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Abkiirzungsverzeichnis

cW continous wave

EPS extrazelluldre polymere Substanzen
h Stunden

J Joule

KBE koloniebildende Einheiten

LPS Lipopolysaccharide

min Minute

P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
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W Watt



1. [Einleitung

1.1. Einfiihrung

Die dentale Implantologie ist ein mittlerweile anerkanntes Therapiemittel und aus der Zahn-,
Mund- und Kieferheilkunde nicht mehr wegzudenken. Im Jahr 2000 wurden laut Angaben der
Deutschen Gesellschaft fiir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde in der Bundesrepublik
Deutschland ca. 200.000 Implantate inseriert. Die Tendenz ist weiterhin zunehmend. Griinde
dafiir sind ein ausgeprigtes Bewusstsein der Patienten fiir Asthetik und Kaukomfort. Verbesserte
Implantatdesigns,  verfeinerte ~ Operationstechniken ~ und  ausgereiftere  prothetische
Versorgungskonzepte verbessern die Prognose fiir einen Langzeiterfolg. Dentale Implantate
werden heute fast ausschlieBlich aus Titan gefertigt. Da Titan eine hohe Affinitit zu Sauerstoff
zeigt, bildet sich ein stabiler Oxidmantel an der Oberfldache, das Titanoxid. Dies bewirkt eine
Korrosionsfestigkeit und damit eine Biokompatibilitit, welche Voraussetzung fiir eine

Osteointegration ist.

Trotzdem ist der Erfolg eines implantologisch-prothetischen Konzeptes nicht mit Sicherheit
garantierbar. Komplikationen konnen intraoperativ, wihrend der Einheilphase oder nach
Abschluss der prothetischen Versorgung auftreten. Als Spitkomplikationen werden
Komplikationen wihrend der Belastungsphase angesehen. Dabei ist zwischen mechanischen
Ursachen, wie der Lockerung oder Fraktur von Schraubverbindungen, der Fraktur des
Implantates, und biologischen Ursachen zu unterscheiden. Zu den biologischen
Spitkomplikationen zédhlen die Mukositis, die Periimplantitis, die rezessiv-atrophische
Veridnderung des periimplantiren Weichgewebes und das Fehlen der keratinisierten Mukosa

(Behneke und Behneke, 2003).

Die Periimplantitis ist eine der gravierendsten Spdtkomplikationen, die zu spit erkannt und
therapiert oft zur Entfernung des betroffenen Implantats fiihrt. Sie ist definiert als eine situs-
spezifische periimplantdre Entziindungsreaktion an einem sich unter Funktion befindlichen
Implantat mit progressivem Verlust am knocherne Stiitzgewebe (Behneke und Behneke, 2003).
Klinisch imponieren erhohte Sondierungstiefen, Blutung, Mobilitdit und Suppuration.

Radiologisch ist eine trichter- bzw. schiisselférmige sowie spaltartige Knochendestruktion zu



erkennen. Die Atiologie ist dabei multifaktoriell (Behneke und Behneke, 2003). So spielen
parafunktionelle Aktivititen des Patienten, exzentrische Okklussionskontakte und funktionelle
Uberbelastungen eine Rolle (De Smet et al., 2001; Isidor, 1997; Quirynen et al., 1992; Rangert et
al., 1995). Als gesichert darf der Einfluss von mangelnder Mundhygiene angesehen werden und
dadurch von mikrobiellen Pathogenen, die sich in der periimplantiren Plaque befinden,
beziehungsweise die fehlende oder mangelnde immunologische Antwort des Wirts auf die
Pathogene. Das Keimspektrum stimmt weitgehend mit der einer chronisch progressiven
Parodontopathie iiberein (Listgarten und Lai, 1999; Meffert, 1993; Mombelli und Lang, 1992). In
vielen klinischen Studien wurden im Zusammenhang mit einer Periimplantitis gram-negative
Anaerobier und Spirochdten, wie Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter recta,
Bacteroides forsythus und Capnozytophagen nachgewiesen (Augthun und Conrads, 1997; Becker
et al., 1991; Listgarten und Lai, 1999; Mombelli, 2002). Wobei die Prisenz vieler dieser Keime
auch in einem reizlosen periimplantiren Sulkus nachweisbar sind (Wahl et al., 1992). Bei einem
natiirlichen Zahn wird das knocherne Lager durch eine dentogingivale Barriere gegen Keime aus
der Mundhohle geschiitzt. Diese Barriere dhnelt bei einem Implantat eher einer Narbe und ist
daher nicht so wirkungsvoll. Entziindungen am periimplantiren Weichgewebe dehnen sich
schneller auf das knocherne implantdare Lager aus. Hat sich eine Periimplantitis erst einmal
manifestiert, sind Knochen- und Weichgewebsrezessionen die Folge. Dadurch kommt es zur
Exposition groBerer Flachen des Implantates. Diese haben abhéngig vom jeweiligen Implantattyp
eine glatte oder eine additiv- oder ablativ-aufgeraute Oberfldche. Beide Oberflichentypen bieten
durch Makro- und Mikroretentionen weitere Anheftungsmoglichkeiten fiir orale Plaque und die

darin befindlichen Pathogene.

Die Ziele der Periimplantitis-Therapie bestehen darin, den progressiven Knochenabbau zu
stoppen, entstandene Taschen durch Dekontamination der exponierten Implantatoberflachen zu
eliminieren und - falls erforderlich - das Knochenlager zu rekonstruieren. In der Literatur werden
dazu mehrere Strategien beschrieben. Die klassischen Therapieformen sind der
Parodontaltherapie entlehnt mit leider unzureichenden Ergebnissen. Zur Entfernung von
entziindlichem Gewebe stehen lediglich Kunststoffkiiretten zur Verfiigung, da klassische
Metallkiiretten oder herkommliche Ultraschallgeridte gerade aufgeraute Implantatoberflichen
negativ verdndern (Buser und Maeglin, 1994). Ein neues Ultraschallgerit (Vector®) ist noch in

der Erprobungsphase. Allerdings lassen sich Partikel von Karbon, die vom Ultraschallansatz



stammen, auf den behandelten Implantatoberflichen nachweisen (Schwarz et al., 2003; Schwarz
et al., 2005a). Diese Partikel konnten die Knochenregeneration negativ beeinflussen. Als
resektive Maflnahme wird die Einebnung und Politur der Makro- und Mikroretentionen mittels
Hartmetallfrdsen, diamantierten Schleifkorpern und Polierinstrumenten empfohlen (Buser und
Maeglin, 1994). Die antimikrobielle Therapie in Form von lokaler Applikation oder systemischer
Gabe hat sich lediglich als Initialtherapie oder als adjuvante Anwendung bewihrt, nicht aber als
Monotherapie (Behneke und Behneke, 2003). Zur Verfiigung stehen lokale Desinfektiva wie
Chlorhexidindigluconat-Spiilungen in verschiedenen Konzentrationen, 3%-i1ges
Wasserstoffperoxid oder Zitronensdure (Buchmann et al., 1994; Dennison et al., 1994;
Sennheiser-Kirchner et al., 2004; Zablotsky et al., 1992) sowie antibiotische Wirkstoffe wie

Metronidazol, Amoxicillin, Amoxicillin/Clavulansidure und Tetracyklin (Buchmann et al., 1996).

Idealerweise sollte eine Periimplantitistherapie auch die vollstandige Wiederherstellung der
knochernen Verankerung des Implantates beinhalten. Dies ist zurzeit nur mit einem autogenen
Knochentransplantat oder mit Knochenersatzmaterialien zu erreichen. In der Literatur wird dabei
auch der Einsatz von Membranen empfohlen (Behneke und Behneke, 2003). Als Voraussetzung
fiir den Erfolg dieser Techniken wird eine dekontaminierte Implantatoberfliche angesehen. Diese
ist ebenso Vorraussetzung fiir die primdre Osteointegration unmittelbar nach der
Implantatinsertion. Kontaminationen auf Implantatoberfldchen waren in fritheren Jahren nicht nur
mikrobieller Natur, sondern sie waren auch durch anorganische Riickstinde wihrend der
Implantatfertigung bedingt oder durch ungeeignete Transportverpackungen und durch
unsachgemifles Sterilisieren. Diese Riickstinde konnten in einer Studie von Wahl und
Tuschewitzki (1987) nachgewiesen werden. Sie wurden unter anderem als Ursache fiir
Entziindungsreaktionen wihrend der Osteointegrationsphase angesehen. Dieses Problem gilt

heute als nahezu gelost.

Durch den Dekontaminationsvorgang im Rahmen der Periimplantitistherapie sollte die
urspriingliche Implantatoberflidche nicht verandert werden. Fiir die Dekontamination erscheint der
Einsatz von Pulverstrahlgeriten momentan als das effektivste Therapiemittel (Augthun et al.,
1998; Dennison et al., 1994). Als mogliche Nachteile dieses Verfahrens gelten die Gefahr einer
Emphysembildung, die Beschiddigung der Implantatoberfliche, die Einlagerung von
Festkorperpartikeln und der Verlust der Oberflichenenergie (Bergendal et al., 1990; Chairay et



al., 1997; Kreisler et al., 2005). Ein Losungsansatz konnte im Einsatz von Laserbestrahlung

bestehen.

Der Begriff LASER (Light Amplifikation by Stimulated Emission of Radiation) bezeichnet das
Funktionsprinzip, nach dem Licht durch induzierte Emission von Strahlung verstiarkt wird. Die
emittierten Lichtquanten haben die Eigenschaft der zeitlichen und rdumlichen Kohédrenz. Das
Laserlicht ist monochromatisch. Die Auswahl an geeigneten Lasermedien ist vielfdltig. Dazu
zdhlen Gase wie CO,, Festkorper wie Neodym, Fliissigkeiten mit Farbstoffmolekiilen oder

Halbleiter. Dementsprechend vielfiltig sind auch die physikalischen Eigenschaften.

Viele der bisherigen Untersuchungen, die sich mit dem Einsatz in der Implantologie beschiftigen,
beziehen sich allerdings auf tierexperimentelle bzw. In-vitro-Versuche. Der Nd:YAG-Laser
scheint fiir eine Dekontamination von Implantatoberflichen ungeeignet zu sein, da die
sterilisierende Wirkung unzureichend ist und es beim Einsatz des Nd:YAG-Lasers zum
Aufschmelzen der Metalloberfliche kommt (Block et al., 1992; Romanos et al., 2000).
Giinstigere Eigenschaften scheint nach ersten klinischen Studien der Diodensoftlaser zu haben
(Bach et al., 2000). Auch die Kombination des Diodensoftlasers mit photosensibilisierenden
Agenzien sind Gegenstand von klinischen Studien (Dortbudak et al., 2000; Dortbudak et al.,
2001; Dortbudak et al., 2002; Haas et al., 2000). Der Einsatz von Er:YAG- und GaAlAs-Lasern
ist derzeit noch in der Erprobungsphase (Kreisler et al., 2002d; Kreisler et al., 2002c; Kreisler et
al., 2002a; Schwarz et al., 2003; Schwarz et al., 2005b; Schwarz et al., 2005a). Ein weiterer

Lasertyp, der CO,-Laser, konnte fiir die Periimplantitistherapie geeignet sein.

Allerdings sind fiir alle Lasertypen noch zu wenige Daten fiir die ideale Einstellung der Energie-
und Zeitparameter vorhanden, es liegen lediglich Empfehlungen vor. So besteht beim Abfahren
der Implantatoberfliche mit Laserstrahlen die Gefahr, dass zu viel Energie auf den angrenzenden
Knochen {iibertragen wird und bei der dadurch entstehenden Temperaturerhohung der Knochen
kompromittiert wird. Bei einer Uberschreitung des Grenzwertes von 44° C kann eine

Knochenschidigung nicht mehr ausgeschlossen werden (Eriksson und Albrektsson, 1983).

Wie bereits oben erwihnt ist ein Ziel der Periimplantitistherapie die absolute Dekontamination
der exponierten Implantatoberflichen. Es muss davon ausgegangen werden, dass die mikrobiellen

Pathogene nicht in ihrer planktonischen Form, sondern analog zu einer marginalen Parodontitis



(Darveau et al., 1997; Offenbacher, 1996) in einem Biofilm auf der Implantatoberfliche
vorliegen. Der grofite Teil eines Biofilms besteht aus Wasser. Der Wassergehalt kann zwischen
80 und 98% variieren. Die extrazelluliren polymeren Substanzen (EPS) stellen mit 60 bis 98%
der Trockenmasse den groBten Teil des organischen Anteils der Biofilmmasse dar (Christensen
und Charaklis, 1990). In diese EPS-Gelmatrix sind die Mikroorganismen und abiotischen Partikel
eingebettet. In dieser sesshaften Form konnen sich Bakterien auf den unterschiedlichsten
natiirlichen und kiinstlichen Oberflidchen etablieren und imponieren - dhnlich wie dentale Plaque-
als schleimig feuchter, weitgehend fester auf der Unterlage haftender Uberzug (Costerton et al.,
1999). Die grofite Fraktion der polymeren Komponenten der EPS stellen Polysaccharide und
Proteine dar. In geringeren Konzentrationen liegen daneben auch noch Nukleinséduren, Lipide und
Lipopolysaccharide vor (Burns, 1989; Jahn und Nielsen P.H., 1999). Lipopolysaccharide sind ein
Bestandteil der duBeren Bakterienmembran und werden durch Zelllyse freigesetzt. Gerade die
Lipopolysaccharide riickten immer mehr in der Mittelpunkt von Studien. Sie fungieren als
Endotoxine und wirken verstiarkend auf die Immunreaktion (Hahn et al, 1994). Es besteht ein
Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von Lipopolysaccharide von gramnegativen
Bakterien und der Destruktion von parodontalem Stiitzgewebe (Dennison und Van Dyke, 1997;

Gemmel et al., 1997).

Biofilme weisen einen komplexen, dreidimensionalen Aufbau auf und kénnen von einer einzigen,
mehreren oder vielen verschiedenen Bakterienspezies gebildet werden (Costerton et al., 1978).
Dieser komplexe Aufbau schiitzt den Film vor Austrocknung und verhindert unter anderem eine
Diffusion von antimikrobiellen Mitteln, wie zum Beispiel Antibiotika, bis in die untersten
Schichten des Films (Flemming H.C. et al, 2000). Innerhalb eines Films finden sich mehrere
Kompartimente mit unterschiedlichen pH-Werten und elektrochemischen Potentialen (Costerton
et al., 1994). Dies macht die Bakterien innerhalb des Biofilms nahezu resistent gegen Antibiotika
oder andere Desinfektiva (Costerton et al., 1999). Zudem sind Biofilme auf Grund der schlechten
Zugiénglichkeit in der Mundhohle nur schlecht mechanisch entfernbar (Folwaczny und Hickel,
2003). So spielen bakterielle Biofilme in der Pathogenese zahlreicher dentaler Erkrankungen, wie
Karies oder marginale Parodontitis, eine entscheidende Rolle (Offenbacher, 1996; Shu et al.,

2000).
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1.2. Fragestellung

Der in dieser Studie -eingesetzte Lasertyp ist ein CO,-Laser. Er besteht aus drei
Hauptbauelementen, einer Pumpe, einem Lasermedium und einem Resonator. Als Lasermedium
wird ein Gasgemisch aus 4,5% Kohlendioxid (CO,), 13,5% Stickstoff und 82% Helium benutzt.
Das CO,-Laserlicht hat im Wasser ein Absorptionsmaximum. Bei einer Energiedichte iiber
318 Jem™ entfaltet er eine bakterizide Wirkung durch schlagartige Verdampfung der getroffenen
Zelle (Dederich et al., 1990; Wilson, 1994). Da Titan im Bereich der Wellenldnge des CO,-
Lasers die niedrigsten Absorptionswerte aufweist, wird der groBite Anteil der eingestrahlten
Energie reflektiert (Ganz, 1994). Weitere Eigenschaften von Titan sind ein hoher Schmelzpunkt

und eine geringe Wiarmeleitfahigkeit.

Der CO,-Laser scheint zur Dekontamination von Implantatoberflichen geeignet zu sein, da
wasserhaltige Biofilme mit relativ hoher Energie bestrahlt werden konnen und gleichzeitig die
Wahrscheinlichkeit eines Schadens am angrenzenden, knochernen Implantatlager durch

weitergeleitete Wirme als gering einzuschitzen ist.

In der Literatur sind zurzeit wenige Studien zu finden, die den Einsatz des CO;-Lasers in der
Implantologie untersucht haben. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der Bestrahlungsparameter, die in

Studien zur Implantatdekontamination mit dem CO,-Laser angewandt wurden.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber verwendete bzw. empfohlene CO2-Laser Bestrahlungsparameter im

Rahmen einer Implantatdekontamination (cw=continous wave, W=Watt, s=Sekunde)

Jahr | Autor Lasertyp Modus |Energie-/Zeit-Parameter |in vitro/in vivo
1994 |Ganz CO, CW 4W/4s in vitro
1995 |Oysteretal |CO, CcW 4W/6s in vitro
1998 | Deppe CO; plus Scanner | cw 25W/12mal5 s in vitro /in
vivo
1998 [Katoetal |CO, cw 286 J/cm® in vitro
1999 |Romanos CO, cW 4 W in vivo
2002 |Kreisler et al | CO, CW 25W/15s in vitro
2002 |Kreisler et al | CO, CW 1W/56s in vitro

Erste Anwendungen des CO,-Lasers finden sich im Bereich der Freilegung von geschlossen-
einheilenden Implantatsystemen (Walsh, 1992). Auch dort wurde schon iiber eine mogliche
Temperaturerh6hung im Knochen durch fortgeleitete Wiarme im Rahmen der Laserbestrahlung
diskutiert. Kato und Mitarbeiter (Kato et al., 1998) konnten einen bakteriziden Effekt auf
Streptococcus sanguis und Porphyromonas gingivalis auf Titanpldttchen durch den Einsatz des
COs,-Lasers nachweisen. Weitere Autoren untersuchten in in-vitro Versuchen die
Temperaturentwicklung am Implantat und im angrenzenden kndchernen Implantatlager wihrend
einer CO,-Laserbestrahlung (Deppe H, 1998; Ganz, 1994; Oyster et al., 1995; Swift et al., 1995).
Kreisler und Mitarbeiter (2002b) stellten in ihren In-vitro-Untersuchungen eine kritische
Temperaturerhohung am Knochen auf 47° C im continous-wave (cw)-Modus bei 2,5 W nach 13 s
und bei 1 W nach 56 s fest. Deppe (1998) konnte mit der zusétzlichen Verwendung des Silk

h™ Flashscanners mit den Parametern 12x5 s, 2,5 W im cw-Modus eine Reduktion der

Touc
Keimzahl des als hitzeresistent bekannten Bacillus subtilis um 99% in vitro erreichen ohne eine
Temperaturerhohung iiber 45° C am angrenzenden Knochen zu erzeugen. In einer darauf
folgenden Studie an Beagle-Hunden konnte eine partielle Regeneration des knochernen
Implantatlagers durch Augmentation mit Knochenersatzmaterialien und Membrantechnik erreicht
werden. Uber nennenswerte Verinderungen an der Implantatoberfliche nach Bestrahlung mit

dem CO;-Laser wurde in keiner bekannten Studie berichtet. Romanos (1999) empfiehlt im
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Rahmen einer Implantatdekontamination die Einstellung von 4 Watt. Eine zeitliche Mindest- oder

Hochstdauer der Laserbestrahlung wird dabei nicht angegeben.

Ziel dieser Studie war es, in vitro einen stabilen Biofilm auf ITI-Implantate mit einer maschinell-
abgedrehten glatteren Oberfldache im Schulterbereich und einer SLA-Oberfliche im zylindrischen
Anteil zu generieren. Dazu wurde der Keim Pseudomonas aeruginosa (DSM 939) eingesetzt.
Dieser Keim ist im Rahmen der Umweltbiologie und der Wassertechnik bereits sehr intensiv
untersucht worden. Es ist bekannt, dass P. aeruginosa in einem feuchten Milieu einen stabilen
Biofilm bildet, was beispielsweise besonders ein Problem bei wasserfithrenden Kompartimenten
in dentalen Behandlungseinheiten darstellt (Mills et al., 1986; Tall et al., 1995). Bisher ist noch
kein Desinfektionsverfahren zur wirkungsvollen und dauerhaften Beseitigung des bakteriellen

Biofilms in dentalen Behandlungseinheiten etabliert.

In einem zweiten Schritt sollte die kontaminierte Implantatoberfliche mit einem CO,-Laser unter
moglichst kliniknahen Bedingungen bestrahlt werden. Dazu wurden die kontaminierten
Implantate in vier verschiedene Gruppen (Gruppe 1-4) eingeteilt. Gruppe 1 wurde nicht
behandelt. Bei den drei restlichen Gruppen (Gruppe 2-4) wurden verschiedene Energie- und
Zeitparameter verwendet. Es sollte gepriift werden, ob im Vergleich zu der unbehandelten
Gruppe eine Reduzierung der Keimzahl zu erzielen ist und ob sich unterschiedliche

Kombinationen der Energie-/Zeit-Parameter in Bezug auf die Keimzahlreduktion unterscheiden.

Weiterer Gegenstand der Untersuchung war die Frage, ob durch die Behandlung mit dem CO,-
Laser die Entfernung der im Biofilm befindlichen extrazelluldren Polysaccharide (EPS) moglich
ist und Unterschiede innerhalb der einzelnen Kombinationen der Energie-/Zeit-Parameter

feststellbar sind.

Die Parameter in Gruppe 2 und 4 wurden so gewdhlt, dass eine thermische Nekrose, die am
angrenzenden periimplantidren Knochen entstehen wiirde, sicher vermieden wird (Deppe H, 1998;
Kreisler et al., 2002c). Der Parameter Zeit in Gruppe 3 wurde absichtlich hoher gewéhlt, um zu
beobachten, ob eine Verlingerung der Bestrahlungsdauer bei hoher Energieeinstellung einen
Einfluss auf die Keimreduktion und Entfernung von extrazelluldaren Polysaccharide (EPS) auf den

kontaminierten Implantatoberfldchen hat.
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2. Material und Methode

Alle Materialien wurden nach Herstellerangaben verarbeitet. Die Versuche wurden in den
Ridumen der Poliklinik fiir Chirurgische Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde der
Universititszahnklinik ~ Bonn, dem  mikrobiologischen/histologischen =~ Labor  der
Universitdtszahnklinik Bonn und dem mikrobiologischen Labor am Institut fiir Hygiene der

Universititsklinik Bonn durchgefiihrt.

2.1. Material

Eine Implantatkavitit wurde in ein Unterkiefersituationsmodell aus Gips mit einer groBen
Schaltliicke im vierten Quadranten in regio 045 fiir den in dieser Studie verwendeten
Implantattyp (ITI, Standard Implantat, Regular Neck, Vollschraube, Linge: 10 mm, Durchmesser
des Schraubenanteils: 4,1 mm, Durchmesser des Halsanteils: 4,8mm, Oberfldche: SLA, Fa.
Straumann, Schweiz) pripariert. Anschlieend wurde in die Implantatkavitit im Gipsmodell ein
Periimplantitis-dhnlicher, ossidrer Defekt radiert. Aus dem radierten Gipsmodell wurde mittels
eines additionsvernetzenden Silikons (Protesil, Austanal Medizintechnik, Ko6ln, Deutschland)
eine AusgieBform hergestellt. Diese Form wurde fiinfmal mit GieBharz (Polyester, Fa. EFCO
Produkte GmbH, Deutschland) aufgefiillt, um jeweils fiinf identische Modelle zu gewinnen. An
jedem Modell wurde an der Basis eine Artikulator-Montageplatte (Fa. SAM, Miinchen,
Deutschland) fixiert (Abb. 1 u. 2). Vor jeder Versuchsreihe wurden die Modelle zur Desinfektion
fiir 15 min in eine Isopropanol-Lsg. (70%) getaucht. AnschlieBend wurden die Modelle in einen
Phantomkopf (Frasacco, Fa. Sachs, Deutschland) geschraubt (Abb. 3). Zur Dekontamination der
Implantatoberflachen wurde in der vorliegenden Studie wurde ein CO,-Laser mit einem 90°-
Optik-Handstiick verwendet (Sharplan 20C, Sharplan Lasers GmbH, Freising, Deutschland)
(Abb. 4 und 5).
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Abb. 1: Seitenansicht des  Unterkiefermodells  mit

Implantatposition regio 45 und artifiziellem periimplantiren

Defekt (weiller Pfeil)

Abb. 2: Unterkiefermodell mit Implantatposition regio 45 und
artifiziellem periimplantiren Defekt (weiBer Pfeil), Ansicht von

okklusal.
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Abb. 5: 90°-Optik-Handstiick des Sharplan CO,-Lasers

Die Implantate wurden an den Einbringpfosten mit sterilen Pinzetten aus der sterilen Verpackung
entnommen, aus der sterilen Plastikhalterung gelost und um 180° gedreht wieder auf die noch
sterile Plastikhalterung gesteckt. AnschlieBend wurde jeweils ein Implantat samt Plastikhalterung
in ein steriles Schraubrohrchen gegeben. Zur starren Fixierung diente eine zwischen
Plastikhalterung und Schraubrohrchen verkeilte, kleine Eppendorf-Pipettenspitze (Fa. Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) (s. Abb. 6-8).
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Abb. 6: Entnahme der Implantate mit sterilen Instrumenten aus der sterilen

Transporthalterung

Abb. 7: Wenden des Implantats um 180 und Wiederbefestigen auf der sterilen
Plastikhalterung
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Abb. 3: Unterkiefermodell mit geplanter Implantatposition
(weiler Pfeil) im Phantomkopf fixiert, Okklusionsebene ist
nahezu senkrecht positioniert, um eine mogliche Kontamination

der nicht kontaminierten  Implantatoberfliche  durch

herabrinnende Bakteriensuspension zu vermeiden

Abb. 4: Bedienungstableau des Sharplan 20C CO,-Laser
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Abb. 8: Positionierung
und Fixierung des
Implantats in  einem
sterilen  Schraubrohrchen
mittels  einer  kleinen

Pipettenspitze

2.2. Methode

Als Testkeim wurde Pseudomonas aeruginosa eingesetzt (DSM 939), der von der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Deutschland) bezogen

wurde. Vor jeder Versuchsreihe wurde eine Suspension mit diesem Keim wie folgt hergestellt:

Von einer zuvor mit Pseudomonas aeruginosa beimpften CaSo-Agar-Platte (Merck, Darmstadt,
Deutschland) wurden 4 koloniebildende Einheiten (KBE) Pseudomonas aeruginosa mit einer
sterilen Osensonde entnommen, in 2 ml CaSo-Bouillon (Merck, Darmstadt, Deutschland)

gegeben und auf dem Vortexer (VF2, Kanke & Klunke) fiir 15 Sekunden geschiittelt. Zur
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Kontrolle wurde vor jeder Versuchsreihe eine Verdiinnungsreihe der Keimsuspension
durchgefiihrt, bei der aus der Losung jeweils 1ml auf einer CaSo-Agar-Platte verstrichen und fiir
24 Stunden inkubiert wurde. Zu jeder Versuchsreihe lag danach eine Bakterienlésung im Bereich
von 107 KBE/ml vor. Aus dieser Losung wurden je 50 ul mit je 10 ml CaSo-Bouillon zur
endgiiltigen Keimsuspension verdiinnt.
Die Schraubréhrchen wurden nun mit jeweils 9,5 ml der Keimsuspension mittels einer sterilen
Eppendorf-Pipette (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland) unter einer sterilen Werkbank
(SterilGARD, Baker Company, USA) gefiillt. Durch dieses Auffiillen wurde eine Fliache von
67mm?” des Implantates benetzt. Die benetzte Fliche setzt sich wie folgt zusammen (Abb. 9 und
10):

e Der glatte Halsbereich mit 47,9 mm? (It. Herstellerangaben).

® Der zylindrische Anteil mit der aufgerauten Oberflidche bis zum zweiten Gewindegang

mit einer durchschnittlichen Hohe von ca. 3 mm mit einer resultierenden benetzten

Oberfliache bis zu 19,1 mm-.
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Abb. 9: Schraubrohrchen mit fixiertem Implantat bis zur zweiten
Schraubwindung mit Keimlosung gefiillt (A= glatter, maschinell
abgedrehter ~ Halsbereich, B= raue Implantatoberfliche

kontaminiert in Bakterienlosung, C= raue Implantatoberfliche

unkontaminiert)
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Abb. 10: 3 Schraubrohrchen mit fixiertem Implantat; alle bis zur zweiten

Schraubwindung mit CaSo-Bouillon gefiillt (< = Fiillhche der Suspension)

Die Schraubrohrchen wurden anschliefend im Inkubationsschrank (Forma scientific, reach-in-
incubator, Marietta Ohio, USA) bei 36° C bebriitet. Nach 48 h und weiteren 72 h wurden mit
einer Eppendorf-Pipette jeweils 2ml der Bakteriensuspension aus den Schraubrohrchen
entnommen und durch jeweils 2ml frische CaSo-Bouillon ersetzt. Insgesamt betrug die
Inkubationszeit 7 Tage.

Danach wurden die Implantate mit sterilen Instrumenten (anatomische Pinzette, Implantat-
Einbringinstrument und Unterkiefer-Frontzahn-Zange) (Abb. 11) aus den Rohrchen entnommen,
die Plastikhalterung entfernt und je ein Implantat in je ein Modell eingesetzt. Zuvor wurde der
Phantomkopf so positioniert, dass die Okklusionsebene des Unterkiefers senkrecht zum Boden
ausgerichtet war, um eine Kontamination der unbenetzten Implantatoberfliche durch mogliche

herabrinnende Bakteriensuspension zu vermeiden (s. Abb. 3 und Abb. 12)
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Abb. 11: Implantat nach Entnahme aus dem Schraubrohrchen mittels steriler

Unterkiefer-Frontzahn-Zange, gehalten am nicht kontaminierten, sterilen Ende

Abb. 12: Positionierung des Implantats im Modell und
Versenkung des sterilen Anteils im ,,Knochen®. UK-
Okklusionsebene ist nahezu senkrecht positioniert, um eine
mogliche Kontamination der nicht kontaminierten
Implantatoberfliche durch herabrinnende Bakteriensuspension

zu vermeiden
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Es wurden insgesamt 34 Implantate verwendet. 2 Implantate wurden zu Untersuchungen am

Rasterelektronenmikroskop verwendet. Die restlichen Implantate wurden in vier Gruppen mit

jeweils 8 Implantaten aufgeteilt und jede Gruppe unterschiedlich behandelt:

1. Gruppe 1 wurde als Vergleichsgruppe nach 5 min unbehandelt aus dem Modell entnommen.

2. Gruppe 2 wurde mit dem CO,-Laser mit 2,5 W im cw-Modus fiir 12x5 s in wischender
Bewegung zirkulir bestrahlt.

3. Gruppe 3 wurde mit dem CO,-Laser mit 2,5 W im cw-Modus fiir 6x50 s in wischender
Bewegung zirkulir bestrahlt.

4. Gruppe 4 wurde mit dem CO;-Laser mit 1 W im cw-Modus fiir 6x50 s in wischender

Bewegung zirkulir bestrahlt.

Abb. 13: Implantat wird mit dem CO;-Laser (roter Laserspot)
bestrahlt

Nach der Behandlung wurden die Implantate mit sterilen Instrumenten aus dem Modell entfernt
und der Einbringpfosten abgeschraubt. Jeweils 6 Implantate einer Gruppe wurden anschlieend

zur Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE) mikrobiologisch untersucht. Die
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restlichen 2 Implantate einer Gruppe wurden zum Nachweis von extrazelluldren Polysachariden

(EPS) fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

2.2.1. Mikrobiologische Untersuchung

Die mikrobiologischen Untersuchungen wurden nach den Vorgaben der Standardmethoden der
Deutschen  Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie zur Priifung chemischer
Desinfektionsverfahren durchgefiihrt (Gebel et al, 2001), um die KBE der noch auf den
Implantaten verbliebenen Keime zu ermitteln.

Je ein Implantat wurde mit sterilen Instrumenten in ein mit 5 ml CaSo-Bouillon und etwa 1ml

Glasperlen von 0,25 mm bis 0,5 mm GroBe gefiilltes steriles Schraubrohrchen gegeben (Abb. 14).

Abb. 14: Implantat im Schraubrohrchen mit CaSo-Bouillon und

Glasperlen

Danach wurden die Schraubréhrchen auf dem Vortexer fiir 2min geschiittelt. AnschlieBend
wurden in einer sterilen Werkbank 0,5ml mit einer Eppendorf-Pipette entnommen und damit eine
Verdiinnungsreihe bis 10 erstellt. Aus den Reagenzrohrchen der Verdiinnungsreihe wurde

jeweils 0,5ml mit einer Eppendorf-Pipette entnommen und auf einer CaSo-Agar-Platte (Merck,
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Darmstadt, Deutschland) ausgestrichen und fiir 2 Tage im Brutschrank inkubiert. Die darauf

folgende KBE-Zidhlung wurde ohne maschinelle Hilfsgerite durchgefiihrt.

2.2.2. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

Zur Farbung der EPS wurde je ein Implantat in ein mit jeweils 1ml Fertiglosung Sypro®(Ruby
protein gel stain, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) gefiilltes Rohrchen getaucht und fiir
30min im Dunkeln bei Zimmertemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Implantate unter
einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioplan, Axiovision-Software, Zeiss, Deutschland)
untersucht und die Befunde auch fotographisch dokumentiert. Um die Menge der gefirbten EPS
der jeweiligen Gruppen vergleichen zu konnen, wurde diese subjektiv in einer Skala von 0 bis 10
geschitzt. Der Wert O stellt die absolute Dekontamination der behandelten Implantatoberflichen

dar. Die vollstindige Einfirbung der kontaminierten Implantatoberfliche wurde mit 10 bewertet.

2.2.3. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Die Implantate wurden in ein Glasschilchen gegeben und fiir 2 Stunden mit 25-prozentiger
Glutaraldehydlosung iiberschichtet, anschlieBend fiir 30 Minuten in 0,2-prozentige
Osmiumtetraoxid-Losung und fiir weitere 30 Minuten in Na-Kacodylat-Puffer eingelegt. Danach
wurden die Implantate mit partikelfreiem Aqua bidest. dreimal fiir 5 Minuten gewaschen, mit
einer ansteigenden Ethanolreihe (10%-100%) fiir jeweils 5 Minuten behandelt und iiber Nacht
luftgetrocknet. AnschlieBend wurden die Implantate mit Goldspray gesputtert. Unter einem
Rasterelektronenmikroskop (Leitz-AMR 1600T SEM, Leitz, Deutschland; Digital Image
Proceeding System Software, Point Electronic, Deutschland) wurde der Biofilm auf dem

Implantat vor der Behandlung bildhaft jeweils dargestellt.
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2.2.4. Statistische Analyse

Die statistische Auswertung in Bezug auf die relative Reduzierung der KBE der jeweiligen
Behandlung erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel 2000 (Microsoft Corporation, Redmond,
USA) und SPSS 11.0 fiir Windows (SPSS Inc., Chicago, USA). Zur Feststellung signifikanter
Unterschiede zwischen der unbehandelten Kontrollgruppe und den Versuchsgruppen wurde der
Kruskal-Wallis- Test angewandt. Auf signifikante Unterschiede innerhalb der Versuchsgruppen
wurde nach Mann-Whitney-U getestet. Die Signifikanz wurde bei p < 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1. Mikrobiologische Untersuchungen

Bezogen auf die Kontrollgruppe konnte in den Gruppen 2, 3, und 4 eine deutliche Reduktion der
KBE festgestellt werden. Sie betrug im Median bei Gruppe 2: 99,89%, bei Gruppe 3: 99,98% und
bei Gruppe 4: 99,95% (Tabelle 1, Abbildung 15 und 16).

Tabelle 2: Ergebnisse der KBE-Bestimmung von Gruppe 1-4 (Gruppe 1: unbehandelt; Gruppe 2:
laserbestrahlt, 2,5 W, 12x5 s; Gruppe 3: laserbestrahlt, 2,5 W, 6x50 s; Gruppe 4:
laserbestrahlt, 1 W, 6x50 s)

Median KB E-Reduktion

Gruppe Probe KB E/cm? KBE/cm:2 2u Gruppe 1in %

1.000.000.147
597.014.925
323.880.597
.298.507.463
155.223.881
328.358.209

|l |jw|iND| =
—_

617.164.179

716.418
164.179
298.507
746.269
149.254
895.522

(o>} NG, 0 =Ny ISR I \O N

495.025 99,89

8.955
167.164
13.433
95.522
161.194
73.134

ol |lw|ND|] =

86.567 99,98

125.373
201.493
237.313
146.269
279.104
234.328

|l |jwiND| =

alalalala]al slw]w|lw]lw|w|w] o] o] =] = =]=]=]=]=

203.980 99,95




28

Abb. 15: Boxplot der KBE-Bestimmung (KBE/cm2) der
Gruppen 1, 2, 3 und 4; Boxplotdarstellung: obere Linie einer Box
entspricht dem 75-, die untere dem 25-Perzentil, die Linie

dazwischen dem Median

-

.400.000.000

-

.200.000.000 4

-

.000.000.000 4

800.000.000 -

600.000.000 -

400.000.000 ~

200.000.000 ~

04

KBE/cm?

-200.000.000




29

Abb. 16: Ausschnitt aus Abb. 15 zur besseren Ubersicht der

Boxplots der Gruppen 2, 3 und 4 mit entsprechend angepasster

Ordinate

1.000.000

800.000+

600.0004

400.0004

200.0004

KBE/cm?

Gruppe

Im Vergleich zur Kontrollgruppe (Gruppe 1) unterschieden sich die KBE-Bestimmungen der
anderen Gruppen (Gruppe 2, 3, 4) nach dem Kruskal-Wallis-Test hoch signifikant (p<0,001)

(Tabelle 3).
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Tabelle 3: Datenanalyse nach Kruskal-Wallis der KBE/cm*-Werte der Gruppe 1 im

Unterschied zu den Gruppen 2, 3, 4

Félle
Giltig Fehlen Gesamt
Gruppe N Prozent N Prozent N Prozent
1 6 100,00 0 ,0% 6 100,00
2 6 100,00 0 ,0% 6 100,00
3 6 100,00 0 ,0% 6 100,00
4 6 100,00 0 ,0% 6 100,00
Chi-Quadrat 17,900
df (Anzahl der Freiheitsgrade) 3
Asymptotische Signifikanz 0,001

Innerhalb der Gruppen 2, 3 und 4 lésst sich feststellen, dass mit den Bestrahlungsparameter 2,5 W
und 6 x 50 s in Gruppe 3 die groBte Keimreduktion erzielt wurde. Es folgen die
Bestrahlungsparameter 1 W und 6 x 50 s in Gruppe 4 und die Parameter 2,5 W 12 x 5 s in Gruppe
2. Der Unterschied zwischen der Gruppe 2 und 3 (Tabelle 4) ist signifikant (p<0,16), genau wie
der Unterschied zwischen den Gruppen 3 und 4 (p<0,025) (Tabelle 5).

Tabelle 4: Datenanalyse nach Mann-Whitney-U der KBE/cm*-Werte zwischen den Gruppen 2

und 3
Gruppe N Mittlerer Rang Rangsumme
2 9,00 54,00
3 4,00 24,00
Gesamt 12
Mann-Whitney-U 3,000
Wilcoxon-W 24,000
Z (PrufgréBe zur Anpassung der Normalverteilung) -2,402
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,016
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,015%

®Nicht farBindungen korrigiert
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Tabelle 5: Datenanalyse nach Mann-Whitney-U der KBE/cm?-Werte zwischen den Gruppen 3

und 4
Gruppe N Mittlerer Rang Rangsumme
3 4,17 25,00
4 8,83 53,00
Gesamt 12
Mann-Whitney-U 4,000
Wilcoxon-W 25,000
Z (PrufgréBe zur Anpassung der Normalverteilung) -2,242
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) .025
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] .026%

Zwischen den Gruppen 2 und 4 war zwar ein deutlicher Unterschied zu erkennen, der jedoch

nicht signifikant ist (p<0,109) (Tabelle 6).

®Nicht farBindungen korrigiert

Tabelle 6: Datenanalyse nach Mann-Whitney-U der KBE/cm?-Werte zwischen den Gruppen 2

und 4
Gruppe N Mittlerer Rang Rangsumme
2 8,17 49,00
4 4,83 29,00
Gesamt 12
Mann-Whitney-U 8,000
Wilcoxon-W 29,000
Z (PrufgréBe zur Anpassung der Normalverteilung) -1,601
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,109
,132°

Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)]

®Nicht farBindungen korrigiert
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3.2. Rasterelektronenmikroskopische Ergebnisse

Auf den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen ist in Abbildung 17 bereits auf den
Aufnahmen mit geringerer VergroBerung ist deutlich Fremdmaterial im Bereich der ersten und
zweiten Windung der Implantatoberfldache, welches als der generierte Biofilm identifizierbar ist,
zu erkennen. Dieser Biofilm zeigt eine mehrschichtige, dreidimensionale Struktur, wie in den
Abbildungen 18 und 19 bei hoherer VergroBerung zu sehen ist. Der Ubergang vom Biofilm zur
nicht kontaminierten Implantatoberfliche, explizit in Abbildung 20 dargestellt, ist deutlich in
Abbildung 19 erkennbar.

Abb.17: Biofilm (dunkler Pfeil) auf Implantat, 25-fach

vergrofert.
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Abb. 18: Ubergang nicht kontaminierte Implantatoberfliche
(heller Pfeil) / Biofilm (dunkler Pfeil), 240-fach vergrofert

L] L, 3 ;! ¥
’ -

Abb. 19: Ubergang nicht kontaminierte Implantatoberfliche
(heller Pfeil) / mehrschichtiger Biofilm (dunkler Pfeil), 2400-

fache Vergroerung
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Abb.20: Nicht kontaminierte, orginale SLA-Oberfldache, 2300-

fache Vergroerung
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3.3. Fluoreszenzmikroskopische Ergebnisse

Bei den Untersuchungen unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 10-facher VergroBerung ist in der
Gruppe 1 ein dichter Belag von gefarbter EPS auf der Implantatoberfliche zu erkennen (Abb. 21,
22, 23). Der Firbung ist im Bereich der kontaminierten Fliche so stark ausgeprigt, dass die

eigentliche Implantatoberfldache nicht mehr zu erkennen ist.

Abb.21: Gruppe 1(Kontrollgruppe), rotgefirbte EPS im Biofilm

mit starker Auspriagung, Implantatoberfliche im kontaminierten

Bereich kaum erkennbar

Abb.22: Gruppe 1(Kontrollgruppe), Ubergang rotgefirbte EPS
(dunkler Pfeil) / nicht kontaminierte Implantatoberflache (heller
Pfeil)
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Abb. 23: Gruppe 1 (Kontrollgruppe), nicht kontaminierte

Implantatoberfliche

In Gruppe 2 ist deutlich die ,,Spur® des Laserstrahls auf der kontaminierten Implantatfliche zu
erkennen. Auf Flichen, die vom Laserstrahl erfasst wurden, lassen sich keine rotgefdrbte EPS

nachweisen. Auf der restlichen Fldache befand sich noch rotgefirbte EPS (Abb. 24 und 25).

Abb. 24: Gruppe 2 (bestrahlt mit 2,5W cw, 12x5s), Ubergang
von behandelter Oberfliche (gestrichelter Pfeil) mit nicht
entfernter, rotgefarbter EPS und nicht kontaminierte Oberfldche

(heller Pfeil)
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Abb.25: Gruppe 2 (bestrahlt mit 2,5W cw, 12x5s), nicht

entfernte, rotgefarbte EPS auf kontaminierter Fliche (dunkler

Pfeil), dekontaminierte Fliche (heller Pfeil)

Im Vergleich zu Gruppe 2 und 4 ist die Menge rot gefarbter EPS ist auf den Implantaten der

Gruppe 3 deutlich reduziert, aber vollige eine Dekontamination wurde nicht erzielt (Abb. 26, 27).

Abb.26: Gruppe 3 (bestrahlt mit 2,5W cw, 6x50s), rot gefirbte
EPS auf behandelter Implantatoberfliche am Ubergang
glatte/SLA Oberflidche (heller Pfeile)




Abb. 27: Gruppe 3 (bestrahlt mit 2,5W cw, 6x50s), EPS rot

gefarbt auf behandelter Implantatoberflidche

In Gruppe 4 ist die rot gefirbte EPS im Vergleich zu Gruppe 2 scheinbar weniger stark
ausgepragt, allerdings deutlicher als im Vergleich zu Gruppe 3 (Abb. 28, 29).

Abb. 28: Gruppe 4 (bestrahlt mit 1W cw, 6x50s), EPS rot gefirbt

auf behandelter Implantatoberfliche
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Abb. 29: Gruppe 4 (bestrahlt mit 1W cw, 6x50s), EPS rot gefarbt

auf behandelter Implantatoberfliche

In einer Schitztabelle sind die einzelnen Gruppen mit den subjektiv ermittelten EPS-Mengen

vergleichend gegeniibergestellt (Tabelle 7).

Tabelle 7: Subjektive Einschitzung der Menge rot gefirbter EPS auf den Implantaten der
Gruppen 2, 3 und 4; 10 = kontaminierte Implantatoberfldche vollstandig mit EPS bedeckt, ......

, 0 = keine EPS auf kontaminierter Implantatoberfliche nachweisbar

Gruppe CO,-Laser-Bestrahlungsparameter Menge rot gefirbter EPS
1 unbehandelt 10
2 2,5W 12 mal 5s 5
3 2,5W 6 mal 50s 2
4 IW 6 mal 50s 4
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4. Diskussion

4.1. Biofilmmodell, bildhafte Darstellung des Biofilms und Methodik

In der vorliegenden Studie sollte zunédchst untersucht werden, ob es moglich ist, einen Biofilm
von Pseudomonas aeruginosa auf dentalen Implantaten in vitro zu generieren. Die
mikrobiologischen Ergebnisse der Kontrollgruppe zeigen, dass es auf der Implantatoberfliache zu
einer deutlichen Zunahme der Keimzahl kam (siehe Tabelle 2). Anhand der Bilder im
Rasterelektronenmikroskop (REM) ist deutlich ein zusammenhédngender, mehrschichtiger

Bakterienrasen zu erkennen(vgl. Abb. 17-19).

Die extrazellulare, polymere Substanzen (EPS) im Biofilm konnten dann im
Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe des Firbemittels Sypro® Red protein gel stain, das zum
Nachweis von EPS in der Umweltbiologie schon zum FEinsatz kommt, bildhaft dargestellt
werden. Es konnte somit nachgewiesen werden, dass sich unter in vitro Bedingungen ein Biofilm

auf einem Implantat aus Titan mit einer SLA-Oberfldche bilden kann.

Als Nachteil der hier priasentierten Methode ist anzumerken, dass der Biofilm nicht von den
Bakterien produziert wurde, die eigentlich bei einer Periimplantitis nachgewiesen werden
konnen. Diese Keime sind meist gramnegativ und anaerob. Besonders die anaerobe Eigenschaft
erschwert es, die klinische Situation in vitro nachzustellen. So war es in Vorversuchen nicht
gelungen, einen stabilen Biofilm mit dem Keim Aktionobacillus aktinomycetemcommitans zu
ziichten. Zudem ist noch unklar, inwieweit eine Begleitflora fiir die Bakterien notwendig ist, um
sich an den entsprechenden Stellen zu etablieren, und ob die Zusammensetzung des
Keimspektrums im Biofilm einen entscheidenden Einfluss hat. In der Mundhohle lassen sich iiber
350 Bakterienarten nachweisen (Fine, 1995). Dieses Okosystem wirkt in einem physiologischen
Zusammenspiel (Gilbert et al., 1997). Es kann zwischen bestimmten Bakterienarten zu einer
Symbiose kommen, die die Leistung der Keime steigert und die metabolische Situation aufrecht

erhilt, sog. interspecies cross-feeding, (Costerton et al., 1995; Costerton, 1999).

Letztlich konnen in-vitro-Versuche die komplexe Situation in-vivo nicht exakt kopieren (Bowden

und Li, 1997; Fine, 1995). Daher konnen Ergebnisse aus in-vitro-Studien nicht direkt auf die
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intraorale periimplantédre Situation iibertragen werden. Im Gegensatz zu in-vivo-Studien sind in-
vitro-Versuche aber einfacher durchfiihrbar und reproduzierbar (Marsh und Bradshaw, 1997). Fiir
die weiteren Fragestellungen dieser Studie war es von groferem Interesse, einen ausgeprigten
und stabilen Biofilm auf einem Implantat zu generieren, da fiir diese Studie eher die
physikalischen Eigenschaften des Biofilms im Vordergrund standen. Es ist davon auszugehen,
dass verschiedene Biofilme sich in ihren biochemischen und physiologischen Eigenschaften
unterscheiden, jedoch die physikalischen Eigenschaften vergleichbar sind wie etwa hinsichtlich

des Wassergehalts und des Adhédsionsvermogens.

Zurzeit sind in der Zahnmedizin erste in-vitro-Biofilmmodelle im Bereich der Kariologie bekannt
(Guggenheim et al., 2004; Pitten et al., 2003). Im Bereich der Parodontologie oder Implantologie

sind bisher noch keine in-vitro-Biofilmmodelle in der Literatur beschrieben worden.

Die Darstellungen des Biofilms mittels REM und Fluoreszenzmikroskop sind relativ einfach
durchzufithren, doch zeigen sie auch Schwichen. Aufgrund der Dehydrierungsvorginge zur
Préparation fiir das REM ist es nicht moglich, EPS und die Wasserhiille des Biofilms im REM
darzustellen. Zudem bilden sich im Biofilm Risse und Biofilmpartikel konnen abplatzen. Daher
birgt eine Kontrolle nach in-vitro-Dekontaminationsversuchen mittels REM zu viele

Fehlerquellen.

Auch die Darstellung der EPS im Biofilm auf dentalen Implantaten mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskops gelingt nicht ausreichend zufrieden stellend, da dentale Implantate meist
einen runden Querschnitt aufweisen. Dies erschwert das flichenhafte Fokussieren der
Implantatoberflachen und lédsst eine quantitative Auswertung beziiglich der Fldachen nicht zu.

Bessere Moglichkeiten konnte die ,,Confokale Laserscanning Mikroskopie* bieten.

Zur Ermittlung der Bakterienzahl auf Priifkérpern werden in vielen Studien so genannte
Abrollversuche durchgefiihrt. Bei diesen Abrollversuchen werden die Priifkdrper iiber eine
Néhrbodenschale gerollt, um die auf den Priifkdrpern haftenden Keime zu entfernen. In der
vorliegenden Studie wurden zur Ermittlung der auf den Implantaten befindlichen Keime die von
der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie empfohlenen Standardmethoden zur
Priifung chemischer Desinfektionsverfahren fiir die Instrumentendesinfektion (Gebel et al, 2001)

in leicht modifizierter Form angewandt. Die Versuchsrohrchen mit den Glasperlen, der
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Nihrfliissigkeit und den Versuchsobjekten, in diesem Fall Implantate, wurden zwei statt nur eine
Minute lang geschiittelt, um sicherzustellen, dass biologisches Fremdmaterial vollstindig von den

Implantaten entfernt wurde.

Idealerweise hitten die Versuche mit der selben Bakterienlosung an einem Tag durchgefiihrt
werden miissen. Dies war aus organisatorischen und zeitlichen Griinden jedoch nicht moglich.
Um trotzdem vergleichbare Ergebnisse erzielen zu konnen, wurden vor jeder Versuchsreihe die
Anzahl der Bakterien in der jeweiligen Losung durch eine Verdiinnungsreihe iiberpriift. Die
jeweilig ermittelten koloniebildenden Einheiten lagen immer im Bereich von 10"/ml und die
Unterschiede waren vernachlédssigbar gering. Daher konnen die Ergebnisse dieser Studie als
reproduzierbar angesehen werden, da immer von nahezu identischen Biofilmzustinden

auszugehen ist.

4.2. Mikrobiologische und fluoreszenzmikroskopische Ergebnisse

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass mit einem CO,-Laser eine
hochsignifikante Reduzierung der KBE des Keims Ps. aeruginosa im Vergleich zur
Kontrollgruppe moglich ist. Bei allen drei verwendeten Zeit/Leistungs-Parametern konnte eine
Reduktion von 99,89% (Gruppe 2) bis 99,98% (Gruppe 3) erreicht werden. Zu @hnlichen
Ergebnissen kam auch Deppe (1998), der in seinen in-vitro-Versuchen Bacillus subtilis als
Testkeim verwendete. Kato und Mitarbeiter (Kato et al., 1998) erzielten eine Reduktion der
Keime Streptokokkus sanguis und Porphyromonas gingivalis um 100%. Es ist also davon
auszugehen, dass der CO;-Laser eine bakterizide Wirkung hat, unabhéngig davon, welcher
Testkeim verwendet wird. Innerhalb der drei Versuchsgruppen zeigte die Versuchsgruppe
(Gruppe 3), die mit den hochsten Zeit-/Energieparametern bestrahlt wurde, die wirkungsvollste
KBE-Reduktion. Dabei scheint nicht nur eine hohere Energieeinstellung, sondern auch die
langere Bestrahlungsdauer einen nicht unerheblichen Einfluss zu haben. Dies zeigt der Vergleich

zwischen Gruppe 2 und 4, wobei der Unterschied statistisch nur als Tendenz sichtbar wird.

Desweiteren konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass mit den gewihlten Parametern der
COs-Laser auch im Stande ist, EPS eines Biofilms zu entfernen und somit auch den Biofilm

selbst. Da es mit dem Fluoreszenzmikroskop nicht moglich war, die kontaminierte bzw.
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behandelte Implantatoberfliche quantitativ zu erfassen (vgl. Kap. 4.1.), konnen Unterschiede
innerhalb der drei Versuchsgruppen nur subjektiv eingeschiitzt werden. Ahnlich den
mikrobiologischen Ergebnissen lassen sich in der Gruppe 3 anscheinend am wenigsten EPS nach
der Behandlung nachweisen, gefolgt von Gruppe 4 und 2. Auffallend ist bei Gruppe 4 und 2 das
scheinbare Missverhéltnis zwischen der Keimreduktion und der Menge noch nachweisbarer EPS.
Die Keimreduktion liegt bei allen drei Gruppen im Bereich von 99,9%. Nimmt man Gruppe 3
zum Vergleich, ist bei Gruppe 2 und 4 in Relation zur jeweilig erreichten Keimreduktion deutlich
mehr gefirbte EPS sichtbar. Wihrend man in der Gruppe 2 genau die dekontaminierte Fldache wie
eine Spur nach der Laserbestrahlung verfolgen kann, ist bei der Gruppe 4 der Rest von
angefiarbter EPS eher diffus verteilt. Daraus ldsst sich moglicherweise folgern, dass fiir die
bakterizide Wirkung die Leistungseinstellung des CO,-Lasers nicht so entscheidend, dagegen fiir

die Entfernung des Biofilms eine hohere Leistungseinstellung effektiver ist.

Die keimtotende Wirkung des CO;-Lasers bei einer Wellenldnge von 10.6um ist in der Literatur
beschrieben (Adrian und Gross, 1979; Hooks et al., 1980; Nammour und Majerus, 1991;
Zakariasen et al., 1986). Die Wirkung beruht auf photothermischen, photoablativen oder
photomechanischen Effekten (Wilson, 1994). Dederich und Mitarbeiter (1990) konnten in einer
Keimsuspension von Streptokokkus sanguis, Streptokokkus mutans, Streptokokkus mitior und

Actinomyces vicosus einen keimreduzierenden Effekt von bis zu 99,4% beobachten.

Da Bakterien und Biofilme iiberwiegend aus Wasser bestehen (Christensen und Charaklis, 1990)
und der CO,-Laser sein Absorptionsmaximum im Wasser hat (Dederich et al., 1990; Wilson,
1994) ist der Effekt sowohl auf Bakterien als auch auf Biofilme zu erkldren. Ganz (1994) stellte
in seinen Untersuchungen fest, dass Titan im Bereich der Wellenldnge des CO,-Lasers die
niedrigsten Absorptionswerte aufweist. Daher sind diese Eigenschaften des CO,-Lasers fiir eine

Dekontamination von Implantaten, die aus Titan gefertigt sind, geeignet.

Fiir eine Dekontamination von natiirlichen Zahn- oder Wurzeloberfldchen, die zwar nur in
geringen Mengen Wasser enthalten, sind diese Eigenschaften eher nachteilig. Nach der
Behandlung von Dentin und Zement mit dem CO,-Laser beschrieben Sasaki und Mitarbeiter
(2002) das Entstehen von Cyanten und Cyanamiden auf der Wurzeloberfliche und eine schwarze,

carbonisierte Oberfliche.



44

Bei Implantaten sind negative Veridnderungen der Oberflache nach Bestrahlung mit dem CO;-
Laser im cw-Modus in den bisher bekannten Studien nicht oder in vernachldssigbarem Rahmen
beobachtet worden (Barak et al., 1998; Kreisler et al., 2002c; Kreisler et al., 2002b; Mouhyi et al.,
1999; Oyster et al., 1995; Swift et al., 1995; Wooten et al., 1999). Deppe und Mitarbeiter (2002)
beschreiben eine bldulich-graue Verfarbung bei Implantaten mit einer Titanplasma-Beschichtung
nach Behandlung mit dem CO,-Laser im Superpuls-Betrieb, die auf eine Veridnderung der
Oxidschichtdicke hinweist, und glatte Zonen, die als ein Aufschmelzen der Oberfliche
interpretiert wurden. In kleinerem MaBle wurden unter dem REM ihnliche Stellen nach
Behandlung im cw-Modus gefunden, die aber keinen negativen Einfluss auf die anschlieende
Augmentation hatten. Auch die Oxidschichtdicke nahm nach Bestrahlung im cw-Modus zu.
Diese Verdnderung wird aber in Bezug auf die Biokompatibilitit als unbedenklich eingestuft. In
der gleichen tierexperimentellen Studie wurde auch kein erhohter Titangehalt nach Bestrahlung
dentaler Implantate mit dem CO,-Laser im Vergleich zu nichtbestrahlten Implantaten in den
Nachbargeweben, in den regionidren Lymphknoten und in Organen wie Lunge, Leber, Milz und
Niere gefunden. Kreisler und Mitarbeiter (Kreisler et al., 2002c) beobachteten Aufschmelzungen
auf Titanplasma- und SLA-Oberflichen bei einer Energieflussrate von 30 Jem™ und auf
Hydroxylapatit-Oberflichen bei 15 Jem™? In der vorliegenden Studie wurden keine

Veridnderungen der Oberfldache beobachtet.

Temperaturerh6hungen am angrenzenden periimplantiren Knochen nach Bestrahlung mit dem
CO,-Laser wurden in einigen in-vitro-Studien bereits untersucht (Barak et al., 1998; Mouhyi et
al., 1999; Oyster et al., 1995; Swift et al., 1995; Wooten et al., 1999). Erikson und Albrektson
(1983) geben an, dass eine Temperaturerhohung auf 47° C und mehr am angrenzenden Knochen
zu irreversiblen Schidigung des Knochens fiihren kann. Eine Erhohung auf 44° C scheint
unbedenklich zu sein. Deppe (1998) benutzte in seinen CO;-Laser-assistierten Studien ein
zusitzliches Hilfsgerdt, um die Gefahr thermischer Nebenwirkungen des CO2-Lasers zu
minimieren. Das von der Firma Sharplan vertriebene Gerit Silk Touch™ Flashscanner verwendet
einen hochfokussierten Laserstrahl in einem spiralformigen Muster. Der Laserstrahl fihrt ein
kreisformiges Gebiet mit einem Durchmesser von 0,9 — 10 mm ab. In diesen Studien stellte sich
die Einstellung 12 x 5 s, 2,5W im cw-Modus als die effektivste Einstellung in Bezug auf die

bakterizide Wirkung heraus, ohne die Marke von 44° C zu iiberschreiten.



45

Kreisler und Mitarbeiter (Kreisler et al., 2002b) ermittelten, dass die kritische Marke von 47°C
bei einer Bestrahlung mit dem CO,-Laser bei eine Einstellung von 2,5W nach 15s, von 1W nach
56s erreicht wird. Alle der bisher bekannten Studien sind bezogen auf die Temperaturerhohung
bei in-vitro-Untersuchungen. Deppe (1998) und Kreisler et al. (Kreisler et al., 2002b)
verwendeten einen #dhnlichen Versuchsaufbau. Dentale Implantate wurden in einen
Schweinekiefer inseriert und dieser dann in einem auf 37°C temperierten Wasserbad fixiert.
Danach wurde das Implantat statisch mit dem CO,-Laser mit verschiedenen Parametern bestrahlt,
wobei das Laserhandstiick fest in einer Halterung arretiert war, und die Temperatur am Ubergang
Implantat / Knochen mit einem Thermometer gemessen wurde. Wie bei allen In-vitro-Versuchen
konnen die Ergebnisse nur bedingt auf die klinische Situation iibertragen werden. Da klinisch mit
dem Laser nur im Bereich von Sekunden statisch oder punktuell gearbeitet wird, wire zu
diskutieren, ob die Temperatur sich dhnlich verindert wie in den bekannten in-vitro-Studien.
Zudem kann klinisch nicht immer die ideale Brennweite des Lasers eingehalten werden, was zu

einer Abnahme der auf dem Implantat auftreffenden Energie fiihrt.

Klinisch liegt im Knochen eine Blutzirkulation vor, die die entstehende Wirme schneller ableiten
kann als ein in-vitro-Wasserbad. Daher wiirde eventuell eine hohere Energie-/Zeiteinstellung des
Lasers als die bisher empfohlenen Werte moglich sein, ohne das Knochen/Implantatinterface
thermisch zu schidigen. Wie aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie abzuleiten ist, ist eine
hohe Energie/Zeiteinstellung am effektivsten. Romanos (1999) empfiehlt bei der Verwendung
des CO,-Lasers im Rahmen der Periimplantitistherapie eine Einstellung von 4W im cw-Modus,
ohne die Bestrahlungsdauer festzulegen. Zeichen einer thermischen Nekrose wurden klinisch
nicht festgestellt, periimplantdre Augmentationen nach einer so beschriebenen Dekontamination

verliefen klinisch erfolgreich.

Wihrend der Bestrahlung der glatten Oberfldche der Implantatschulter mit dem CO;-Laser in
dieser Studie konnte beobachtet werden, dass der Laserstrahl unkontrolliert reflektiert wurde. Der
so reflektierte Strahl traf auf das Kunststoffmodell und verursachte Aufschmelzungen. Ob dieses
Problem klinisch auch auftritt und ob dies negative Folgen hat, ist bisher in der Literatur noch

nicht beschrieben worden.

In allen drei Versuchsgruppen wurde weder eine vollige Keimfreiheit noch eine vollstindige

Entfernung des Biofilms erzielt. Dafiir konnte es mehrere Griinde geben. Als Hauptgrund gilt
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wahrscheinlich, dass die Gesamtfldche der kontaminierten Implantatanteile nicht vollstindig oder
nicht mit ausreichender Intensitit bestrahlt wurden. Da der Durchmesser eines normal
fokussierten Laserspots circa 0,5mm betrégt, ist ein gleichmiBiges und vollstindiges Abfahren
einer bestimmten Fliche duBerst schwierig, vergleichbar mit dem Versuch, mit einem Bleistift
eine bestimmte Fliche Papier vollstindig in kurzer Zeit zu schraffieren. Bei Implantaten kommt
erschwerend hinzu, dass eine gekriimmte Fliche vorliegt. Bestimmte Anteile der Flache, zum
Beispiel oral, distal oder approximal zu einem Nachbarzahn oder —implantat, sind zudem sehr
schwer zuginglich. Ebenso schwer erreichbar sind freiliegende Implantatoberfldchen innerhalb
eines trichterformigen Knochendefekts (Abb. 30). Ein sicheres und vollstandiges Abfahren der
kontaminierten Implantatflichen ist somit nicht gewéhrleistet. So ist es nahezu unmoglich,
gleichmiBig die ideale Brennweite von cirka 10 mm oder den idealen Einstrahlwinkel von 90°
einzuhalten. Dies fiihrt dazu, dass die Energie des Laserstrahls reduziert an der zu bestrahlenden
Flache ankommt. Der Aufbau des verwendeten Sharplan-Lasersystems mit seinem schwenkbaren
Laserarm wirkt dabei etwas unhandlich. Als besondere Erschwernis zeigte sich in Gruppe 2 die
sehr kurze Bestrahlungsdauer von nur 5 Sekunden. Diese Zeit scheint zu kurz, um das jeweilige
Implantatsegment abzufahren und danach wieder genau den neuen Ansatzpunkt fiir die weiteren

5 Sekunden des abtastenden Bestrahlens zu finden.
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Abb.30: Strahlengang des Lasers und seine geometrische Ausrichtung im

periimplantiren Knochendefekt

Laserhandstiick

Strahlengang trichterférmiger
Knochendefekt

Deppe und Mitarbeiter (2001) konnten im Tierexperiment nach einer CO,-Laser-assistierten
Periimplantitistherapie mit den Parametern 2,5W im cw-Modus fiir 12 mal 5 s und
anschlieBender Augmentation einen Knochenneugewinn von bis zu 41 % erzielen, wobei die
besseren Ergebnisse nach der Behandlung mit der Kombination CO,-Laser und Pulverstrahlgerit
erzielt wurden. Dies ldsst sich moglicherweise auf eine umfangreichere Entfernung des Biofilms
durch einen zusitzlichen Dekontaminationsvorgang, in diesem Fall mit dem Pulverstrahlgerit,
erklidren. Doch ist eher der Ansatz zur ,,VergroBerung® des Laserspotdurchmessers durch den
Einsatz des Flashscanners, um eine groBere Fliche sicherer abfahren zu konnen, verheiBungsvoll.
Es wire in-vitro zu iiberpriifen, ob die eingestrahlte Energie fiir die jeweilige Flache ausreichend
ist, um auch den Biofilm entfernen zu konnen. Eine andere Moglichkeit zur Vergroerung des
Durchmessers eines CO,-Laserstrahls wire dessen Defokussierung. Allerdings miisste dann auch
die Energie des Lasers hoher eingestellt werden, da auch das Verhiltnis Energie/Flache sich
dndern wiirde. Die neuen Energie-/Zeit-Parameter miissten dann wiederum auf die mogliche

Hitzeiibertragung und auf die bakterizide Wirkung und die Fihigkeit, auch den Biofilm zu
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entfernen, iberpriift werden, bevor zuverldssige Empfehlungen fiir den klinischen Einsatz

gegeben werden konnen.

Zurzeit sind keine umfassenden klinischen Studien iiber den Einsatz des CO,-Lasers im Rahmen
der Periimplantitistherapie bekannt. Es gibt lediglich Berichte iiber Einzelfille.

Ein Vergleich mit anderen Lasertypen im Rahmen der Periimplantitistherapie ist schwierig. Als
gesichert darf angesehen werden, dass der Nd:YAG-Laser auf Grund der beobachteten
Aufschmelzungen im Metall nicht bei einer Implantatdekontamination eingesetzt werden sollte

(Block et al., 1992; Romanos et al., 2000).

Dagegen scheinen die Vertreter der Low-Power-Laser-Light-Gruppe, zum Beispiel der
Diodenlaser, der Er:YAG- und der GaAlAs-Laser, eher geeignet zu sein. Auch beim Einsatz des
Er:YAG-Lasers besteht die Gefahr einer Uberhitzung durch ein zu langes Bestrahlen mit zu
hoher Energieeinstellung (Kreisler et al., 2002a). In einer weiteren in-vitro-Studie erzielten
Kreisler und Mitarbeiter (2005) nach einer Behandlung mit dem Er:YAG-Laser eine signifikant
hohere Fibroblastenproliferationsrate auf Titanplédttchen, die zuvor mit dem pathogenen Keim
Porphyromonas gingivalis kontaminiert wurden, im Vergleich zu kontaminierten und
unbehandelten Titanplittchen. In derselben Studie lie3 sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der Behandlung mit dem Er:YAG-Laser und einem Pulverstrahlgerit feststellen.
Allerdings konnten Verdnderungen der Titanoberflichen nach der Behandlung mit dem
Pulverstrahlgerit beobachtet werden. Aufgrund der kurzen Inkubationszeiten von bis zu 24 h von
Porphyromonas gingivalis kann allerdings nicht von einer Biofilmquantitit auf den
Titanplittchen, wie sie auch klinisch imponiert, ausgegangen werden. In einer klinischen Studie,
bei der die Effizienz des Er:YAG-Lasers in der Behandlung von periimplantdren Lésionen mit
der von konventionellen Behandlungsmethoden, Kunststoffkiiretten und lokale Desinfektiva,
verglichen wurde, beobachteten Schwarz und Mitarbeiter (2005b) bei beiden Therapieformen
eine signifikante Verbesserung der klinischen Parameter. Beim Parameter ,,Bleeding on Probing*

konnten mit dem Er:Y AG-Laser deutlich bessere Ergebnisse erzielt werden.

In einer weiteren in-vitro-Studie verglich die Arbeitsgruppe um Schwarz (2005a) die Behandlung
von kontaminierten Titanpléttchen, auf denen unter klinischen Bedingungen Biofilme geziichtet
wurden, mittels Er:YAG-Laser, einem Ultraschallsystem und konventionellen Methoden

(Plastikkiiretten und Chlorhexidindigluconat-Losung). Die Behandlung mit dem Er:YAG
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benotigte die lingste Behandlungsdauer, erzielte aber die grofite gesduberte Fliche und den
geringsten verbliebenen Plaque-Biofilm. Im Vergleich zur Kontrollgruppe von unkontaminierten
Titanplittchen waren auf den Plittchen der drei Behandlungsgruppen signifikant weniger

mitochondriale Zellaktivititen von Osteosarkomzellen nachweisbar.

Die Arbeitsgruppe um Bach (2000) konnte in-vitro nach einer Bestrahlung mit dem Diodenlaser
fiir 20 s bei 1W keine Verdnderung der Implantatoberfldche feststellen. In einer klinischen Studie
konnten sie klinisch bessere Ergebnisse nach Einsatz des Diodenlasers im Vergleich zur
konventionellen Therapie (Scaling / Entfernung des Granulationsgewebes) beobachten. In-vitro-
Untersuchungen von Haas und Mitarbeitern (1997) ergaben eine vollstindige Hemmung des
Bakterienwachstums ohne Oberfldchenverinderung des Implantats nach einer Bestrahlung mit
einem Diodenlaser in Kombination mit einer photosensibilisierenden Substanz (Toluidinblau).
Bei der Umsetzung des Versuchsansatzes in vivo konnte eine Reduktion der Bakterien um 2 bis 3
log-Stufen erzielt werden. Aber auch hier war eine vollstindige Bakterienfreiheit nicht erzielt
worden (Dortbudak et al., 2001). Insgesamt fehlen fiir die Low-Power-Laser-Light-Gruppe
definitive Empfehlungen fiir Bestrahlungsdauer und Energieeinstellung, die einen klinischen
Erfolg zuverldssig vorhersagbar machen. Auch ein Vergleich iiber die Effektivitdt zwischen den
Vertretern der Low-Power-Laser-Light-Gruppe und dem CO,-Laser in Bezug auf die bakterizide
Wirkung und Fihigkeit, einen Biofilm sicher zu entfernen, ist nach derzeitigem Stand der

Wissenschaft nicht moglich. Eine vergleichende in-vitro-Studie konnte fiir mehr Klarheit sorgen.

Auch aus einem Vergleich zwischen anderen in-vitro-Studien, die sich mit der Problematik der
Periimplantitistherapie auseinandergesetzt haben, lassen sich nur bedingt Riickschliisse fiir die
Klinik ziehen. Zwar konnte in verschiedenen Laborstudien die Wirksamkeit von diversen
Desinfektiva, wie Zitronensdure, Chlorhexidin in verschiedenen Konzentrationen, 3 %iges
Wasserstoffperoxid und Trichloretylen gegeniiber bakteriellen Pathogenen nachgewiesen werden
(Buchmann et al., 1996; Dennison et al., 1994; Mouhyi et al., 1998; Sennheiser-Kirchner et al.,
2004; Zablotsky et al., 1992). Aber aufgrund der Auswahl unterschiedlicher Testkeime kénnen
die Ergebnisse der jeweiligen Arbeiten nicht verglichen werden und in keiner bisher bekannten

Studie wurde ein dauerhafter klinischer Erfolg mit diesen Agenzien beschrieben.

In allen bisher bekannten in-vitro-Studien wurden in den Versuchen die planktonische Form

unterschiedlicher Bakterien verwendet. Klinisch muss aber analog einer marginalen Parodontitis
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(Darveau et al., 1997; Offenbacher, 1996) davon ausgegangen werden, dass die Bakterien in
Form eines Biofilms auf den betroffenen Implantatoberflichen vorliegen. Der komplexe,
dreidimensionale Aufbau der Biofilme, der von mehreren Bakterienspezies gebildet werden kann
(Costerton et al., 1978), schiitzt den Film vor Austrocknung und verhindert unter anderem eine
Diffusion von antimikrobiellen Mitteln bis in die untersten Schichten des Films (Flemming H.C.
et al, 2000). Innerhalb eines Films finden sich mehrere Kompartimente mit unterschiedlichen
pH-Werten und elektrochemischen Potentialen (Costerton et al., 1994). Dies macht die Bakterien
innerhalb des Biofilms nahezu resistent gegen Antibiotika oder Desinfektiva (Costerton et al.,
1999). Dies wiirde die relativ bescheidene klinische Wirkung der oben genannten Wirkstoffe und
diverser Antibiotika im Rahmen einer Periimplantitistherapie erkldren. Moglicherweise sind diese
Eigenschaften eines Biofilms auch dafiir verantwortlich, dass eine photosensibilisierende
Substanz, wie sie in den Studien der Wiener Arbeitsgruppe (Dortbudak et al., 2001; Haas et al.,
1997) eingesetzt wurde, nicht bis in die untersten Schichten des Biofilms vordringt und ihre
Wirkung in Kombination mit einem Diodenlaser nicht vollstindig entfalten kann.
Moglicherweise wiirde es bereits zu einer Verbesserung fiihren, den Biofilm oder Reste davon
anzufirben, um ein optisch kontrollierbares Abfahren noch kontaminierter Flichen zu
gewihrleisten. Gleichzeitig konnten unnotig verldngerte Bestrahlungszeiten vermieden werden,
das Risiko einer Uberhitzung des periimplantiren Knochens minimiert und die

Implantatoberfliche mdglichst nicht beeinflusst werden.

Zudem darf eine mogliche Wirkung des nicht zelluldren Biofilmanteils nicht unterschitzt werden.
In den extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS) sind Lipopolysaccharide (LPS) vorhanden
(Burns, 1989; Jahn und Nielsen P.H., 1999), die als Endotoxine wirken und somit eine verstirkte
Immunantwort verursachen (Hahn et al, 1994). Die Wirkung der meisten Desinfektiva oder
vieler Antibiotika zielt auf die Bakterienmembran. Von der genauen Wirkung auf Bestandteile
der EPS, wie z.B. LPS, ist bisher in keiner Studie berichtet worden. Daher sollte das Ziel einer
Dekontaminationstherapie die vollstindige Entfernung des Biofilms sein und sich nicht nur auf
ein Abtoten der Keime innerhalb des Biofilms beschrinken. Dennison und Mitarbeiter (1994)
und Zablotsky und Mitarbeiter (1992) verwendeten in ihren Dekontaminationsstudien LPS. Die
Ergebnisse unterscheiden sich im Vergleich zu Ergebnissen von in-vitro-Studien, die Bakterien
verwendeten (Mouhyi et al., 1998; Sennheiser-Kirchner et al., 2004). Besonders die

Dekontaminationswirkung von Chlorhexidin auf LPS zeigte sich als ineffektiv. Auch in den
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Vorversuchen der vorliegenden Studie konnte mit Chlorhexidin-Spiilungen nur eine

unzureichende Entfernung des Biofilms erzielt werden.
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5. Zusammenfassung

Zur Dekontamination freiliegender Implantatoberflichen, die Resultat eines entziindlich
bedingten Knochenabbaus im Rahmen einer Periimplantitis sind, steht neben konventionellen

Therapieansdtzen auch der Einsatz des CO,-Lasers zur Diskussion.

In der vorliegenden Studie wurde in vitro ein Biofilm auf 34 dentalen Implantaten generiert. Als
Testkeim wurde Pseudomonas aeruginosa verwendet. Zwei Implantate wurden zur Untersuchung
des generierten Biofilms unter dem Rasterelektronenmikroskop pripariert. Die restlichen 32
Implantate wurden in 4 Gruppen eingeteilt und unterschiedlich behandelt. Gruppe 1 wurde als
Vergleichsgruppe nicht behandelt. Gruppe 2 wurde mit dem CO,-Laser mit 2,5W im continuos-
wave-Modus fiir 12 mal 5 s in wischender Bewegung bestrahlt. Gruppe 3 wurde mit dem CO;-
Laser mit 2,5W im continuos-wave-Modus fiir 6 mal 50 s in wischender Bewegung bestrahlt.
Gruppe 4 wurde mit dem CO,-Laser mit 1W im continuos-wave-Modus fiir 6 mal 50 s in
wischender Bewegung bestrahlt. Alle Laserbestrahlungen fanden an den Implantaten in einer
speziell hergestellten Modellserie mit imitierten periimplantdaren Defekten statt, um die klinischen
und topographischen Besonderheiten zu realisieren. Je zwei Implantate jeder Gruppe wurden fiir
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen aufbereitet. Die restlichen Implantate der 4 Gruppen
(n=6) wurden zur Bestimmung der verbliebenen koloniebildenden Einheiten auf den Implantaten

mikrobiologisch untersucht.

Ziel der Studie war es, zu priifen, ob es moglich ist, mit dem CO,-Laser sowohl die
koloniebildenden Einheiten (KBE) des Testkeims als auch die extrazelluldren polymeren
Substanzen (EPS) im Biofilm im Vergleich zur Kontrollgruppe zu reduzieren. Zudem sollte
untersucht werden, ob es Unterschiede innerhalb der mit dem CO;-Laser behandelten Gruppen
gibt. Die deskriptive Analyse wurde mit dem Kruskall-Wallis-Test und dem Mann-Whitney-U-
Test auf Signifikanz tiberpriift.

Die mikrobiologischen Ergebnisse zeigten, dass in den Gruppen 2, 3, 4 die koloniebildenden
Einheiten des Testkeims im Vergleich zur Kontrollgruppe hoch signifikant zwischen 99,89 %
(Gruppe 2), 99,95 % (Gruppe 4) und 99,98 % (Gruppe 3) reduziert waren. Innerhalb der Gruppen

waren die Unterschiede zwischen Gruppe 2 und 3 und den Gruppen 3 und 4 signifikant.
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Zwischen den Gruppen 3 und 4 war ein tendenzieller Unterschied feststellbar. Unter dem
Fluoreszenzmikroskop war auch eine deutliche Reduzierung der am gefirbten extrazelluldren
polymeren Substanzen in den Testgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellbar. Da eine
quantitative Auswertung fluoreszenzmikroskopischer Ergebnisse nicht moglich war, konnten die
Unterschiede innerhalb der Gruppen nur als Schitzung erfasst werden. Die geringste Menge
gefarbter extrazelluliren polymeren Substanzen war in Gruppe 3 zu erkennen, gefolgt von
Gruppe 4 und 2. Auffallend war das scheinbare Missverhiltnis in Gruppe 4 und 2 zwischen den
koloniebildenden Einheiten und der Menge angefirbter extrazelluldren polymeren Substanzen im

Vergleich zu Gruppe 3.

Zusammenfassend ldsst sich folgern, dass der CO,-Laser sowohl eine bakterizide Wirkung hat,
als auch in der Lage ist, extrazelluliren polymeren Substanzen und damit den Biofilm zu
entfernen. Fiir die bakterizide Wirkung ist eine langere Bestrahlungszeit anscheinend eher von
Bedeutung, um ein kontaminiertes Implantat vollstindig abfahren zu konnen. Zur Entfernung des
Biofilms scheint neben der Bestrahlungsdauer auch die Energieeinstellung einen entscheidenden
Einfluss zu haben, um biologisches Fremdmaterial von einem kontaminierten Implantat zu
entfernen. Allerdings wurde in keiner Gruppe eine absolute Sterilitét erzielt, da wahrscheinlich
die kontaminierten Flachen nicht vollstindig und nicht mit ausreichend langer Intensitit bestrahlt
wurden bzw bestrahlt werden konnten. Dies ist zum Teil auch bedingt durch den nicht immer
gesicherten Zutritt des Laserstrahls zur Implantatoberfliche bedingt durch das Implantatdesign
und die Konfiguration des Knochendefekts. Um den CO,-Laser fiir den klinischen Einsatz
empfehlen zu konnen, sind trotz vielversprechender Ansdtze weitere in-vitro und klinische

Untersuchungen notwendig.
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