit von 20 statt 5 Minuten nach CAP-Behandlung. Bei der
dritten Gruppe wurde identisch zu den ersten beiden verfahren, mit dem Unterschied, dass

der Biofilm nach PBS-Zugabe abgekratzt und danach mittels Pipette resuspendiert wurde. In
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jeder Versuchsgruppe wurde auRerdem jeweils eine unbehandelte Kontrolle im Nanodrop-

Gerat untersucht.

In der Graphik ist zu erkennen, dass die OD-Werte der behandelten Proben zwischen 0 und
0,1 lagen. Somit kann man davon ausgehen, dass der Mechanismus der Schadigung nicht mit

einer Freisetzung der DNA einherging (Abb. 29).
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Abb. 29 Nanodrop-Messungen an CAP behandelten E. faecalis-Biofilmen. Die OD aller gemessenen Proben lag bei
Werten zwischen 0 und 0,1. OD: Optische Dichte, UK: Unbehandelte Kontrolle.
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5.3.3 Einfluss von CHX

In den CHX-behandelten Proben entstanden in der Nanodrop-Software sehr untypische
Peaks, die den Verdacht nahe legten, dass CHX selbst ein Absorptionsmaximum bei den
kritischen Wellenlangen (260 nm und 280 nm) hat und somit nicht fiir die DNA-Detektion
gemald des gewahlten Versuchsaufbau verwendet werden kann. Aus diesem Grund wurde
CHX in seinen zwei Konzentrationen pur vermessen. Die zwei nachfolgenden Abbildungen
(Abb. 30 und 31) zeigen das Spektrum der optischen Dichte bei 0,2%igem und 2%igem CHX
und belegen die Vermutung, dass die dominanen Absorptionsmaxima von CHX und auch der
zusatzliche Absorptionspeak bei 300nm (Abb. 31) einer 2%igen CHX-l6sung jede Messung
zusammen mit einem anderen Stoff verfalschten. Weitere Messungen zeigten auch dieses

Problem (Abb. 32).
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Abb. 30 Nanodrop-Vermessung einer 0,2%igen CHX-L6sung. OD: Optische Dichte.
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Abb. 31 Nanodrop-Vermessung einer 2%igen CHX-Losung. OD: Optische Dichte.

Daher wurden in einem weiteren Versuch zur Uberpriifung des Einflusses von CHX der schon
beschriebenen Standard-DNA-Reihe in ihren verschieden Konzentration 0,2%iges und 2%iges
CHX zugesetzt. In der folgenden Graphik (Abb. 32) ist zu erkennen, dass CHX die Messwerte
im Nanodrop-Gerat scheinbar stark beeinflusst. Die von der Standard-DNA-Reihe (vgl. Abb.
28) stark abweichenden Werte lieBen CHX als Agens fir Positivkontrollen im Rahmen dieses

Versuchsaufbaus ausschliefSen.
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Abb. 32 Nanodrop-Ergebnisse von CHX plus Standard-DNA-Reihe. OD: Optische Dichte.

5.3.4 Diskussion der Ergebnisse

Da der genaue Wirkmechanismus kalten Plasmas auf molekularer Ebene noch nicht
hinreichend erforscht wurde, wurden die CAP-behandelten E. faecalis-Proben im Rahmen
der vorliegenden Arbeit auf DNA-Freisetzung Uberpriift. Bei positiven Ergebnissen ware zum
Beispiel eine Zerstérung der Bakterienzellwand denkbar. Wie jedoch in Abb. 29 erkennbar,
bewegte sich die OD aller Proben zwischen den Werten 0 und 0,1, das heildt, keine DNA
wurde freigesetzt. Ein Ziel weiterflihrender Arbeiten sollte demnach sein, den
Wirkmechanismus von CAP auf Bakterien- bzw. Pilzzellen molekularbiologisch ndher zu
erforschen. Die Moglichkeit einer Zellwandzerstérung von Bakterien durch CAP kann durch

die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gegenwartig ausgeschlossen werden.

69



6 Zusammenfassung

Die Bildung von Resistenzen gegenuber konventionellen Medikamenten zur Behandlung
bakterieller und mykotischer Infektionen hat in den letzten Jahren in bedenklichem MaRe
zugenommen. Um einerseits der Entwicklung multiresistenter Keime vorzubeugen und
andererseits eine Vielfalt an Therapiemdglichkeiten ausschopfen zu kénnen, wird der
Erforschung alternativer Methoden zur Inaktivierung von Mikroorganismen ein hoher

Stellenwert beigemessen.

Heile Plasmen werden seit Langem in der Medizin verwendet, zum Beispiel zum
Kauterisieren von Geweben oder fir die Sterilisation hitzestabiler Materialien. Mit der
Entwicklung kalter Plasmen (CAP), die bei Atmospharendruck hergestellt werden kénnen
und eine Temperatur von 40°C nicht Uberschreiten, bieten sich verschiedene neue
Anwendungsmoglichkeiten in der Medizin. Diverse Forschungsgruppen konnten
vielversprechende Ergebnisse aus In-vitro- und In-vivo-Studien veroéffentlichen, die eine
effektive Inaktivierung von Bakterien und Pilzen mittels CAP zeigten. In der vorliegenden
Doktorarbeit sollte die Wirksamkeit von CAP gegeniiber den beiden in der Zahnmedizin
haufig vorkommenden Keimen E. faecalis und C. albicans naher untersucht werden. Die
Ergebnisse wurden jeweils mit den bekannten und bewahrten Inaktivierungsverfahren durch

CHX und UVC verglichen.

Der erste Teil dieser Dissertation befasst sich mit dem Bakterium Enterococcus faecalis.
Besonders im Bereich der Endodontologie fiihrt dieser Keim haufig zu Komplikationen: durch
seine fakultativ anaeroben Eigenschaften ist es ihm maoglich, im wurzelkanalbehandelten
Zahn zu Uberleben und neue Infektionen auszuldsen. Im Rahmen dieser Promotionsarbeit
wurden E. faecalis-Biofilme unterschiedlichen Alters (24, 48, 72 Stunden) hergestellt und mit
den drei Methoden zur Desinfektion CAP, CHX und UVC unter verschiedenen
Versuchsbedingungen behandelt. Als sehr effektiv erwiesen sich die UVC-Bestrahlung und
die CHX-Behandlung. Doch auch CAP zeigte eine eindeutige Keimreduzierung. Ab einer CAP-
Behandlung von 10-minitiger Dauer konnte immer eine Inaktivierungsrate von mehr als

99,999% (entspricht einer 5-log;o-Stufen-Reduktion) erzielt werden.

Gegenstand des zweiten Studienabschnittes stellt der Hefepilz Candida albicans dar, mit

dem der Zahnarzt vor allem unter dem Krankheitsbild der Candidiasis regelmaBig
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konfrontiert wird. Da die ersten Versuche mit 24 Stunden altem Candida-Biofilm mit keinem
der verwendeten Agenzien einen keimreduzierenden Effekt zeigten, wurden die
darauffolgenden Experimente mit 6- und 12-stiindigem Candida-Biofilm durchgefiihrt. Da
der Candida-Biofilm sehr viel schneller gewachsen war als der E. faecalis-Biofilm, wurde
angenommen, dass es den Antiseptika nicht moéglich war, die hohe Schichtdicke der 24
Stunden alten Candida-Biofilme zu durchdringen. Die besten Ergebnisse konnten mit dem
Versetzen des Biofilms mit CHX erreicht werden, gefolgt von der Bestrahlung mit UVC. Die
Behandlung der Candida-Biofilme mit CAP hatte keine Inaktivierung des Pilzes zur Folge. Die
Versuche mit planktonischen Candida-Lésungen zeigten jedoch im Rahmen der
Agarplattenversuche eine hohe Effektivitdit von CAP: nach einminitiger CAP-Behandlung
konnte eine Pilzreduktion von mehr als 3 logio-Stufen beobachtet werden, ab 3 Minuten

CAP-Behandlung fand eine Reduktion von 5 Uber logio-Stufen statt.

Im letzten Teil der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die Inaktivierung des E.
faecalis-Biofilms mittels CAP durch eine Beschadigung der Zellwand stattfand. Hierfir
wurden die Plasma-behandelten Proben unter einem Nanodrop-Gerat vermessen und die
mogliche Freisetzung von DNA erforscht. Es konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zu
einer zuvor erstellten Standard-DNA-Reihe kein freier DNA-Gehalt in den Proben feststellbar
war, d.h. durch die CAP-Behandlung kommt es nicht zu einer DNA-Freisetzung. Somit kann
unter den untersuchten Bedingungen eine membranschadigende Wirkung von CAP
gegenwartig ausgeschlossen werden. Als Positivkontrolle wurde der E. faecalis-Biofilm
aullerdem mit den Enzymen Proteinase K und Lysozym versetzt, die bewiesenermalien zu
einer DNA-Freisetzung aus den Bakterienzellen fihren. Tatsachlich wurde in den
betreffenden Proben ein DNA-Gehalt von ca. 100 pg/ml ermittelt. Somit konnte eine

Beschadigung der Zellwand nach CAP-Behandlung nicht nachgewiesen werden.

Als Fazit dieser Dissertation ldsst sich das groBe Potenzial von CAP als alternative
Therapiemoglichkeit im klinischen Alltag festhalten. In Form von Biofilmmodellen konnte
gezeigt werden, dass CAP eine hohe toxische Effektivitdt gegenliber dem Bakterium E.
faecalis besitzt. In dem hier gewahlten Versuchsaufbau mit C. albicans-Biofilmen zeigte CAP
keine Wirkung. In weiterfihrenden Studien zur antimykotischen Wirkung von CAP sollte die

Versuchsanordnung unbedingt griindlich Gberdacht werden. In Zukunft ist es wichtig, die
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klinischen Studien weiter auszudehnen, um die Chancen und auch die Grenzen fir eine

Therapie mit CAP genauer definieren zu kénnen.
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7 Ausblick

Ungefdahr zehn Jahre nachdem Alexander Fleming 1928 durch Zufall auf den Wirkstoff
Penicillin stiel3, revolutionierte diese Entdeckung die Therapiemoglichkeiten fur bakteriell
induzierte Krankheiten [94]. Eine immer groBere Bandbreite an Antibiotika wurde entwickelt
und bis dahin dulRerst schwer heilbare Krankheiten, wie zum Beispiel Lungenentziindungen,
Pocken oder Syphilis konnten erfolgreich behandelt werden. Damals wurden alle Arten von
Antibiotika sorglos eingesetzt. Das daraus resultierende Problem der Resistenzentwicklung
bestimmter Keime bekommen wir nun mehr und mehr zu splren [95]. Gerade in
Krankenhdusern, wo sich viele verschiedene Krankheitserreger haufen und die Patienten
durch unterschiedliche Krankheiten immungeschwacht sind, kdénnen sich, z.B. durch
mangelnde Krankenhaushygiene, lebensbedrohliche nosokomiale Infektionen ausbreiten.
Die bekanntesten Vertreter dieser ,Krankenhauskeime” sind der Methicillin resistente
Staphylococcus aureus (MRSA) und der Vancomycin resistente Enterococcus (VRE). Um
dieses Problem zukiinftig in den Griff zu bekommen, steht die Suche nach wirkungsvollen
lokal anzuwendenden Alternativen zu Breitband-Antibiotika derzeit im Fokus der Forschung.
CAP stellt einen multifaktoriellen, kontaktlosen Therapieansatz dar, der nicht nach dem fir
Antibiotika giiltigen Schliissel-Schloss-Prinzip funktioniert. Somit kann das Risiko fiir die
Entwicklung von Resistenzen bei Behandlungen mittels CAP als relativ gering bewertet
werden. In der vorliegenden In-Vitro-Studie konnte demonstriert werden, dass CAP
gegentber dem Bakterium E. faecalis gute desinfizierende Eigenschaften zeigt. Fir
planktonische Candida-L6sungen konnte ebenfalls eine gute Effektivitdt von CAP gegen den
Pilz erzielt werden. Die Wirkweise auf Candida-Biofilme sollte jedoch unter anderen
Versuchsbedingungen in ankniipfenden Studien nochmals Uberpriift werden. Aullerdem
sollten weitere Keime auf die Moglichkeit der Desinfektion durch CAP getestet werden.
Gegenstand der aktuellen Forschung an der Universitatsklinik Regensburg, Fachbereich
Dermatologie, ist die Anderung der physikalischen Parameter der Plasmaquelle, um den
chemischen Cocktail an reaktiven Spezies zu verandern und seinen desinfizierenden Effekt

gegenlber verschiedenen Mikroorganismen zu optimieren.
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Abkiirzungsverzeichnis
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