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1. Einleitung

1.1 Einfuhrung in die Thematik

Der menschliche Organismus, insbesondere innere Korperoberflachen, wie
beispielsweise die Mundhohle als Teil des Gastroinsterstinaltraktes, weisen eine hohe
Besiedlung mit Mikroorganismen auf. Allein auf den Gastoinsterstinaltrakt entfallen
Mikroorganismen mit einer Biomasse von ca. 1,5 kg (Kaper und Sperandio, 2005). Primar
treten die Mikroorganismen jedoch nicht pathogen in Erscheinung, sondern liegen als
apathogene oder fakultativ pathogene Erreger in der physiologischen Kolonisationsflora
vor. Fakultativ pathogene Erreger wirken pathogen nur bei Vorliegen begunstigender
Faktoren (Suerbaum et al., 2012).

Eine Dekontamination von oralen Oberflachen ist zur Behandlung von
Infektionserkrankungen essentiell. Laut Deutscher Mundgesundheitsstudie V (DMS V)
bilden die Karies und Parodontitis den Hauptanteil der oralen Infektionserkrankungen. Es
zeigte sich in den vergangenen 20 Jahren ein positiver Trend durch adaquate,
regelmalige Prophylaxe, sowie eine effiziente Diagnostik und Therapie (Cholmakow-
Bodechtel, 2016). Den derzeitigen Goldstandard der Parodontitistherapie stellt z.B. das
subgingivale Debridement im Rahmen einer antiinfektidsen Therapie dar (Drisko, 2014),
was eine mechanische Dekontamination der infizierten intraoralen Oberflachen fordert.
Ebenso wird im Rahmen der Kariestherapie oder der Behandlung endodontischer
Erkrankungen auf mechanische oder chemische Dekontaminationstechniken
zuruckgegriffen. So ist eine endodontische Therapie ohne Verwendung desinfizierender
Spullésungen (z.B. NaOCI) im Sinne einer chemischen Desinfektion weitestgehend
ineffektiv (Kandaswamy und Venkateshbabu, 2010). Neben der mechanischen und
chemischen Dekontamination stellen photoinduzierte Effekte in Form von
Laserapplikation eine weitere Mdglichkeit zur Dekontamination von oralen Oberflachen
dar (Soukos et al., 2003).

Nach Entwicklung und Einsatz erster Lasersysteme (Rubinlaser) in der Zahnmedizin im
Jahre 1964 (Goldman et al., 1964), konnte sich die orale Laseranwendung durch stetig
voranschreitende Forschung und Entwicklung in der Zahnheilkunde etablieren.

Mittlerweile sind verschiedene Lasertypen in Anwendung, die in ihren jeweiligen
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Einsatzgebieten spezifische Eigenschaften aufweisen. Neben dem Diodenlaser werden
auch Nd:YAG-, Er:YAG-, Argon-lonen-, Er,Cr-YSGG- und COg-Laser in der
Zahnheilkunde verwendet (Sulieman, 2005). Eine Bearbeitung der Zahnhartsubstanz im
Sinne einer Kavitatenpraparation ist z.B. durch Erbium-Laser mdglich und kann als
Alternative zu herkdmmlichen mechanischen Praparation gesehen werden (Tao et al.,
2017). Im Rahmen einer endodontischen Behandlung kann eine Laseranwendung zur
Desinfektion des Wurzelkanalsystems beitragen (Moritz et al., 1997a). Die antibakterielle
photodynamische Therapie (aPDT) gqilt als ein alternatives dekontaminierendes
Behandlungskonzept der Parodontitis (Kikuchi et al., 2015). Neben der Dekontamination
von mikrobiell belasteten Oberflachen werden Laser in der Chirurgie auch zum Schneiden

von Weichgewebe oder zur Osteotomie verwendet (Frentzen et al., 2003).

Es existieren einige Studien Uber die dekontaminierenden Eigenschaften der
Laserapplikation. Diese sind allerdings ob der verwendeten Parameter und
unterschiedlicher in-vitro-Bedingungen nur schwer vergleichbar. Deutlich wird, dass
gewisse Parameter die dekontaminierenden Eigenschaften von Laserstrahlung
bestimmen (Saydjari et al., 2016). Jedoch gibt es keine Untersuchungen, die unter
gleichbleibenden  Bedingungen die Effekte bei Temperaturbelastung von
Mikroorganismen bei der Bestrahlung mit Diodenlasern (450 — 1000 nm) mit den
desinfizierenden Eigenschaften unter Rickbezug auf humane Zellkulturen untersuchen
und vergleichen. Dies ist Zielsetzung dieser Studie, in der entsprechende
Rahmenbedingungen durch ein eigens entwickeltes Modellsystem geschaffen werden

sollten.

1.2 Keimspektrum der Mundhohle und Biofilmbildung

Die Mundhohle stellt die Haupteintrittspforte des menschlichen Koérpers dar. Durch den
Speisebolus bei der Nahrungsaufnahme, den Atemvorgang und die andauernde
Speichelproduktion findet eine stetige Kolonisation und Fluktuation von Mikroorganismen
auf epithelialen und dentalen Oberflachen statt. Die Mundhohle bietet folglich ein

geeignetes Milieu fur das Wachstum von Bakterien, Hefen, Mykoplasmen, Viren,
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gelegentlich Protozoen und somit auch fur die Entstehung von Infektionserkrankungen
(Dewhirst et al., 2010; Wright et al., 2013).

Infektionserkrankungen in der Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde sind meist bakterieller,
viraler oder mykotischer Genese. In den Gebieten der Endodontie, Parodontologie,
konservierenden Zahnheilkunde oder Chirurgie zeigen sich bakterielle Infektionen als
hauptverantwortlich fir die Atiologie und Pathogenese einer Vielzahl von Erkrankungen
(Reitemeier et al., 2006). Das Keimspektrum der Mundhdhle setzt sich aus einer
Mischflora von gram-positiven und gram-negativen Aerobiern und Anaerobiern
zusammen. Die Human Oral Microbiom Database enthalt Gensequenzen von tber 700
Taxa oraler Bakterien (HOMD), welche physiologisch in der Mundflora vorliegen und im
Rahmen von opportunistischen Infektionen pathologisch in Erscheinung treten kénnen
(Suerbaum et al., 2012).

Planktonisch vorliegende orale Mikroorganismen organisieren sich als Teil eines
komplexen, einer Oberflache adharierenden Systems — dem Biofilm (O'Toole et al., 2000).
Biofilme sind definiert als eine Bakterienpopulation, die, in einer Matrix eingeschlossen,
aneinander und/oder an Oberflachen oder Schnittflachen anheften (Costerton et al.,
1995). Die Zusammensetzung des Biofilms (Tab. 1) ist variabel und wird bestimmt durch
die im Biofilm organisierten Bakterien und deren physiologischen Status, sowie durch
exogene Faktoren, wie der Verfugbarkeit und Zuganglichkeit von Nahrstoffen (Sutherland,
2001).

Tab. 1: Zusammensetzung der Biofilm — Matrix (Sutherland, 2001).

Komponente Anteil an der Biofilm - Matrix
Wasser bis zu 97 %
Mikroorganismen 2-5%
Homo- und Heteropolysaccharide 1-2%

(neutral und polyanionisch)
Proteine <1-2%
(extrazellular und aus Lyse entstanden)
DNA / RNA (aus Lyse von Zellen) <1-2%

Gebundene und freie lonen ?
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Die Organisation von planktonischen Bakterien in einem Biofilm ist vorteilhaft, da so
synergetische Mechanismen zwischen den Mikroorganismen stattfinden konnen (van
Steenbergen et al., 1984) und spielt eine essentielle Rolle in deren Uberleben (Jakubovics
und Kolenbrander, 2010). Anderungen des oralen pH-Wertes durch stetige
Nahrungsaufnahme, Veranderungen in der Verfugbarkeit von Nahrstoffen und Sauerstoff,
sowie antimikrobielle Eigenschaften des Speichels (Abiko und Saitoh, 2007) erschweren
das Uberleben planktonischer Bakterien in der Mundhohle. Die Organisation in einem
Biofilm bietet dagegen eine erhdhte Retention an exponierten Oberflachen, erleichterten
Austausch von Stoffwechselprodukten und erhdohte Nahrstoffverfugbarkeit (Wright et al.,
2013).

1.2.1 Besiedlung der Mundhdhle

Biofilme bilden sich bevorzugt an Orten mit hoher Feuchtigkeitsexposition, z.B. in
industriellen Bioreaktoren oder auf Steinen in FlieRgewassern. Im menschlichen Korper
dagegen finden sich Biofilme beispielsweise im otolaryngischen System, in der Vagina

oder im Gastrointerstinaltrakt (Huang et al., 2011).

Der Biofilmbildung geht eine Exposition und Kolonisation der Mundhdhle mit
Mikroorganismen voraus. Die Mundhohle ist bei Neugeborenen noch weitestgehend
steril. Die Kolonisation mit Mikroorganismen beruht also auf exogene Faktoren. Die
Ausbildung einer oralen Residentmikroflora beginnt ab dem Ende der Entbindung
(Puerperium). Atmung, Nahrungsaufnahme und der elterliche Kontakt sorgen fur eine
erste Inokulation der Mundhdhle mit Mikroorganismen (Sampaio-Maia und Monteiro-
Silva, 2014). Zu den Pionierkeimen gehoren Streptokokken und Staphylokokken,
insbesondere S. mitis, S. salivarius und S. oralis (Bagg, 2006). Die IgA1— Protease dieser
Pionierarten verschafft ihnen einen Vorteil gegenuber anderen Bakterien, da sie dadurch

in gewissem Malde die Wirtsabwehr unterlaufen konnen (Cole et al., 1994).

Durch Veranderungen des lokalen pH-Wertes, Freilegung neuer Rezeptoren und Bildung
neuer Nahrstoffe (z.B. Lactat) werden gunstige Bedingungen fur die Besiedlung von
nachfolgenden Populationen geschaffen. SchlieBlich bildet sich die sogenannte

Klimaxflora, eine stabile Situation mit einer grof3en Artenvielfalt. In Abb. 1 wird die Abfolge
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der Kolonisation der Mundhdhle mit Mikroorganismen veranschaulicht. Pionierkeime
mussen aullerdem eine hohe Affinitdt zu epithelialen Oberflachen aufweisen. Meist
handelt es sich hierbei um aerobe und fakultativ anaerobe Bakterien (Marsh und Martin,
2003).

: Zunahme der
Klimaxflora Artenvielfalt - Abfolge

Abb. 1: Die okologischen Stadien bei der Entstehung einer mikrobiellen Gemeinschaft
nach Marsh und Martin (2003).

Da die Mundhohle mit Mikroorganismen besiedelt ist, findet die Organisation in einem
Biofilm statt. Die Biofilmbildung wird dadurch begunstigt, dass dentale Oberflachen mit
Speichelglykoproteinen beschichtet sind - einem sogenannten Pellicle (0,1 — 0,8 pm dick)
(Heidemann, 1997). Das Pellicle bildet die Grundvoraussetzung fur die Adharenz von

Mikroorganismen und die Entstehung von Plaque.

1.2.2 Entstehung einer Plaque

Plaque ist ein strukturierter, zaher, verfilzter Zahnbelag bestehend aus Bakterien,
eingebettet in einer Matrix aus bakteriellen Stoffwechselprodukten, Speichel-
bestandteilen und Speiseresten. Die Plaque ist essentiell in der Pathogenese
biofilmassoziierter Erkrankungen wie der Karies oder der Parodontitis. Karies entwickelt
sich durch eine konsekutive Demineralisation der Zahnhartsubstanz durch organische

Sauren, welche aus bakterieller Verstoffwechslung von niedermolekularen
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Kohlenhydraten entstehen (Hellwig et al., 2013). Die Parodontitis dagegen ist ein
multifaktorielles Geschehen und manifestiert sich durch den fortschreitenden Verlust des
Zahnhalteapparats. Als opportunistische Erkrankung ist ein multifaktorielles
Zusammenspiel potentiell pathogener Keime grundlegend flr die Entstehung einer
Parodontitis (American Academy of Periodontology, 2000). Diese beiden Krankheitsbilder
machen den Grofteil aller oralen Erkrankungen aus (Cholmakow-Bodechtel, 2016).

Bestimmte Bakterienspezies initiieren die Ausbildung eines Biofilms, indem direkte
Interaktionen mit dem Pellicle auf dentalen Oberflachen stattfinden. Zu den Erstbesiedlern
(,early colonizer®) zahlen hauptsachlich gram-positive, orale Steptokokken (Viridans
Streptokokken), aber auch Actinomyces spp., Granulicatella adiacens, Abiotrophia
defectiva, Gemella spp. und Rothia (Jenkinson, 2011). Sie sind alle ein Teil des
naturlichen Mikrobioms (Aas et al., 2005) und weisen geringes pathogenes Potential auf.
Jedoch konnen insbesondere Streptokokken das pathogene Potential des Biofilms

verandern (Whitmore und Lamont, 2011).

Mikroorganismen, die kein Attachment zu oralen Oberflachen aufbauen, kdnnen nicht bei
der Entwicklung einer Residentflora, bzw. eines Biofilms mitwirken und werden durch den

Speichelfluss und andere mechanische Scherkrafte abtransportiert (Scannapieco, 1994).

Die adharierenden Bakterien beginnen mit der Ausbildung extrazellularer Polysaccharide
(EPS). Diese sind fur die dreidimensionale Ausbreitung der Plaque zustandig und
ermdglichen eine voranschreitende Adhasion von Bakterien, sowie deren Versorgung mit
Nahrstoffen. Zell-zu-Zell — Interaktionen, metabolische Kommunikation und
synergistische Mechanismen werden durch die EPS geférdert (Abb. 2). Des weiteren
bietet die Plaguematrix den Organismen Schutz vor Austrocknung, oxidierenden oder
geladenen Bioziden, einigen Antibiotika, vor ultravioletter Strahlung und der

Immunabwehr (Flemming und Wingender, 2010).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Organisation von planktonischen Bakterien in einer
Plaguematrix und Steigerung des pathogenen Potentials nach Jakubovics und
Kolenbrander (2010).

Abb. 3 zeigt die bakterielle Zusammensetzung einer etablierten Plaque. Die dargestellten
Bakterienarten werden in zwei allgemeine Kategorien eingeteilt: Frihe Kolonisatoren oder
spate Kolonisatoren. Das Bakterium F. nucleatum nimmt an dieser Stelle eine
Schlusselrolle in der Entstehung einer etablierten Plaque ein. Es besitzt die Fahigkeit
gleichermallen mit frihen- sowie spaten Kolonisatoren Bindungen einzugehen und stellt
somit eine Art Bindeglied der Plaque dar. Allgemein kommt es in einer etablierten Plaque
zu einer Zunahme an gram-negativen Kokken, Stabchen und Filamenten. Zu den spaten
Kolonisatoren  zahlen unter anderem  Eubacterium  spp.,  Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis und Prevotella denticola. Bis auf
P. gingivalis und T. denticola, welche eng mit der Ausbildung einer Parodontitis assoziiert
sind (Socransky und Haffajee, 1994), sind die Ubrigen Bakterien nicht untereinander
verbunden (Kolenbrander et al., 2002; Andersen et al., 1998).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der bakteriellen Zusammensetzung einer etablierten
Plaguematrix. Die Speichelrezeptoren (grin) bieten als Teil des acquired pellicles die
Grundlage fur die Adhasion von Bakterien. Zunachst adharieren Viridans Streptokokken
und weitere friilhe Kolonisatoren (early colonizers), bis hin zu einer Adharenz von spaten
Kolonisatoren (late colonizers) mit F. nucleatum als Bindeglied (Kolenbrander et al.,
2002).

1.2.3 Konventionelle MaBnahmen zur Biofilmreduktion

Auf Grund der engen Kausalitdt zwischen Biofilmbildung und der Entstehung
biofilmassoziierter Erkrankungen wie zum Beispiel der Karies oder Parodontitis, geht eine

erfolgreiche Prophylaxe mit einer Desinfektion oraler Oberflachen einher.
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1.2.3.1 Mechanische Dekontamination

Nebst einer stetig stattfindenden naturlichen mechanischen Plaquekontrolle durch
Selbstreinigungskrafte der Wangenschleimhaute und der Zunge ist die gangigste Art der
mechanischen Dekontamination die Zahnreinigung mit Zahnbursten. Sie sollte mehrmals
am Tag stattfinden, um die Oralpathogene zu reduzieren und somit das Risiko einer
oralen Infektionserkrankung zu minimieren (Kumar et al., 2016). Die hausliche Zahnpflege
kann mit manuellen oder elektrischen Bulrsten, Zahnseide oder Interdentalbursten
durchgefuhrt werden (Mduller, 2012). Die Oralhygiene ist abhangig von der Compliance
der Patienten und nicht immer ausreichend gegeben. So zeigt sich laut einer
Querschnittsstudie in Danemark aus dem Jahre 2003, dass nur 68 % der Probanden die
Zahne zweimal pro Tag pflegen. Weitaus geringer fiel die Frequenz der Interdental-
raumhygiene aus (Christensen et al., 2003). Eine zahnarztliche Unterstlitzung der
mechanischen Plaqueentfernung ist also ratsam. Scaler, Kdiretten, Schall- und
Ultraschallinstrumente kdnnen im Rahmen einer professionellen Zahnreinigung die supra-

und subgingivale Plaque deutlich reduzieren (Arnold, 2010).

Obwohl auch die ausschliel3liche mechanische Reinigung durch Bursten zu einer
Reduktion der bakteriellen Belastung fuhrt (Verkaik et al., 2010), erhoht der Einsatz von
antimikrobiellen Zusatzen in Zahnpasten die Erfolgschancen der mechanischen
Dekontamination (Verkaik et al., 2011).

1.2.3.2 Chemische Dekontamination

Die Studie von Verkaik et al. aus dem Jahre 2011 untersucht die dekontaminierenden
Eigenschaften von Zahnpasten mit den antimikrobiellen Zusatzen Chlorhexidin und dem
pflanzlichen Chitosan. Deutlich wird hier der Vorteil antimikrobieller Zusatze auf die
Zusammensetzung der intraoralen Plaque im Gegensatz zu der alleinigen Benutzung

mechanischer Dekontamination ohne Zahnpasta.

Die Dekontamination mit chemischen Zusatzen kommt in Zahnpasten, Mundspul-
I6sungen, Gelen oder Rachensprays zur Anwendung und hat sich zum Goldstandard bei
der Pravention und Behandlung von bakteriellen oder mykotischen Infektionen entwickelt

(Wolf et al.,, 2012). Ebenso finden sich chemische Zusatze in Spullésungen zur
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Desinfektion des infizierten Wurzeldentins im Rahmen einer endodontischen Behandlung
(Kogkapan, 2003).

Haufig verwendete chemische Zusatze in Zahnpasten oder Spullésungen umfassen die
Stoffklassen der Biguanide, Aminoalkohole, Phenoxyphenole, quartare
Ammoniumverbindungen, &therische Ole, Metallionen oder O2-abspaltenden
Verbindungen (Mduller, 2012). Das Biguanid Chlorhexidin (1,1 -Hexamethylen-bis[5-(p-
chlorphenyl)] -biguanid) beispielsweise wirkt bakterizid auf gram-positive Kokken und
weist antimykotische Eigenschaften auf (Salim et al., 2013). Es findet Verwendung in der
Therapie einer oralen Candidose (Scheibler et al., 2017), begleitend im Rahmen einer
Parodontitistherapie oder auch als Desinfektion der Mundhdhle vor operativen Eingriffen
(Muller, 2012). Die antibakterielle Wirkungsweise von Chlorhexidin beruht auf einer
Veranderung der Permeabilitdt der negativ geladenen Bakterienzellwand. Das
kationische Chlorhexidinmolekul wird von der Bakterienzelloberflache angezogen und an
phosphathaltigen Verbindungen adsorbiert. Dies verandert die Integritat der bakteriellen
Zellmembran, was zu einer erhohten Permeabilitat fuhrt, wodurch die Zelle wichtige

niedermolekulare Komponenten verliert (Jones, 1997).

Weitere Zusatze wie Fluoride fuhren zu einer verringerten Bakterienadharenz am Dentin
(Hannig et al., 2013) und Uber eine Veranderung des intrabakteriellen pH-Wertes zu einer
Veranderung der Stoffwechselaktivitat der Erreger (Hellwig et al., 2013). Triclosan
dagegen interferiert mit dem Arachidonsauremetabolismus und hat durch eine reduzierte
Produktion von proinflammatorischen Mediatoren (PGE2 und Leukotrien Bs4) eine
entzindungshemmende Wirkung (Gaffar et al., 1995). Das Aktivsauerstoff-abspaltende
Wasserstoffperoxid (H202) wird als Antiseptikum in der adjuvanten Parodontitistherpaie,
sowie bei der Spulung von Abszessen verwendet (Marshall et al., 1995). Bei der chemo-
mechanischen Reinigung eines Wurzelkanals ist Natriumhypochlorid (NaOCI) durch die
bakterizide Wirkung auf gram-negative Erreger und die Fahigkeit der Lyse nekrotischen

Gewebes der Goldstandard im Rahmen einer endodontischen Behandlung.

Die bereits genannten Methoden zur bakteriellen Dekontamination gelten in der
Zahnmedizin als etabliert. Obwohl bei einer antibakteriellen Therapie in der modernen
Medizin der Einsatz von Antibiotika ein probates Mittel darstellt, ist eine antibiotische
Therapie bei der Behandlung von oralen Infektionserkrankungen nicht unproblematisch.
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1.2.3.3 Antibiotika

Die Antibiotikaanwendung hat sich seit der Entdeckung von Penicillin durch Fleming im
Jahre 1928 in der modernen Medizin nicht nur etabliert, sondern inflationar verbreitet. Laut
einer Studie von Kern et al. ist die Zahl der in deutschen Akutkrankenhdusern
verabreichten Tagesdosen pro 100 Pflegetage in den letzten 10 Jahren um 15-30 %
angestiegen (Kern et al.,, 2015). Die Hauptproblematik an dieser Entwicklung ist die
Ausbildung von Resistenzen der Mikroorganismen gegen ursprunglich wirksame
Medikamente (Michael et al., 2014). Der steigende Gebrauch von Antibiotika ist eine der
treibenden Faktoren dieser Resistenzentwicklung (zur Wiesch et al., 2011). Es sollte
darauf geachtet werden, Uber eine moglichst kurze Zeitspanne hochdosierte Antibiotika
zu verabreichen und eine Kombinationstherapie anzustreben, um das Risiko einer

Resistenzentwicklung zu minimieren (Read et al., 2011).

Im Rahmen der Antibiotikatherapie bei parodontalen Erkrankungen ergibt sich zusatzlich
das Problem der eingeschrankten Bioverfugbarkeit im Gingivaexsudat und die gegenuber
planktonischen  Kulturen 100- bis 1000-fach erhdhte minimale Biofilm-
Eradikationskonzentration (Muller, 2012). Die inharente Matrix des Biofilms, die extra-
zellulare polymere Substanzen und das Vorhandensein von persistenten Zellen, die mit
niedrigen Stoffwechselraten Uberleben, tragen zu dem weitverbreiteten Phanomen der
reduzierten Empfindlichkeit gegentber antimikrobiellen Mitteln bei (Hoyle und Costerton,
1991).

Neben einer Resistenzentwicklung schranken weitere Nebenwirkungen die
Indikationsstellung einer Antibiotikagabe ein. So kann es im Rahmen einer Behandlung
mit Clindamycin, Cephalosporin, Ampicillin und anderen B-lactam Antibiotika, sowie mit
Fluorchinolonen zu einer Ausbildung einer pseudomembrandsen Enterokolitis kommen.
Diese wird ausgeldst durch ein Uberproportional starkes Wachstum des Bakteriums
Clostridium difficile, im Gesunden unterdrickt durch die physiologische Darmflora (Tsuiji
und Kaneko, 2015). Allergien gegen Chemotherapeutika, sowie kontraindizierte
Substanzklassen bei Schwangerschaft und Kindern, sowie Leber- und Niereninsuffizienz
schranken die therapeutische Antibiotikagabe weiter ein (Frank et al., 2011).

Zusammenfassend sollte in der Zahnmedizin die Gabe von Antibiotika nur unter strenger
Indikationsstellung erfolgen (Epstein et al., 2000). Wahrend eines blutigen Eingriffs sind
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Antibiotikagaben im Rahmen einer Endokarditisprophylaxe, bei immunsupprimierten
Patienten oder Patienten mit schweren systemischen Erkrankungen, bzw. schnell
voranschreitenden Infektionen indiziert (Oberoi et al., 2015). In der Parodontologie sollte
eine systemische Antibiotikagabe ausschlieRlich auf akute Infektionen beschrankt
werden, in denen ein Debridement bzw. eine Drainage unmaoglich erscheinen (Addy und
Martin, 2003).

Somit ist es erstrebenswert, neuartige Methoden zur Dekontamination zu entwickeln. In
diesem Kontext bieten photonische Technologien eine innovative Maoglichkeit der

bakteriellen Dekontamination und sollen im Folgenden naher erlautert werden.

1.3 Klinische Laseranwendung mit dem Ziel der Reduktion der mikrobiellen
Belastung

Die Verwendung photonischer Technologien zur Bestrahlung von biologischem Gewebe
hat sich seit der Entwicklung erster Lasersysteme in der Zahnheilkunde in den 1960er
Jahren etabliert (Goldman et al., 1964a). Mittlerweile kbnnen Lasersysteme, wie schon

erlautert, in vielen Bereichen der modernen Zahnmedizin zum Einsatz kommen.

Durch Laserbestrahlung lasst sich in belastetem Gewebe eine ,photonische Antibiose*
erzielen. Die voranschreitende Resistenzentwicklung gegen Antibiotika, die komplexe
Anatomie des Zahnhalteapparats und Endodonts und die damit verbundenen
Komplikationen bei mechanischer und chemischer Dekontamination haben Lasersysteme
in den Fokus moderner Methoden der Dekontamination gertickt. In Abhangigkeit
verschiedener Laserparameter, wie der Wellenlange, der applizierten Energie- und
Leistungsdichte, sowie Betriebsmodus und Handhabung des Applikators (Kontakt / non-
Kontakt) konnen unterschiedliche Interaktionsmechanismen mit dem bestrahlten Gewebe
beobachtet werden (Meister, 2011; Niemz, 2019) (Tab. 2).
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Tab. 2: Die bei Laserbestrahlung von biologischem Gewebe in Abhangigkeit von
eingestrahlter Energiedichte und Einwirkzeit grundlegend stattfindenden Prozesse und
deren Unterteilungen nach (Meister et al., 2004).

Photochemische Photothermische Nichtlineare
Effekte Effekte Prozesse
Biostimulation Koagulation Photoablation
Photodynamische Vaporisation Photodisruption

Therapie (PDT)

1.3.1 Photoinduzierte Effekte auf Zellsysteme und Mikroorganismen

Allgemein lasst sich die Photodynamik definieren als eine durch Photonen und
Chromophoren (griech.: Farbtrager) hervorgerufene Interaktion, welche durch die
Anpassung beider Groflen (Wellenlange und Absorption) optimiert werden konnen
(Meister et al., 2014). Das Ausmal der Absorption wird durch die im Gewebe oder auf
Mikroorganismen vorliegenden Chromophore bestimmt. Diese lassen sich in natirlich

vorkommende und klnstliche Chromophore unterteilen.

Zu den naturlich vorkommenden Chromophoren zahlen beispielsweise das Melanin der
Melanozyten, das bedeutendste epidermale Chromophor, oder auch das Hamoglobin der
Erythrozyten, Hauptabsorber bei der Koagulation von Blut (van den Berg und Cabri,
2003). Erwahnt seien auch Chromophore in Form von Pigmenten in der Membran von
Bakterienzellen (rot, braun, schwarz). Diese sind im Rahmen einer antimikrobiellen
Therapie von Bedeutung. Abhangig vom jeweiligen Absorptionsspektrum der natlrlichen
Farbstoffe kbnnen auf die bestrahlten Zellsysteme photoinduzierte Effekte wirken. In Abb.
4 sind Absorptionsspektren naturlicher Chromophore (Melanin, Hamoglobin, H20 und
Zahnschmelz) dargestellt (Niemz, 2019).
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Abb. 4: Graphische Darstellung der Absorption [1/cm] in Abhangigkeit von der bestrahlten
Wellenlange [nm] natlrlich vorkommender Chromophore (Melanin, Hamoglobin, H20,
Zahnschmelz) (Niemz, 2019).

Jede Wellenlange interagiert mit den entsprechenden Chromophoren innerhalb des
Zielgewebes. Die Wirkung eines Lasersystems definierter Wellenlange auf das zu
bearbeitende Gewebe ist im Vorfeld kalkulierbar. Den angewandten Wellenlangen

konnen so spezifischen Indikationen zugeordnet werden.

1.3.1.1 Photochemische Dekontamination

Sind die antimikrobiellen Effekte nicht direkte Folge photodynamischer Wirkungen auf das
bestrahlte Gewebe, sondern indirekt vermittelt, so geschieht dies durch die Verwendung
sogenannter Photosensitizer, bzw. kunstlicher Chromophore (Nagahara et al., 2013). Im
Rahmen der optischen Dekontamination, genannt antimikrobielle photodynamische
Therapie (aPDT), werden die kunstlichen Chromophore auf die zu bestrahlenden
Strukturen appliziert. Entsprechend der Indikationsstellung findet die aPDT Anwendung

in karidsen Defekten, parodontalen Lasionen oder auch im infizierten Wurzelkanal. Es
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finden, je nach verwendetem Photosensitizer, photochemische- (PCT) und
photothermische Effekte (PTT) statt (Yaseen et al., 2005). Die bei der photochemischen
Therapie angewandten Photosensitizer wirken photooxidativ. Aktuell kommerziell
erhaltlich sind Photosensitizer auf der Basis von Methylenblau (MB), Toluidinblau-O
(TBO) und Methylenblauderivate (Meister et al., 2014). Uber Licht-induzierte Aktivierung
kommt es zu chemischen Reaktionen durch Anhebung von Elektronen auf ein hdheres
Energieniveau. Dies kann eine Zerstérung der Bakterienzellen bewirken. Folgende zwei
Reaktionstypen laufen, in Anhangigkeit zum verwendeten Photosensitizer und der
Sauerstoffkonzentration im Gewebe, simultan ab (Henderson und Dougherty, 1992): Die
Typ-I-Reaktion zeichnet sich durch einen Elektronentransfer und die Bildung von
Radikalen, welche weiterreagieren kdnnen, aus. Bei der Typ-llI-Reaktion findet keine
Radikalbildung statt, sondern lediglich ein Energietransfer auf im Gewebe vorhandenes
O2. Dies fuhrt zur Bildung von reaktivem Singulett-Sauerstoff (Foote, 1991). Eine
Schadigung der Gewebsstrukturen bleibt aus, da der Sensitizer selektiv auf
Mikroorganismen bindet (Maisch, 2007).

1.3.1.2 Photothermische Dekontamination

Dem gegenuber stehen photothermisch-wirkende Photosensitizer. Hierzu zahlt z.B. das
Indocyaningrin (ICG). Obwohl dessen genauer Wirkmechanismus aktuell noch
kontrovers diskutiert wird, gilt eine photothermische Wirkung als gesichert (Engel et al.,
2008; Beytollahi et al., 2017). Die Entstehung von reaktivem Sigulettsauerstoff als
antimikrobiell wirksames Produkt bei der Verwendung von ICG gilt als weiterer
dekontaminierender Faktor. In einer Studie von Abels et al. werden bei Laserintensitaten
von 0,1 W/cm? photothermische Effekte ausgeschlossen. Die stattfindende
Dekontamination ware somit der Ausbildung von Singulettsauerstoff im Rahmen von

photooxidativen Prozessen zuzuschreiben (Abels et al., 2000).

Abschlieend erwahnt sei Curcumin als neuartiger photothermisch-wirkender
Photosensitizer. Der naturlich vorkommende Farbstoff wirkt antimikrobiell und
antiinflammatorisch. Des Weiteren verspricht er eine photothermische Dekontamination

ohne gewebstoxische Eigenschaften aufzuweisen und ist Gegenstand aktueller
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Forschungen (lvanaga et al., 2019; Pourhajibagher et al., 2018). In einer Studie von
Neelakantan et al. konnte der phototoxische Effekt im Rahmen einer endodontischen
Behandlung in Kombination mit Blaulichtbestrahlung (380-515 nm) gezeigt werden. Es

kam zu einer Reduktion von E. faecalis von bis zu 97,3 % (Neelakantan et al., 2015).

Allgemein beruht die thermische Dekontamination auf eine Anregung von Elektronen
durch das Laserlicht. Die dabei entstehende kinetische Energie flihrt in Form von Hitze
zur Denaturierung bakterieller Proteine (Hopp und Biffar, 2013). Kiinstliche Chromophore
konnen die optischen Gewebseigenschaften modifizieren und auch photochemische
Effekte induzieren, so wurde in einer Studie von Moritz et al. eine bis zu 99,9 %ige
Bakterienreduktion in einem mit E. coli und E. faecalis beimpften Wurzelkanal bei
Bestrahlung mit einem 810 nm-Diodenlaser erreicht (Moritz et al., 1997b). Auch konnte in
parodontalen Taschen bei Bestrahlung mit einem Diodenlaser ohne zugesetzte
Photosensitizer eine deutlich bessere Dekontamination im Vergleich zum
ausschlieRlichen subgingivalen root planning (SRP) erzielt werden (Moritz et al., 1998).
Photothermische und antimikrobielle Effekte als Konsequenz entstehen somit unabhangig
von zuvor zugefuhrten kunstlichen Chromophoren. Optische Dekontamination findet also
auch auf Basis von naturlich vorhandenen Chromophoren statt. In wie weit allein

thermische Effekte die Dekontamination bestimmen, gilt es weiter zu untersuchen.

Abhangig von den optischen und thermischen Gewebseigenschaften konnen bei der
Bestrahlung mit Laserlicht Kollateralschaden im umgebenden Gewebe entstehen. Dabei
ist es bedeutsam, dass nur Wellenlangen eingesetzt werden, die das Hartgewebe nicht
zerstoren, gleichzeitig aber eine positive Wirkung auf das in der Tasche vorhandene

Keimspektrum haben (Krause und Frentzen, 2007).

Abb. 5 veranschaulicht die Laser-Gewebe-Interaktionen in einer Grafik. Die
Warmeentwicklung wird durch Laserparameter und optische Gewebseigenschaften
bestimmt — insbesondere den jeweiligen Absorptionskoeffizienten, welche in Abhangigkeit
zur Wellenlange stehen. Der Warmetransport ist durch die jeweiligen thermischen
Eigenschaften des Gewebes, wie z.B. Warmeleit- oder Warmespeicherfahigkeit
charakterisiert. Die Temperatureffekte sind das Resultat aus den beschriebenen
Faktoren. Die Auspragung der Gewebsschaden ist abhangig von der Gewebeart, der

jeweilig erzielten Temperatur im Gewebe, sowie der Applikationsdauer (Niemz, 2019).
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Abb. 5: Grafik der Laser-Gewebe-Interaktionen nach Niemz (2019).

In Abhangigkeit der jeweilig eingestellten Laserparameter, den optischen und
thermischen Gewebseigenschaften, sowie der bestrahlten Gewebeart kann es zu einer
Schadigung der bestrahlten Strukturen durch die jeweilig bei Laserbestrahlung
entstehende Temperatur kommen (Tab. 3). Die raumliche Ausdehnung der Schadigung
ist abhangig von den gewahlten Laserparametern, sowie von den optischen und
thermischen Gewebeeigenschaften.

Tab. 3: Laserwirkung und Gewebeveranderungen in Abhangigkeit von der Temperatur
nach (Koort, 1994).

Temperatur Auswirkung

37 °C keine irreversiblen Gewebeschaden

40-45 °C Enzyminduktion, Odemausbildung, Membranauflockerung,

Zelltod (zeitabhangig)

60 °C Proteindenaturierung, Koagulation, Nekrosen
80 °C Kollagendenaturierung, Membrandefekte
100 °C Trocknung

>150 °C Karbonisierung

>300 °C Verdampfung, Vergasung
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1.3.1.3 Zusammenfassung des bisherigen Kenntnisstandes
photothermischer Effekte

Laserlicht weist nicht nur dekontaminierende Effekte auf, sondern férdert durch
Mechanismen, die der sogenannten Biostimulation zugeschriecben werden, die
Wundheilung (Adamskaya et al., 2011). Im Rahmen der blutarmen chirurgischen Therapie
erweist sich dies als vorteilhaft. Sie basiert auf einer Koagulation von GefalRen durch
Laseranwendung. Die photothermische Interaktion beruht auf den Absorptions-
eigenschaften des im Gewebe enthaltenen Hamoglobins (Moritz und Blum, 2006).

In wie weit durch photothermische Interaktion dekontaminierende Effekte und dadurch
auch eine verbesserte Wundheilung hervorgerufen werden, ist Gegenstand aktueller
Studien. Diverse Untersuchungen mit animalischen und humanen Zellen lassen auf
vielversprechende antimikrobielle Effekte blauen Lichtes bei Bestrahlung von gram-
positiven und gram-negativen Bakterien schliel3en. Neben einer bakteriziden Wirkung,
welche auf intrinsische Faktoren zurtuckzufuhren ist, besteht auch die Hypothese, dass
komplexe biomodulierende und stimulierende Effekte auf Mikroorganismen ausgeubt
werden (Bumah et al., 2015; Wang et al., 2017).

Insbesondere blaues Licht im Wellenlangenbereich zwischen 400 und 470 nm scheint
auch ohne den Zusatz kunstlicher Chromophore in Form von Photosensitizern einen
antimikrobiellen Effekt aufzuweisen. So untersuchte Halstead et al. (2016) antimikrobielle
Effekte von Blaulicht mit einer Wellenlange von 400 nm auf ein Panel mit 34
Bakterienisolaten. Die gram-positiven und gram-negativen Bakterien lagen planktonisch
und in einem Biofilm organisiert vor. Gram-negative Arten erschienen anfalliger fur blaues
Licht. Nach einer Exposition von 216 J/cm? bei 400 nm wurde je nach Bakterienstamm
eine Reduktion der Lebensfahigkeit von Bakterien in Biofilmen von 34,6 - 96,4 %
beobachtet. Biofilme, die von gram-negativen Arten gebildet wurden, waren anfalliger fur
Blaulicht-Inaktivierung als solche, die von gram-positiven Arten gebildet wurden (Halstead
et al., 2016).

Kim et al. verglichen die antimikrobielle Wirkung einer LED-Bestrahlung mit den
Wellenlangen 425 nm (blau), 525 nm (grin) und 625 nm (rot) (Kim et al., 2013). Die
untersuchten Bakterien waren P. gingivalis, S. aureus und E. coli. P. gingivalis und E. coli

wurden bei 425 nm vollstandig eliminiert und das Wachstum von S. aureus wurde bei
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525 nm gehemmt. Eine Bestrahlung mit 625 nm hatte keine antimikrobielle Wirkung auf
die drei Bakterienarten.

Auch Fontana et al. untersuchten die Wirkung von blauem Licht (455 nm) auf das
parodontale Biofilmwachstum in vitro (Fontana et al., 2015). Biofilme wurden in Well-
Mikrotiterplatten generiert und dann fur 4 Minuten unmittelbar nach der Bakterien-
impfung, sowie 1, 2 und 3 Tage nach der Impfung mit 50 mW/cm? bestrahlt. Nach der
Blaulicht-Exposition wurde der mittlere Uberlebensanteil der Bakterien in Biofilmen um bis
zu 48,2% reduziert. In einer ahnlichen Studie beobachteten Song et al. eine Abnahme der
cfu von P. gingivalis in Biofilmen mit zunehmender Blaulicht-Exposition. Populationen von

A. actinomycetemcomitans und F. nucleatum blieben unbeeintrachtigt (Song et al., 2013).

Auch die Anwendung von Nabhinfrarotstrahlung im Wellenlangenbereich von 800 —
850 nm zeigt antimikrobielle Effekte. In zwei Pilotstudien von Moritz et al. konnten
dekontaminierende Effekte durch die Bestrahlung mit Diodenlasern der Wellenlange
810 nm im Rahmen einer endodontischen Behandlung und einer antiinfektidsen Therapie

des Parodonts nachgewiesen werden (Moritz et al., 1997b; Moritz et al., 1998).

Fontana et al. berichtet von einer erheblichen mikrobiellen Reduktion (Prevotella spp.,
Pseudomonas spp. und Fusobacterium spp.) in parodontalen Taschen von Ratten. Diese
wurden fur 9 Sekunden mit einem 810 nm - Diodenlaser im Leistungsbereich von
0,2 - 1,2 W bestrahlt (Fontana et al., 2004a).

Eine Studie von Song et al. verglich antimikrobielle Effekte eines 810 nm — Diodenlasers
mit der Applikation des Antibiotikums Minocylcin. Es zeigt sich eine geringer ausfallende
Reduktion von organisierten Bakterien nach Bestrahlung mit 0,8 W fir 30 Sekunden als

bei Antibiotikaanwendung (Song et al., 2014).

Die antimikrobielle Effektivitat einer Bestrahlung mit Diodenlasern im Nahinfrarotbereich
(800 - 850 nm) bleibt also kontrovers diskutiert und ist Gegenstand aktueller

Forschungen.

Der genaue antimikrobielle Wirkungsmechanismus bei der Bestrahlung mit Licht einer
bestimmten Wellenlange ist noch nicht vollstandig verstanden. Eine gangige Hypothese
ist, dass durch die Bestrahlung natlrlich vorkommende endogene photosensibilisierende

Chromophore (eisenfreie Porphyrine oder/und Flavine) in mikrobiellen Zellen angeregt
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werden und es anschlieBend zur Produktion von zytotoxischem Singulett-Sauerstoff
kommt (Dai et al., 2012). In Abhangigkeit vom Alter der Bakteriensuspension und damit
einhergehender Steigerung der optischen Dichte ergab sich in der Studie eine positive

Korrelation zwischen Phototoxizitat und Porphyrin-Anteil (Hamblin et al., 2005).

In diversen Studien fand neben der Untersuchung phototoxischer Prozesse auf bestimmte
Mikroorganismen eine Fluoreszenzspektroskopie oder HPLC-Analyse statt. Die
Ergebnisse deuteten auf das Vorhandensein von endogenen Porphyrinen und/oder
Flavinen in mikrobiellen Zellen hin (Fyrestam et al., 2015; Biener et al., 2017; Dai et al.,
2013). Sie lieferten ebenfalls Nachweise, dass die Zytotoxizitat von blauem Licht
gegenuber Mikroorganismen durch die Produktion von reaktiven Singulett-Sauerstoff
vermittelt wird (Cieplik et al., 2014; Ramakrishnan et al., 2016).

1.4 Zielsetzung

Vor dem Hintergrund der progredienten Resistenzentwicklung gegen Antibiotika und der
komplexen Anatomie oraler Strukturen, durch die konventionelle Desinfektions-
malinahmen an ihre Grenzen stol3en, ist die optische Dekontamination mit Laserlicht von

steigendem wissenschaftlichem und klinischem Interesse.

Gegenstand dieser Arbeit sollte sein, unter identischen Bedingungen zu untersuchen, wie
sich humane Zellsysteme (THP-1) im Vergleich zu den Mikroorganismen Streptokokkus
salivarius, Streptokokkus sobrinus und Enterokokkus faecalis in einem eigens hierfur
entwickelten  Modellsystem nach  kurzzeitiger thermischer Belastung bzw.
Laserapplikation verhalten. Hierbei wird von Unterschieden in der Widerstandsfahigkeit
von mikrobiellen Systemen und Zellsystemen ausgegangen. Es wird vermutet, dass die
orale pathogene Mikroflora empfindlicher auf Warme bzw. Laserstrahlungseffekte reagiert
als die Zellsysteme. Darlber hinaus sollte die antimikrobielle Potenz zweier
Applikationssysteme mit unterschiedlichen optischen Eigenschaften unter Verwendung

eines Blaulicht-Lasers zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

21 Verwendete Modellsysteme

2.1.1 Einfuhrung

Die verwendeten Modellsysteme sollen den Einfluss thermischer Effekte auf
Mikroorganismen und Zellkulturen in vitro untersuchen und vergleichen, ob eine
Korrelation zu den thermischen Effekten unter Laserbestrahlung besteht. Ein
standardisierter Ablauf im Sinne einer thermischen Belastung, bzw. Laserbestrahlung

unter definierten Umstanden soll durch die Modellsysteme realisiert werden.

2.1.2 Thermocycler

Als Modellsystem fur kurzzeitige Temperatureffekte wurde ein Thermocycler-System
(TGradient) (Abb. 6) verwendet. Voraussetzung fur eine definierte Erwarmung
entsprechender Bakterien- und Zellsuspensionen ist ein schnelles Erreichen der
Zieltemperatur Uber einen festgelegten Zeitraum. So kann eine valide Aussage Uber das
Verhalten von  Mikroorganismen und Zellsystemen bei unterschiedlichen
Temperaturbelastungen getroffen werden. Der Thermocycler TGradient (Biometra GmbH,
Gottingen) stellt ein Modellsystem dar, das es ermdglicht, eine Temperatursteigerung von
4°C/Sekunde und eine maximale Abkuhlgeschwindigkeit von 3°C/Sekunde (Biometra
GmbH, 2009) zu erreichen. Somit kann, ausgehend von einer Raumtemperatur von
annahrend 21°C, eine maoglichst schnelle und lineare Temperaturerhdhung auf einen
vorher festgelegten Sollwert erreicht werden. Um die jeweilige Solltemperatur in kurzer
Zeit zu erreichen und den fur Temperaturbelastungen bendtigten Energieeintrag gering
zu halten, wurden kleine Probenvolumina angestrebt. Das Verfahren sollte automatisiert

ablaufen, damit eine entsprechende Probenzahl untersucht werden konnten.
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Abb. 6: Thermocycler (TGradient) fur die standardisierte Warmebelastung von
Mikroorganismen und Zellen.

2.1.3 Laser — Modellsystem

21.31 Verwendete Diodenlaser FOX lll und IV

Die Mikroorganismen und Zellsysteme wurden im hier angewandten Modellsystem mit
zwei verschiedenen Diodenlasern der Firma A.R.C. Laser (NUrnberg) unter identischen
Bedingungen bestrahlt. Die Wellenlange von 445 nm konnte durch das Modell FOX IV
und 810 nm durch FOX Il generiert werden.

Zwei verschiedene Laserfasern, Bare-Faser bzw. Bulb-Faser, wurden flr die Versuche
mit dem Blaulichtlaser eingesetzt, wahrend der Nahinfrarotlaser nur mit Bare-Faser
betrieben werden konnte. Die Durchmesser der verwendeten Laserfasern betrugen
320 ym (Bare) und 300 um (Bulb). Die Bare-Faser besitzt ein gerades, flaches
Faserende, die Bulb-Faser weist an ihrem Faserende eine Kugel auf. Die Bare-Faser
strahlt in einem entsprechenden Abstrahlwinkel (NA=0,22), was einem Offnungswinkel
von 25° entspricht, wohingegen die Bulb-Faser in einem breiteren Streuungsfeld
(Abstrahlwinkel = 360°) in den gesamten Raum strahlt (Abb. 7).
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Abb. 7: Schematische Darstellung des Strahlenverlaufs bei den verwendeten Laserfasern
(Bulb / Bare), mit den unterschiedlichen Abstrahlverhalten.

Die Kalibrierung der Laserleistung der Bare-Faser fand durch ein Laserleistungs- und
Energiemessgerat (LabMax-Top + dazugehdrigem Leistungsmesskopf PM10) statt. Die
verwendete Laserfaser wurde vor jeder Bestrahlung auf den Messsensor gehalten und
die einstellbare Leistung am Laser so verandert, dass die durch das
Laserleistungsmessgerat gemessene Leistung der Sollleistung entsprach. Eine
Kalibrierung der Bulb-Faser war durch den radialen Abstrahlwinkel nicht moglich. Somit
wurden die bei Kalibrierung der Bare-Faser verwendeten Leistungseinstellungen

verwendet.

21.3.2 Thermographiekamera

Der Einsatz einer Thermographiekamera (InfraTec GmbH Infrarotsensorik und
Messtechnik, Dresden) ermdglicht die Detektion oberflachlicher Temperatur-
veranderungen in einem Flussigkeitsmedium. Die Auswertung der Messungen erfolgt
durch die Software ,IRBIS® 3 Analyse-Software” (Abb. 8). Die Validitat des Modellsystems
wurde im Rahmen der Masterarbeit ,Dekontamination von oralen Oberflachen durch

photonische Technologien® (Schmidt, 2018) verifiziert, indem Messungen unter gleichen
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Bedingungen mit einer Thermocouple vorgenommen und anschlieend mit den Daten der
Thermographiekamera verglichen wurden.
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Abb. 8: Exemplarische Darstellung einer Aufnahme mit Thermographiekamera bei
Laserbestrahlung von BHI-Medium fir 20 s (445 nm; 2,0 W). Das markierte Rechteck gibt

den Temperaturanalysebereich an, wahrend die kreisrunde rote Flache das erhitze PCR-
Tube darstellt.

2.2 Methoden

2.2.1 Kultur der verwendeten Mikroorganismen und Zelllinie

2211 Anzucht von Mikroorganismen aus Kryokulturen und
Erhaltungskulturen

Die Versuchsreihen der untersuchten Bakterienstamme setzen sich aus den Keimen
S. sobrinus, S. salivarius, und E. faecalis zusammen.
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S. sobrinus gilt als Biofilmbildner und ist einer der Leitkeime bei der Kariesentstehung
(Loesche, 1986). Wie in Tab. 4 veranschaulicht, zeigt S. salivarius eine eigeschrankte
Fahigkeit zur Biofilmbildung auf dentalen Oberflachen. Socransky et al. (1977) und
Leonhardt et al. (1995) zeigen, dass S. salivarius hauptsachlich epitheliale Oberflachen
besiedelt und in der Biofilmbildung und Plaqueformation auf dentalen Oberflachen kaum
eine Rolle spielt. Tatsachlich wirkt S. salivarius antagonistisch auf die Biofilmbildung von
S. sobrinus und S. mutans (Tamura et al., 2009). E. faecalis ist ein weiterer Biofilmbildner
und Leitkeim therapierefraktarer endodontischer Infektionen (Sundqvist et al., 1998).

Tab. 4: Auflistung der in den Versuchsreihen verwendeten Mikroorganismen inklusive

Stoffwechseleigenschaften, Klassifikation nach Gram-Farbung und Fahigkeit der
Bioflmbildung auf dentalen Oberflachen.

Bakterium (Genus) Stoffwechsel/Gram Biofilmbildend
S. sobrinus fakultativ anaerob / + +
S. salivarius fakultativ anaerob / + (+)
E. faecalis fakultativ anaerob / + +

Die bei -80°C in Glycerinkulturen (20% (v/v)) gelagerten Bakterienkulturen (Tab. 5)
wurden im Rahmen der Anzucht mit einer sterilen Impfése aufgenommen und in 5 mL
steriles BHI-Medium (Tab. 6) uberfuhrt und angezogen. Eine Inkubation erfolgte Uber
Nacht bei 37°C unter aeroben Bedingungen.

Aus den Erhaltungskulturen wurden jeweils am Vorabend 30 pyL Bakteriensuspension in
5 mL steriles BHI-Medium Uberimpft, sodass fur die Durchfuhrung der Versuche gleiche
Bedingungen herrschten.

Die Anzahl der Bakterien bei einer ODeoo von 1,0 wurde fur jede Bakterienart spezifisch

im Vorfeld ermittelt.
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Tab. 5: Darstellung der verwendeten Bakterienstamme mit jeweiligem Konser-
vierungsdatum (bei -80°C in Glycerin), den Zellzahlen (in Zellen/mL) bei entsprechenden
ODeoo von 1,0; 0,5 und 0,25.

Bakterienstamm Datum Zellen/mL Zellen/mL Zellen/mL
bei ODeo0o 1,0 bei ODeoo 0,5 bei ODsoo 0,25
S. sobrinus DSMZ, 19.01.2011 12,16 x 108 6,08 x 108 3,04 x 108
DSM No. 20742
S. salivarius (Andrews 25.10.2013 8,38 x 108 4,19 x 108 2,1 x 108

und Horder 1905)

DSMZ; No. 20067

E. faecalis (ATCC 05.02.2014 2,07 x 108 1,04 x 108 0,52 x 108
19433)

Tab. 6: Ubersicht der Inhaltsstoffe des in den Versuchen verwendeten BHI-Broth sowie
BHI-Agars (Oxoid Limited). Bei 25°C betragt der pH-Wert des Mediums 7,4 £ 0,2.

Substanz Konzentration [g/L H20 destill.]
Brain Heart Infusion BROTH

Infusion aus Kalbshirn 12,5
Infusion aus Rinderherzen 5,0
Proteose Pepton 10,0
Glucose 2,0
Natriumchlorid 5,0
Dinatriumphosphat 2,5

Brain Heart Infusion AGAR

Agar 10,0

2.21.2 Messung der optischen Dichte mittels Photometer

Die Messung der optischen Dichte der Bakteriensuspensionen erfolgte durch ein
Photometer (Amersham Bioscience Ultrospec™ 10) in einem Reagenzglas bei einer
Wellenlange von 600 nm. Den Referenzwert bildet steriles BHI-Medium. Die jeweils

gemessenen Werte wurden nach jedem Versuchsdurchlauf (n=2) protokolliert.
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2213 Anzucht von humanen Suspensionszellen (THP-1)

Fir die Zellversuche wurden nicht adharente humane Suspensionszellen (THP-1) in
einem RPMI Medium (+ 10% FCS / + 1% AB (Streptomycin, Penicillin)) angezuchtet (Tab.
11). Die Inkubation der Zellkulturen erfolgte in einem CO2-Inkubator bei 37°C und 5% COz2
(ThermoForma, Thermo-Fisher Scientific) fir ca. 1 Woche, bis sich diese unter dem

Mikroskop als subkonfluent darstellten.

2.2.2 Temperaturversuche

2221 Temperaturbelastung der Mikroorganismen mittels Thermocycler

Vor Versuchsbeginn wurde am Vortag eine Vorkultur aus der jeweiligen Hauptkultur des
zu untersuchenden Bakteriums erstellt. 30 yL der Hauptkultur des zu untersuchenden
Bakteriums wurden in 5 mL BHI-Flissigmedium Uberfuhrt und Gber Nacht bei 37°C ohne
CO2-Zufuhr angezuchtet. Zu Beginn wurde am folgenden Morgen die optische Dichte fur
die Versuchsdurchlaufe (n=6) mit allen Teststdmmen in Reagenzglasern auf die
bendtigten ODeoo von 1,0; 0,5; sowie 0,25 eingestellt. So waren die optischen Dichten der
einzelnen Suspensionen vor dem “Heat-Shock"® vergleichbar. Eine Gegenuberstellung der
gewulnschten und tatsachlich erreichten Werte aller Bakterienstamme ist in Tab. 12

ersichtlich.

Jeweils 100 pyL der entsprechenden Suspensionen wurden im Doppelansatz (n=2) in
PCR-Tubes pipettiert und so fur den “Heat-Shock® vorbereitet. Dieser Ablauf sollte fur
jedes Bakterium jeweils 3-fach im Doppelansatz durchgeflihrt (n=6) werden. Der “Heat-
Shock® im Thermocycler (TGradient, Biometra GmbH) fand bei Temperaturen von 40°C,
60°C und 80°C fur je 20 s statt (Abb. 9). Um weiteres Bakterienwachstum auszuschliel3en,
lagerten die PCR-Tubes direkt nach dem Heat-Shock direkt auf Eis. Der erste Durchgang
fand bei einer Temperaturbelastung von 40°C fir 20 s statt. AnschlieRend wurden die
entsprechenden Tubes simultan mit den 20°C Tubes in Eis gestellt. Die Raumtemperatur

wurde mit 20°C gleichgesetzt.
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Abb. 9: Positionierung der PCR-Tubes (mit 100 yL Medium) im Thermocycler vor “Heat-
Shock®. Spalte 1) enthalt eine Bakteriensuspension mit einer ODsoo 1,0; (2) eine ODsoo
0,5 und (3) eine ODsoo von 0,25. Der Heat-Shock fand wie oben beschrieben statt.

2222 Bestimmung der “Colony Forming Units“ der eingesetzten
Bakterienstamme

Die dem Heat-Shock ausgesetzten Suspensionen (ODeoco 1,0; 0,5; 0,25) wurden
entsprechend dem folgenden Pipettierschema verdinnt (Abb. 10). Dies ist erforderlich,
um eine auszahlbare Anzahl an cfu’s auf dem BHI-Agar zu erhalten. Die Anzahl der cfu’'s
solite laut eines Artikels von Tomasiewicz et al. zwischen 25-250 liegen um
auszuschliel3en, dass sich die Bakterien im Wachstum gegenseitig inhibieren und somit
keine validen Aussagen uber die Zellzahl getroffen werden kénnen (Tomasiewicz et al.,
1980). Des weiteren steigt die Fehlerwahrscheinlichkeit beim Auszahlen von Platten,

welche mehr als 300 cfu’s aufweisen, um das Vierfache (Fisher et al., 1922).



38

100 pL (PCR-Tube) 107
10 plL
1|l /990uL 10°

2
[Z | 999 ul 10

100 pl 100 pL
SN —

2a|| | 400uL |[3(| [900mL
5 x 10! 1x10'

Abb. 10: Exemplarische Darstellung des Pipettierschemas der Verdunnungsreihen. Die
Zahlen am rechten Bildrand geben die jeweilige Bakterienverdinnung an.

Bei jedem Verdinnungsschritt wurde das Eppendorf-Gefald gevortext, um eine

gleichmafige Verteilung der Mikroorganismen in den Tubes zu gewahrleisten.

Aus den Verdinnungen 2a und 3 (Abb. 10) wurden je 100 uL auf eine Petri-Schale mit
BHI-Agar ausplattiert. Dabei wurde die Suspension fur 40 s mittels steriler Glasperlen auf

dem Agar gleichmalig verteilt.

Die anschlieRende Inkubation erfolgte Uber Nacht (24 h: E. faecalis /| S. salivarius,
48 h: S. sobrinus) bei 37°C unter aeroben Bedingungen. Eine Positivkontrolle wurde in

jedem Versuchsansatz mit 5 ul Ampicillin (25 mg/mL Amp) und 5 ul sodium dodecyl
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sulfate (10%iges SDS) mitgefuhrt. Hier zeigte sich ein Hemmhof um das Antibiotikum und
SDS.

Die Auszahlung und die fotographische Dokumentation der vorhandenen Kolonien
(colony forming units) fand am Folgetag statt. Das Auszahlen erfolgte nach Positionierung
der umgedrehten Petri-Schalen auf schwarzem Untergrund durch Markieren (Edding AG,
Ahrensburg) der ausgezahlten cfu’s. Durch die ausgezahlten cfu‘s konnten die jeweiligen
Ausgangskonzentration der untersuchten optischen Dichten berechnet werden. Der
Faktor fir 2a betrug 5.000.000 (5x706) und 10.000.000 (707) fir 3. Die Mittelwerte der
gesammelten Daten (n=6) der entsprechenden Verdinnungen wurden fur jede
Temperatur (20°C, 40°C, 60°C und 80°C) und jede ODeoo (1,0; 0,5; 0,25) gebildet und
graphisch dargestellt.

2223 Ermittlung und Einstellung der Zellzahl (THP-1)

Nach Uberprifung, ob die Zellen unter dem Mikroskop in subkonfluenten Kolonien
vorlagen, folgte die Ermittlung und anschliefiende Einstellung der Zellkonzentration.
Durch Zentrifugation in einem 15 mL Falcon-Tube bei 600 g fur 5 Minuten konnte das
entstandene Zellpellet in 1 mL RPMI-Medium resuspendiert werden. Anschliefend wurde
eine 1:5 Verdunnung durch Zugabe von 10 pL der Ausgangssuspension in 40 uL RPMI-
Medium erstellt. Eine Auszahlung der Zellen in der 1:5 Verdlinnung erlaubt nun
Ruckschlisse auf die Gesamtzellzahl der Ausgangssuspension.

Folgende Konzentrationen sollten in den zu untersuchenden Zielsuspensionen vorliegen:

e 2,0x10° Zellen/mL
e 1,0 x 10% Zellen/mL
e 0,5x 108 Zellen/mL
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Die Einstellung dieser Zielkonzentrationen (Abb. 11) erfolgte durch mathematisches
Ermitteln der nétigen Verdinnungsmenge (RPMI-Medium), die der Ausgangssuspension

zugegeben werden musste.

R — R

e 3 - | —r 3

2,65 x10° | ‘
| Zellen/mL /
Ausgangsaaspension RPMII - Medium
\ | i
760 p\ 240 pL
- N
0 x 10°
Zellen/mL
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\

Abb. 11: Exemplarische Darstellung der Einstellung der gewunschten Zellkonzentration.
Bei einer Ausgangskonzentration von 2,65 x108 Zellen/mL setzt sich die Zielsuspension
aus 760 pL Zellsuspension und 240 yL RPMI-Medium zusammen.

2224 Untersuchung des Wachstumsverhaltens humaner Zellsysteme nach
Warmeeinwirkung

Nach der Einstellung der jeweiligen Zellkonzentrationen (siehe UA 2.2.2.3), fand die
Uberfiihrung der Suspensionen in PCR-Tubes statt. So wurden je 100 uL im
Doppelansatz (n=2) pipettiert. Die weitere Durchfihrung des “Heat-Shocks® entsprach
dem der Untersuchung des Wachstumsverhaltens von Mikroorganismen (siehe UA

2.2.2.1), die angewandten Temperaturen und die Dauer der Belastung blieben identisch.

Abschlief3end fand eine Verdinnung der jeweiligen Zellsuspensionen statt.
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Zunachst wurden 30 uL Trypanblau (0,4%) in ein Eppendorf-Tube (1,5 mL) pipettiert, um
dann 10 pL der jeweiligen Ausgangssuspension dem Trypanblau hinzuzufliigen. Die
Farbung durch Trypanblau ermdéglicht eine Unterscheidung zwischen toten und lebenden
Suspensionszellen. Weil die Membranen der toten Zellen geschadigt sind, nehmen sie

Trypanblau auf. Sie stellen sich unter dem Mikroskop dunkelblau dar.

Die Auszahlung fand unter einem Mikroskop (Primovert, Carl Zeiss AG, Oberkochen)
statt. Von der durch mehrmaliges Wiederaufnehmen mittels Pipette gut durchmischten
Suspensionen wurden 2 X 10 uL unter ein Deckglas auf einem Hamozytometer
(Neubauer Zahlkammer, Marienfeld-Superior GmbH, Kénigshofen) pipettiert (Abb. 12).

Abb. 12: Exemplarische Darstellung einer Neubauer Zahlkammer. Die gelben Kegel
stellen die Pipettenspitzen dar. Diese enthalten jeweils 10 yL
Zellsuspension / Trypanblaugemisch.

Nun konnten die in den jeweiligen Feldern befindlichen Zellen (lebend/tot) ausgezahit
werden. Da je Hamozytometer ein Quadrat mit 4 Feldern auszahlbar ist, wurde der
Mittelwert aus den beiden erhaltenen Werten fir jede Temperatur (20°C, 40°C, 60°C und
80°C) gebildet und graphisch dargestellt. Dieser Versuch fand im Doppelansatz (n=2)
statt.
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2.2.3 Temperaturentwicklung unterschiedlicher Medien (BHI + RPMI) unter
Laserbestrahlung

Um die Effekte bei Laserbestrahlung auf Mikroorganismen und Zellsysteme beurteilen
und bewerten zu kénnen, wurde die Temperaturentwicklung der jeweiligen Suspensionen
unter Lasereinwirkung mit einer Thermographiekamera gemessen. Bei den untersuchten

Medien handelte es sich um:

e BHI-Broth ohne Bakterienkulturen
¢ RPMI-Medium ohne THP-1 Zellen

e BHI-Broth + S. salivarius

Die jeweiligen Medien wurden unter gleichbleibenden Bedingungen bestrahlt.
Hierbei wurden die Laserleistungen nachfolgend auf 0,5W; 1,0W; 1,5W und 2,0 W
eingestellt. Die Bestrahlungsdauer betrug 20 s bei den Wellenlangen 445 und 810 nm.
Somit wird eine Vergleichbarkeit zu den anderen Versuchsreihen hergestellt (siehe 2.2.2
/12.2.4.2). Die Messungen fanden fur jede Wattleistung aufgrund des hohen

versuchstechnischen Aufwandes lediglich im Vierfachansatz statt.

Fur den Versuchsaufbau wird das Rack fur die PCR-Tubes auf den Motortisch (Physik
Instrumente GmbH & Co. KG, Karlsruhe) plaziert und mit einem K-Silikonblock (Alphasil,
Muller Omicron, Lindlar) fixiert. Dieser ermdglicht eine genaue Reponierbarkeit der Tube-
Halterung. PCR-Tubes auf 1 cm vom Boden ausgehend gekurzt, sorgten fur eine prazise
Positionierung der Bare-Faser im Medium (Abb. 13). Die Faser konnte nun, eingeflhrt in
dem Handstick des Lasers und gehalten durch ein Stativ, 2 mm tief in das jeweilige

Medium eintauchen.
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Abb. 13: Exemplarische Darstellung eines auf 1cm gekirzten PCR-Tubes.

Die Ausrichtung der Thermographiekamera fand uber dem Motortisch statt, sodass eine
moglichst orthogonale Aufnahme des bestrahlten Tubes angefertigt werden konnte. Die
Steuerung des Tisches mit den PCR-Tubes erfolgte durch eine speziell programmierte

Software in drei Dimensionen (x-y-z).

Durch die Kalibrierung des Motortisches und dadurch entsprechende Bestimmung der
Absolutposition der Tube-Halterung, konnte eine identische Durchfihrung aller
Messungen gewahrleistet werden. Die Schrittweite in mm kann beliebig eingestellt

werden.

Die Thermographiekamera wurde mit der ,IRBIS® 3 Analyse-Software“ verbunden und

die Messungen durch folgende, vorher eingestellte Parameter durchgefuhrt:

e Dauer der Aufnahme: 45 Sekunden
e Temperaturbereich: 25° - 120° C
e Umgebungstemperatur

e Emission: 1

Anschlielend erfolgte die Fokuseinstellung. Durch jede Aufnahme entstand ein
Diagramm, in dem die Temperaturveranderung gegen die Zeit aufgetragen wurde (Abb.
16).



44

Abb. 14: Versuchsaufbau zur Messung der Temperaturentwicklung unterschiedlicher
Medien bei Laserbestrahlung. Rack PCR-Tubes aus Alphasil (a), Halterung des
Motortisches (b), gekurzte PCR-Tubes (c), Handstick mit Laserfaser (d),
Thermographiekamera (e).

An den Graphen der Temperaturentwicklung konnte die maximal erreichte Temperatur im
Bestrahlungsintervall abgelesen werden. Die Mittelwerte der Maximaltemperaturen und
deren Standardabweichung wurden berechnet und anschliellend graphisch dargestellt
(Abb. 18).

Zusatzlich zu der Untersuchung der Temperaturentwicklung der Leermedien (BHI- und
RPMI-Medium) erfolgte eine Versuchsreihe unter Zusatz eines Bakteriums (S. salivarius)
in das BHI-Medium. Zunachst fand die Einstellung der optischen Dichten der
Bakteriensuspension auf ODeoo 1,0; 0,5 und 0,25 statt. Die jeweiligen Suspensionen
wurden in 2 mL Eppendorf-Tubes Uberfuhrt und in Eis gelagert. Anschliel3end konnten je
100 pL jeder optischen Dichte in die vorbereiteten PCR-Tubes pipettiert und bei 445 nm,
bzw. 810 nm fur 20 Sekunden bei Leistungen von 0,5W; 1,0W; 1,5W und 2,0 W
bestrahlt werden. Auch diese Versuchsreihe fand im Vierfachansatz statt. Die Mittelwerte
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der Maximaltemperaturen und deren Standardabweichung wurden berechnet und
anschlie3end graphisch dargestellt.

2.2.4 Laserbestrahlung der Bakterien- und Zellkulturen

2241 Laserbestrahlung von Mikroorganismen
Die vorbereitenden MalRnahmen entsprechen denen der Temperaturversuche mit
Mikroorganismen (siehe UA 2.2.2.1). Eine Gegenuberstellung der gewlnschten und

tatsachlich erreichten Werte aller Bakterienstamme istin Tab. 13 ersichtlich.

Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurden die drei zuvor untersuchten Bakterienstamme
verwendet (Tab. 5). Von den vorher ermittelten optischen Dichten (ODeoo 1,0; 0,5; 0,25)
der Bakteriensuspensionen wurden je 100 pL im Doppelansatz (n= 2) in gekurzte PCR-
Tubes (Abb. 13) pipettiert und die Laserfaser zentral 2 mm tief in die Flussigkultur
eingefuhrt. Die sichere Positionierung der Faser wurde durch die Befestigung des

Laserhandstiicks in einem Stativ sichergestellit.

Vor Bestrahlung der Suspensionen durch die Laser bei 445 nm (Bulb- und Bare-Faser)
und 810 nm (Bare-Faser), fand eine Kalibrierung der Laserleistung wie in UA 2.1.3.1
erlautert statt. Eine tabellarische Darstellung kalibrierter Ist-Werte [W] findet sich im
Anhang (Tab. 14).

Die Bestrahlung mittels Bare-Faser erfolgte flr 20 s bei einer Wellenlange von 445 nm
bzw. 810 nm mit einer Leistung von je 0,5 W; 1,0 W; 1,5 W und 2,0 W, wahrend die Bulb-
Faser lediglich bei einer Wellenlange von 445 nm verwendet wurde.
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Abb. 15: Versuchsaufbau exemplarisch zur Bestrahlung von Mikroorganismen und
Zellsystemen. (a) FOX IV Laser-Steuereinheit, (b) Stativ mit Handstlck und Laserfaser,
(c) Glaskugeln zum Ausplattieren der Suspensionen (nur in 0 verwendet), (d) Pipetten mit
Pipettenstander.

Nach der Bestrahlung wurden die Bakteriensuspensionen entsprechend dem
Pipettierschema in Abb. 10 verdinnt und die jeweiligen Verdunnungen auf BHI-Agar-
Platten ausplattiert. Wie in UA 2.2.2.2 beschrieben, fand die Inkubation der Keime sowie

die Auswertung und Berechnung der Bakterienzahl/mL statt.

2242 Laserbestrahlung von Zellsystemen

Die vorbereitenden MalRnahmen zu dieser Versuchsreihe entsprechen denen der in UA
2213 und UA 2223 beschriebenen Verfahren zur Anzucht der humanen
Suspensionszellen (THP-1), der Ermittlung und Einstellung der gewlnschten Zellzahl. Die

Ausgangszellzahlen waren identisch zu denen der Temperaturversuche (siehe UA
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2.2.2.3). Im Doppelansatz (n=2) erfolgte die Laserbestrahlung unter den vorgegebenen

Parametern:

e Wellenlange: 445 nm und 810 nm
e Fasern: Bulb / Bare
e Laserleistung: 0,5W; 1,0 W; 1,5Wund 2,0 W

e Bestrahlungsdauer: 20 Sekunden

Der Versuch wurde im Sechsfachansatz bei einer Wellenlange von 445 nm unter
Verwendung beider Fasertypen (Bare- und Bulb) durchgefuhrt. Die Bestrahlung mit
810 nm und Bare-Faser fand im Dreifachansatz statt.

AnschlieRend erfolgte die Farbung und Auszahlung unter dem Mikroskop mittels

Hamozytometer (Abb. 12). Die Ergebnisse wurden erfasst und graphisch dargestelit.

2.3 Auswertung

Die Ergebnisse der Bestimmung der Colony Forming Units, bzw. der Zellzahl wurden in
Excel-Tabellen erfasst. Die Tabellen bildeten die Grundlage fur eine deskripitve
Auswertung. Im Rahmen dieser Auswertung wurden die Standardabweichungen ermittelt.
Die Ergebnisse nach thermischer Belastung, bzw. Laserbestrahlung wurden mit den
Kontrollproben abgeglichen. Zur Qualitatskontrolle der durchgefiuhrten Untersuchungen

wurden stets Positiv- und Negativkontrollen mitgefuhrt.

2.4 Statistische Auswertung

Fir die Datenaufbereitung und die statistische Auswertung wurde das Programm
Microsoft Excel, Version 2016, der Firma Microsoft Corporation (USA) verwendet. Im
Rahmen der Durchfihrung des Projektes erfolgte eine statistische Beratung durch Frau
Annika Stromer am Institut far medizinische Biometrie,
Informatik und Epidemiologie (IMBIE) der Universitdt Bonn. Im Rahmen dieser
Untersuchung wurde entschieden, mittels deskriptiver Statistik den arithmetischen
Mittelwert und die Standardabweichung zu bestimmen. Anhand der deskriptiven
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Auswertung wurden die Temperaturversuche sowie die Laserversuche mit
Mikroorganismen und THP-1 Zellen untersucht. Zusatzlich erfolgte eine statistische
Auswertung mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests die Temperaturentwicklung unter
Laserbestrahlung betreffend (Abschnitt 3.1). Als Signifikanzniveau (a) wurde a = 0,05
festgelegt. Der Mann-Whitney-U-Test liefert als nichtparametrischer statistischer Test
lediglich eine bestatigende oder wiederlegende Aussage Uber die Signifikanz der
Abweichung zweier Vergleichswerte.
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3. Ergebnisse

3.1 Messung der Temperaturentwicklung unterschiedlicher Medien (BHI/RPMI) bei
Laserbestrahlung mittels Thermographiekamera

Die Messungen der Temperaturentwicklung unterschiedlicher Medien fanden wie unter
Abschnitt 2.2.3 erlautert fur 20 s, einer Wellenlange des bestrahlenden Lasers von 445 nm
und 810 nm (je mit Bare-Faser) bei 0,5W; 1,0 W; 1,5W und 2,0 W im Vierfachansatz
statt. Das jeweils bestrahlte Volumen betrug 100 yL. Folgende Medien wurden

untersucht:

e RPMI — Medium +10% FCS, +1% AB [Streptomycin, Penicillin] (Thermo-Fisher
Scientific)
e BHI - Broth (Oxoid Limited)

e BHI —Broth + S. salivarius

Letztgenannte Versuchsreihe soll exemplarisch das Temperaturverhalten unter Zusatz

einer Bakteriensuspension veranschaulichen.

Anhand der gemessenen Daten konnten Zeitdiagramme erstellt werden. Diese
ermoglichen ein vergleichendes Auswerten der maximal erreichten Temperaturen bei
unterschiedlichen Wellenlangen in den jeweils untersuchten Medien. Eine exemplarische

Darstellung eines solchen Zeitdiagramms ist in Abb. 16 dargestellt.
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Abb. 16: Exemplarische graphische Darstellung der Temperaturentwicklung bei
Laserbestrahlung von RPMI-Medium mit 445 nm und Bare-Faser fir 20 s bei 2,0 W. Die
gestrichelte Linie verdeutlicht den Beginn der Laserbestrahlung.

Fur die weitere Auswertung wurden jedoch nur die Messdaten von R1_Max ausgewertet.
Der Start der Laserbestrahlung entspricht nicht x=0, sondern der gestrichelten Linie (Abb.
16).

Im Rahmen der Masterarbeit ,Dekontamination von oralen Oberflachen mit photonischen
Technologien® konnte verifiziert werden, dass die Verwendung der Thermographiekamera
fur Temperaturmessungen valide Messergebnisse liefert. Die Verifizierung fand durch
Vergleich der Messwerte der Kamera mit Messungen durch eine Thermocouple bei
identischen Bedingungen statt (Schmidt, 2018).

Far die Versuchsreihe BHI + S. salivarius erfolgten die Messungen bei unterschiedlichen
optischen Dichten (ODeoo 1,0; 0,5; 0,25). Wie Abb. 17 zeigt, ist die Abweichung zwischen
den Temperaturmessungen bei unterschiedlichen optischen Dichten nicht signifikant
(a=0,05), weshalb in den vergleichenden Graphen in Abb. 18 exemplarisch die
Messdaten bei ODsoo 1.0 verwendet wurden.
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Abb. 17 Graphische Darstellung der Untersuchung des Temperaturanstiegs bei
Laserbestrahlung einer Bakteriensuspension (BHI + S. salivarius) bei unterschiedlichen
optischen Dichten (ODesoo 1,0; 0,5; 0,25) und Wellenlangen (445 nm / 810 nm). Die
Ausgangstemperatur betrug bei allen Ansatzen 24°C.

Erkennbar ist ein annahernd linearer Anstieg der Temperatur (auf ca. 80°C bei 2,0 W) bei
ansteigender Laserleistung unter Verwendung einer Wellenlange von 445 nm. Unter
Anwendung einer Wellenlange von 810 nm ergaben sich bei 0,5 W ca. 27°C, bei 1,0 W
ca. 31°C, bei 1,5 W ca. 33°C und bei 2,0 W ca. 37°C.
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Abb. 18: Graphische Darstellung der Temperaturentwicklung in den untersuchten Medien
(RPMI/BHI/BHI + S. salivarius) bei Laserbestrahlung mit 445 nm (a) und 810 nm (b) fur
20 s (n=4).
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Deutlich sichtbar ist eine annahrend lineare Temperaturerhohung innerhalb des BHI-
Mediums bei 445 nm. Die Ausgangstemperatur betrug bei allen Ansatzen 24°C. Die
maximal erreichten Temperaturen liegen bei 89,9°C im BHI-Medium und 80,57°C im BHI-
Medium + S. salivarius (jeweils bei 2,0 W). Die Maximaltemperatur des RPMI-Mediums
wurde mit 63,46°C bei 1,5 W gemessen. Die gemessenen Temperaturen liegen im BHI-
Medium + S.  salivarius  zwischen 1,0W und 2,0W  geringfugig
(ATmax= 9,33°C bei 2,0 W) unter denen im BHI-Medium ohne Bakterienzusatz. Dagegen
bleiben die gemessenen Temperaturen bei 810 nm in allen drei untersuchten Medien

unabhangig von der applizierten Laserleistung annahernd konstant.

Die statistische Auswertung der Temperaturmessung fand durch den Mann-Whitney-U-
Test statt. Es wurden je zwei Vergleichsgruppen (n=4) anhand des Signifikanzniveaus
a < 0,05 ausgewertet. Die jeweils gemessenen Daten einer Versuchsgruppe lagen nicht
Normalverteilt vor. Der Test liefert keine p-Werte, sondern lediglich bestatigende oder

wiederlegende Aussagen die statistische Signifikanz betreffend.

Die Auswertung zeigt statistisch signifikante Abweichungen der Temperaturentwicklung
in BHI-Medien mit und ohne S. salivarius bei zunehmender Laserleistung bei 445 nm
Wellenlange. Ein nicht statistisch signifikanter Unterschied besteht bei den gemessenen
Temperaturen zwischen 1,0 W und 2,0 W bei 445 nm und 810 nm Wellenlange im RPMI
Medium (Tab. 7). Der statistische Vergleich der BHI Medien mit und ohne S. salivarius
untereinander zeigt bei einer Wellenlange von 445 nm bei 1,0 W und 2,0 W statistisch
signifikante Unterschiede, wahrend die Temperaturen bei 0,5W und 1,5W nicht
signifikant voneinander abweichen. Bei 810 nm stellen sich die Temperaturen bei 0,5 W
und 2,0W als signifikant abweichend dar (Tab. 9). Der Vergleich der
Temperaturentwicklung in den jeweiligen Medien bei 445 nm gegenuber 810 nm zeigt
durchweg statistisch signifikante Abweichungen in der Temperaturentwicklung bei

ansteigender Laserleistung (Tab. 8).
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Tab. 7: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der statistischen Auswertung der
Temperaturmessungen bei steigender Laserleistung (0,5W, 1,0W, 1,5W, 2,0 W) im
entsprechenden Medium (RPMI, BHI, BHI + S. salivarius) bei unterschiedlichen
Wellenlangen (445 nm, 810 nm). Dabei entspricht “Ja“ einer statistisch signifikanten
Abweichung der Messungen. Die gelb unterlegten Felder sollen die in 0,5 W — Schritten
ansteigenden Laserleistungen veranschaulichen.

1,0 W 1,5W 2,0W
0,5W Ja Ja Ja
RPMI 1,0W - Nein Ja
1,5W Nein - Nein
0,5W Ja Ja Ja
445 nm BHI 1,0W - Ja Ja
1,5W Ja - Ja
0,5W Ja Ja Ja
BHI + S.saliv. 1,0W - Ja Ja
1,5W Ja - Ja
0,5W Ja Ja Ja
RPMI 1,0W - Nein Ja
1,5W Nein - Nein
0,5W Nein Ja Ja
810 nm BHI 1,0W - Ja Ja
1,5W Ja - Ja
0,5W Ja Ja Ja
BHI + S. saliv. 1,0W - Nein Ja

1,5W Nein - Ja
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Tab. 8: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der statistischen Auswertung der
Temperaturmessungen bei steigender Laserleistung (0,5W, 1,0 W, 1,5W, 2,0 W). In
dieser Tabelle werden die Messungen bei unterschiedlichen Wellenlangen (445 nm und
810 nm) bei jeweils einer Laserleistung in einem Medium verglichen. Dabei entspricht “Ja“
einer statistisch signifikanten Abweichung der Messungen.

0,5W 1,0 W 1,5W 2,0W

445 nm /

RPMI Ja Ja Ja Ja
810 nm
445 nm /

BHI Ja Ja Ja Ja
810 nm
445 nm /

BHI + S. saliv. Ja Ja Ja Ja
810 nm

Tab. 9: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der statistischen Auswertung der
Temperaturmessungen bei steigender Laserleistung (0,5W, 1,0W, 1,5W, 2,0 W). In
dieser Tabelle werden die Messungen von BHI und BHI + S. salivarius in einer
Wellenlange (445 nm, 810 nm) und bei gleicher Laserleistung verglichen. Dabei
entspricht “Ja“ einer statistisch signifikanten Abweichung.

05W 1,0 W 1,5W 20W

445 nm
Nein Ja Nein Ja
BHI / BHI

+ S. saliv. 810 nm

Ja Nein Nein Ja
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3.2 Untersuchung des mikrobiellen Wachstumsverhaltens nach
Warmeeinwirkung und Laserbestrahlung

3.2.1 Wachstumsverhalten bei Warmeeinwirkung

3.211 S. sobrinus

Eine exemplarische Darstellung des Wachstumsverhaltens von S. sobrinus in der

Plattenkultur und der ausgezahlten Kolonien eines Versuches vom 13.09.2017 zeigt Abb.
19.

Abb. 19 Darstellung der ausgezahlten Kolonien von S. sobrinus des Versuches vom
13.09.2017 nach 48 h Inkubationszeit. Die gezeigten Platten mit den Kolonien stammen
aus der  Verdinnung von 102 mit einer ODeoo  von 1,0.
Oben (von links nach rechts): Nach “Heat-Shock® bei 20°C, 40°C, 60°C (je 20 s).
Unten (von links nach rechts): Nach “Heat-Shock® bei 80°C (20 s); Positive Kontrolle mit
Ampicillin [25 mg/mL] und SDS [10 %].
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In Abb. 20 lasst sich das Wachstumsverhalten von S. sobrinus nach Temperatur-
belastung (20°C, 40°C, 60°C und 80°C fur 20 s) ablesen. Dabei zeigte sich im Mittel ein
kontinuierlicher Abfall der Zellzahl bis 80°C und ein leichtes Wachstum bei 40°C (ODsoo
1,0). Zwischen 60°C und 80°C verzeichneten alle Bakterien einen starken linear
abfallenden Ruckgang der Population. Bei 80°C waren keine Kolonien mehr vorhanden.
Bei keiner ODsoo wurde die vorher ermittelte Bakterienzahl/mL der Hauptkultur (£1.21 x

10° Bakterien/mL) im Mittel Gberschritten.

Mit der ODeoo von 1,0 verzeichnen alle Versuche eine Abnahme der Bakterienpopulation
im Vergleich zum Anfangswert bei 20°C. Bei 40°C zeigen alle Graphen einen Anstieg der
Zellzahl/mL Uber die Ausgangsgrof3e der Population bei 20°C. Die Graphen verlaufen

allesamt parabelférmig und erreichen mit 80°C eine vollstandige Dekontamination.

Bei einer ODs0o 0,5 verzeichnen die Bakterienzahlen/mL bei allen Versuchsdurchlaufen
(1-3) einen stetigen Abfall der Population. Die einzelnen Ansatze sind in ihrem
Kurvenverlauf sehr ahnlich. Lediglich bei Durchlauf Nr. 3 1asst sich ein leichter Anstieg der
Bakterienzahl/mL bei 40°C verzeichnen. Die vorher ermittelte Bakterienzahl/mL in der
Hauptkultur von 6,08 x 102 [Bakterien/mL] wird von der durchschnittlich ermittelten
Bakterienzahl bei allen gemessenen Temperaturen (gestrichelte schwarze Linie)
unterschritten. Der Kurvenverlauf der Durchschnittswerte kann im Intervall [40°C; 80°C]

als annahrend linear beschrieben werden.

Zuletzt ergab sich bei einer ODsoo von 0,25 ebenfalls ein im Mittel stetiger Abfall der
Bakterienzahl/mL bis zur vollstandigen Dekontamination bei 80°C. Die maximale mittlere
Bakterienzahl/mL betrug 2,44 x 108 Bakterien/mL bei einer Temperaturbelastung von
20°C. Es schlieldt sich eine stetige Abnahme der Bakterienpopulation bei steigender

Temperaturbelastung an.
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Abb. 20: Graphische Darstellung des Wachstumsverhaltens von S. sobrinus (n=6) bei
20°C, 40°C, 60°C und 80°C und den ODsoo von 1,0; 0,5; 0,25. Versuchsdurchlaufe 1, 2,
3 mit jeweils n=2. Die gestrichelte Linie stellt die fur die entsprechende ODsoo die ermittelte
Bakterienzahl/mL dar (Tab. 5).



59

Mittelwerte S. sobrinus
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Abb. 21: Zusammenfassung der jeweiligen arithmetischen Mittelwerte aus je n=6 Proben
fur die unterschiedlichen ODsoo 1,0; 0,5; 0,25 aller Versuche.
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3.21.2 S. salivarius

Eine exemplarische Darstellung des Wachstumsverhaltens von S. salivarius in der

Plattenkultur und der ausgezahlten Kolonien eines Versuches vom 02.08.2017 zeigt
Abb. 22.

Abb. 22: Darstellung der ausgezahlten Kolonien von S. salivarius des Versuches vom
02.08.2017 nach 24 h Inkubationszeit. Die gezeigten Platten mit den Kolonien stammen
aus  der Verdinnung von 102 mit einer ODeoo  von 1,0.
Oben (von links nach rechts): Nach “Heat-Shock® bei 20°C, 40°C, 60°C (je 20 s).
Unten (von links nach rechts): Nach “Heat-Shock® bei 80°C (20 s); Positive Kontrolle mit
Ampicillin [25 mg/mL] und SDS [10%)].
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Anhand der Abb. 23 kann das Wachstumsverhalten von S. salivarius nach
Temperaturbelastung (20°C, 40°C, 60°C und 80°C fur 20 s) beurteilt werden. Zwischen
60°C und 80°C verzeichneten alle Zellen einen Rickgang der Population, bei 80°C

konnten nur noch vereinzelt Kolonien ausgezahlt werden (Abb. 22).

Bei einer ODe0o von 0,25 lagen die auszahlbaren cfu‘s im Versuchsdurchlauf Nr. 2 ab 40°C

unter der in der Hauptkultur gemessenen Grenze von 2,1 x 108 Bakterien/mL.

Die ODsoo von 1,0 zeigt abweichendes Verhalten gegenuber der ODeoo von 0,5 und 0,25.
Bei 40°C lasst sich bei Durchlauf Nr. 2 eine Wachstumshemmung und eine
Wachstumsstimulation erkennen. Die Mittelwerte zeigen ein ausgeglichenes
Wachstumsverhalten. Im Mittel tritt ab 60°C eine geringfugige Keimreduktion ein. Ein
Abfall der Bakterienzahl/mL (auf 2,1 x 107 Bakterien/mL) war in diesem Ansatz bei 80°C
zu verzeichnen. Auszahlbar waren nur vereinzelte colony forming units (cfu‘s). Der relative
Anteil betrug ca. 0,7% ausgehend von der bei 20°C gemessenen Ausgangskonzentration
(1,02 x 10° Bakterien/mL). Es kommt im Mittel zu einer Keimreduktion von ca. 99,3% bei

einer ODesoo von 1,0 und 80°C Temperaturbelastung fur 20 s.

Die Bakterienzahl/mL verzeichnete bei der ODsoo 0,5 bei allen Versuchsdurchlaufen einen
Anstieg der Population bei 40°C. Auch hier kommt es im Mittel zu einer fast vollstandigen
Keimreduktion bei 80°C (5,67 x 10° Bakterien/mL).

Abschlieiend nimmt bei einer ODsoo von 0,25 die Bakterienzahl/mL zwischen 20°C und
40°C im Mittel (X) ab. Sie bleibt bis 60°C weitgehend konstant und fallt dann bei 80°C auf
1,5 x 108 Bakterien/mL. Dies sind 0,5% der zuvor bei 20°C gemessenen

Ausgangskonzentration von 2,71 x 108 Bakterien/mL.
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Abb. 23: Graphische Darstellung des Wachstumsverhaltens von S. salivarius (n=6) bei
20°C, 40°C, 60°C und 80°C und den ODsoo von 1,0; 0,5; 0,25. Versuchsdurchlaufe 1, 2,
3 mit jeweils n=2. Die gestrichelte Linie stellt die fur die entsprechende ODsoo die ermittelte
Bakterienzahl/mL dar (Tab. 5).
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Abb. 24: Zusammenfassung der jeweiligen arithmetischen Mittelwerte aus je n=6 Proben
fur die unterschiedlichen ODeo0o 1,0; 0,5; 0,25 aller Versuche.
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3.21.3 E. faecalis

Eine exemplarische Darstellung des Wachstumsverhaltens von E. faecalis in der

Plattenkultur und der ausgezahlten Kolonien eines Versuches vom 22.08.2017 zeigt
Abb. 25.

Abb. 25: Darstellung der ausgezahlten Kolonien von E. faecalis des Versuches vom
22.08.2017 nach 24 h Inkubationszeit. Die gezeigten Platten mit den Kolonien stammen
aus  der Verdiinnung von 102 mit einer ODeoo  von 1,0.
Oben (von links nach rechts): Nach “Heat-Shock® bei 20°C, 40°C, 60°C (je 20 s).
Unten (von links nach rechts): Nach “Heat-Shock® bei 80°C (20 s); Positive Kontrolle mit
Ampicillin [25 mg/mL] und SDS [10 %].

Anhand der Abb. 26 lasst sich das Wachstumsverhalten von E. faecalis nach
Temperaturbelastung (20°C, 40°C, 60°C und 80°C flr 20 s) beurteilen. Dabei zeigte sich
im Mittel bei gemessenen ODsoo von 1,0 und 0,5 ein Abfall der Bakterienzahl bei 40°C und
ein leichter Anstieg bei 60°C. Zwischen 60°C und 80°C verzeichneten alle Keime einen
deutlichen Ruckgang der Population, bis bei 80°C nur noch vereinzelt Kolonien (cfu)
vorhanden waren. Die vorher ermittelte Bakterienzahl/mL der Hauptkultur wurde bei jeder
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ODeoo und allen durchgefuhrten Versuchsansatzen Uberschritten und erst zwischen 60°C

und 80°C unterschritten.

Bei einer ODeoo von 1,0 zeigen alle Ansatze im Vergleich zum Anfangswert eine Abnahme
der Bakterienpopulation bei 40°C. Hingegen verzeichnen die entsprechenden Ansatze bei
60°C einen Anstieg der Bakterienzahl/mL teils Uber die AusgangsgroRe der Population
bei 20°C. Die Mittelwerte entsprechen einem Abfall der Bakterienzahl/mL bei 40°C auf
67,5% der Anfangspopulation. Es folgt ein Anstieg auf 118,3% bei 60°C und letztendlich
ein Abfall bei 80°C auf ca. 1% der Ausgangskonzentration. Dieser Verlauf ist auch bei der
ODe00 0,5 zu beobachten.

Die Bakterienzahl/mL verzeichnete bei der ODsoo 0,5 in allen Versuchsdurchlaufen einen
Abfall der Population bei 40°C mit einem darauffolgenden Anstieg bei 60°C. Des weiteren
bleibt erwahnenswert, dass die Bakterienpopulation bei allen Ansatzen erst zwischen
60°C und 80°C unter die vorher ermittelte Ausgangspopulation von 1,04 x 108
Bakterien/mL (Tab. 5) sank. Der mittlere Kurvenverlauf weist ein Minimum bei Tmin=40°C
und einem Maximum bei Tmax=60°C auf. Es erfolgt eine fast vollstandige Keimreduktion
bei 80°C.

Der Kurvenverlauf der mittleren Bakterienzahlen/mL bei der ODesoo von 0,25 entspricht
dem der von ODsoo 1,0 und 0,5. Auch hier liegen alle Konzentrationen Uber der vorher

ermittelten Bakterienzahl im Stammmedium von 5,02 x 107 Bakterien/mL (Tab. 5).
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Abb. 26: Graphische Darstellung des Wachstumsverhaltens von E. faecalis (n=6) bei
20°C, 40°C, 60°C und 80°C und den ODsoo von 1,0; 0,5; 0,25. Versuchsdurchlaufe 1, 2,
3 mit jeweils n=2. Die gestrichelte Linie stellt die fur die entsprechende ODsoo die ermittelte
Bakterienzahl/mL dar (Tab. 5).
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Mittelwerte E. faecalis
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Abb. 27: Zusammenfassung der jeweiligen arithmetischen Mittelwerte aus je n=6 Proben
far die unterschiedlichen ODeoo 1,0; 0,5; 0,25 aller Versuche.

3.21.4 Vergleich des Wachstumsverhaltens aller untersuchten
Mikroorganismen nach Warmeeinwirkung

Im Folgenden wurde das Wachstum der unterschiedlichen Bakterienstamme miteinander

verglichen und graphisch dargestellt (Abb. 28).

Es wurden die jeweiligen Mittelwerte der drei untersuchten Teststdmme bei
unterschiedlichen ODeoo (1,0; 0,5; 0,25) nach einem Warmeimpuls (20°C, 40°C, 60°C,

80°C) in drei Graphen den optischen Dichten entsprechend dargestellt.
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Abb. 28: Vergleichende graphische Darstellung der Temperaturversuche (Mittelwerte)
aller Teststamme (E. faecalis, S. salivarius und S. sobrinus). Dargestellt sind die optischen
Dichten von ODsoo 1,0; 0,5 und 0,25 fir die Temperaturen 20°, 40°, 60° und 80°.
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Bei einer ODes0o 1,0 fallt auf, dass die Population von E. faecalis zwischen 40°C und 60°C
einen Anstieg erfahrt, nachdem es zwischen 20°C und 40°C zu einem Abfall der
Bakterienzahl/mL kam. Dieser Kurvenverlauf setzt sich bei allen optischen Dichten fort.
Bei ODsoo0 1,0 betragt die Konzentration von E. faecalis bei 60°C 9,18 x 108 Bakterien/mL
und liegt somit Uber der Ausgangskonzentration von 7,76 x 108 Bakterien/mL. Bei allen
drei Populationen kommt es zwischen 60°C und 80°C zu einer fast vollstandigen
Dekontamination. Die drei Teststamme bewegen sich im Temperaturintervall [20°C; 60°C]

in einem Populationsbestand von 5,24 x 108 — 10,2 x 108 Bakterien/mL.

Der Kurvenverlauf bei einer ODsoo 0,5 zeigt bei S. salivarius und S. sobrinus einen
kongruenten, annahrend linearen Abfall der Bakterienzahl/mL zwischen 40°C und 80°C.
Alle drei Teststamme erreichen bei 80°C eine fast vollstandige Dekontamination. Die
Bakterienzahl/mL von E. faecalis fallt bei 40°C ab und steigt bei 60°C knapp auf die der
Ausgangssuspension bei 20°C an. Bei einer Temperaturbelastung von 80°C weisen alle
Teststamme eine fast vollstandige Dekontamination auf. Wahrend bei S. sobrinus in allen
optischen Dichten bei 80°C keine Keime mehr nachweisbar waren, konnten bei E. faecalis

und S. salivarius bei 80°C noch wenige colony forming units ausgezahlt werden.

Die Kurven der Temperaturmessungen bei einer ODsoo 0,25 entsprechen in deren Verlauf
denen der vorherigen Graphen bei ODesoo 1,0 und 0,5. Es besteht eine vollstandige
Dekontamination bei 80°C. Lediglich S. salivarius weist Restpopulationen im
Promillebereich verglichen mit der Ausgangskonzentration bei 20°C auf. Die
Bakterienzahl/mL fallt bei S. sobrinus mit steigender Temperaturbelastung annahrend
linear ab, wahrend E. faecalis bei 60°C einen Anstieg seiner Bakterienzahl/mL erfahrt. S.
sobrinus weist zwischen 40°C und 60°C ein gleichbleibendes Konzentrationsniveau auf.

Bei 80°C liegt eine vollstandige Dekontamination vor.
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3.2.2 Wachstumsverhalten bei Laserbestrahlung

Die Versuche unter Bestrahlung mit der Wellenlange von 445 nm wurden mit n=6
durchgefihrt. Die Ansatze mit der Wellenlange von 810 nm fanden lediglich mit n=4 statt,
da Effekte auf das Bakterienwachstum ausblieben (Abb. 30). Das weitere Vorgehen

erfolgte wie in UA 2.2.4 erlautert.

3.2.21 S. sobrinus

Eine exemplarische Darstellung der ausgezahlten Platten des Versuches vom 09.08.2018
bei Bestrahlung mit Bare-Faser und 445 nm Wellenlange zeigt Abb. 29. Auf Abbildungen
der Platten der Ansatze mit Bulb-Faser (445 nm) und Bare-Faser (810 nm) wird aus

Ubersichtlichkeitsgriinden verzichtet.

Abb. 29: Exemplarische Darstellung der ausgezahlten Kolonien von S. sobrinus des
Versuches vom 09.08.2018 mit einer bestrahlten Wellenlange von 445 nm (Bare-Faser)
und 48 h Inkubationszeit. Die gezeigten Kolonien stammen aus Verdiinnungen von 102
mit einer ODsoo von 1,0. Oben (von links nach rechts): Laserbestrahlung bei 0,5 W; 1,0 W
und 1,5 W; Unten (von links nach rechts): Laserbestrahlung bei 2,0 W; Positive Kontrolle
(siehe Hemmhofbildung) mit Ampicillin [25 mg/mL] und SDS [10 %].
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Hier zeigte sich, dass bei einer Bestrahlung mit einer Wellenlange von 445 nm fur 20 s
und Benutzung der Bare-Faser eine deutliche Bakterienreduktion ab 1,5 W Leistung
auftrat. Anhand der Wachstumskurven kann nun die Wachstumsrate und der Effekt der
Laserbestrahlung (20 s; 445 nm/810 nm; Bare- und Bulb-Faser) auf das Wachstum von

S. sobrinus untersucht werden (Abb. 30).

Es fallt auf, dass es bei der Bestrahlung mit einer Wellenlange von 445 nm zu einer
kontinuierlichen Reduktion des Bakterienwachstums bei ansteigender Laserleistung

kommt.

Die Kurven mit einer ODeo0o 1,0; 0,5 und 0,25 verlaufen bei Verwendung der Bulb-Faser
(445 nm) annahrend linear abfallend. Mit absteigender ODsoo sinkt die
Ausgangskonzentration und somit auch die Steigung der Graphen. Bei 1,5 W kommt es
unter Bestrahlung mit der Bulb-Faser (445 nm) zu einer deutlichen Keimreduktion und bei

2,0 W zu einer fast vollstandigen Dekontamination.

Unter Verwendung der Bare-Faser mit der Wellenlange (445 nm) fallt die Keimreduktion
bei 1,5 W deutlich starker aus. Bei allen untersuchten optischen Dichten kommt es im
Vergleich zu der Bakterienzahl/mL bei 1,0 W zu einer Keimreduktion um mindestens 90%

bei 1,5 W. Eine fast vollstandige Dekontamination wird bei 2,0 W Laserleistung erreicht.

Bei einer Wellenlange von 810 nm kommt es zu keinen keimreduzierenden Effekten. Der
Graph bei einer ODeoo 1,0 zeigt ein Ansteigen der ausgezahlten Mittelwerte und deren
Standardabweichung mit zunehmender Laserleistung. Die Graphen der ODeoo 0,5 und
0,25 weisen geringe Schwankungen der Bakterienkonzentration auf. Die
Bakterienzahl/mL bleibt unabhangig von der applizierten Laserleistung annahrend

konstant.
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Abb. 30: Graphische Darstellung des Wachstumsverhaltens von S. sobrinus unter
Laserbestrahlung bei ansteigender Laserleistung (0,5W, 1,0W, 15W, 2,0W),
unterschiedlichen Wellenlangen und Fasertypen (445 nm + Bulb / 445 nm + Bare /
810 nm + Bare), sowie den ODesoo von 1,0; 0,5; 0,25. Auf Darstellung der ermittelten
Bakterienzahl/mL wurde aus Ubersichtlichkeitsgriinden verzichtet.
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3.2.2.2 S. salivarius

Eine exemplarische Darstellung der ausgezahlten Platten des Versuches vom 25.07.2018
bei Bestrahlung mit der Bare-Faser unter 445 nm Wellenlange zeigt Abb. 31. Auf
Abbildungen der Platten der Ansatze mit Bulb-Faser (445 nm) und Bare-Faser (810 nm)

wird aus Ubersichtlichkeitsgriinden verzichtet.

Abb. 31: Exemplarische Darstellung der ausgezahlten Kolonien von S. salivarius des
Versuches vom 25.07.2018 mit einer Wellenlange von 445 nm (Bare-Faser) und 24 h
Inkubationszeit. Die gezeigten Kolonien stammen aus Verdiinnungen von 102 mit einer
ODsoo von 1,0. Oben (von links nach rechts): Laserbestrahlung bei 0,5W; 1,0 W und
1,5 W; Unten (von links nach rechts): Laserbestrahlung bei 2,0 W; Positive Kontrolle
(siehe Hemmhofbildung) mit Ampicillin [25 mg/mL] und SDS [10 %].
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Abb. 31 verdeutlicht, dass bei einer Bestrahlung mit einer Wellenlange von 445 nm fur
20 s und Benutzung der Bare-Faser eine vollstandige Bakterienreduktion schon ab 1,5 W
Leistung eintritt. Nur vereinzelt konnten in den weiteren Ansatzen noch Kolonien

nachgewiesen werden.

Die Wachstumsraten fur S. salivarius weisen, ahnlich wie die von S. sobrinus,
kontinuierliche Reduktionen der auszahlbaren Bakterien/mL bei ansteigender
Laserleistung auf (Abb. 32). Es zeigen sich ab 1,5 W deutliche Inhibitionseffekte auf das

Bakterienwachstum bei der Wellenlange von 445 nm (bulb/bare).

Auffallig ist ein Anstieg der Bakterienkonzentration bei der Bestrahlung mit der Bare-Faser
bei 445 nm und 1,0 W. Dieser Anstieg zeigt sich bei allen untersuchten optischen Dichten
(ODe0o 1,0; 0,5; 0,25). Es folgt eine deutliche Reduktion der Bakterienzahl/mL bei 1,5 W
Laserleistung (ODesoo 1,0 — 0,25) um mindestens 95% der bei 1,0 W gemessenen
Konzentrationen. Bei Verwendung der Bare- und Bulb-Faser kommt es bei einer

Wellenlange von 445 nm bei 2,0 W zu einer fast vollstandigen Dekontamination.

Bei der Wellenlange von 810 nm kommt es zu keiner Dekontamination im untersuchten
Leistungsspektrum. Die Bakterienzahl/mL schwankt je nach Versuchsansatz, bleibt
jedoch im Mittel bei allen untersuchten optischen Dichten (ODsoo 1,0; 0,5; 0,25) auf einem
ahnlichen Niveau. Bei einer ODsoo 0,25 zeigt sich im Mittel ein geringfugiges Wachstum

der Bakterien.
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Abb. 32: Graphische Darstellung des Wachstumsverhaltens von S. salivarius unter
Laserbestrahlung bei ansteigender Laserleistung (0,5W, 1,0W, 15W, 2,0W),
unterschiedlichen Wellenlangen und Fasertypen (445 nm + Bulb / 445 nm + Bare /
810 nm + Bare), sowie den ODesoo von 1,0; 0,5; 0,25. Auf Darstellung der im Vorhinein
ermittelten Bakterienzahl/mL wurde aus Ubersichtlichkeitsgriinden verzichtet.
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3.223 E. faecalis

Eine exemplarische Darstellung der ausgezahlten Platten des Versuches vom 20.08.2019
bei Bestrahlung mit der Bare-Faser unter 445 nm Wellenlange zeigt Abb. 33. Auf
Abbildungen der Platten der Ansatze mit Bulb-Faser (445 nm) und Bare-Faser (810 nm)

wird aus Ubersichtlichkeitsgriinden verzichtet.

Abb. 33: Exemplarische Darstellung der ausgezahlten Kolonien von E. faecalis des
Versuches vom 20.08.2019 mit einer Wellenlange von 445 nm (Bare-Faser) und 24 h
Inkubationszeit. Die gezeigten Kolonien stammen aus Verdiinnungen von 102 mit einer
ODsoo von 1,0. Oben (von links nach rechts): Laserbestrahlung bei 0,5W; 1,0 W und
1,5 W; Unten (von links nach rechts): Laserbestrahlung bei 2,0 W; Positive Kontrolle
(siehe Hemmhofbildung) mit Ampicillin [25 mg/mL] und SDS [10 %].

Bei der Bestrahlung mit 445 nm fir 20 s und Benutzung der Bare-Faser zeigte sich im
Vergleich zu S. sobrinus und S. salivarius eine deutlich geringere Bakterienreduktion
(Abb. 34). Erst ab 2,0 W Leistung sind die inhibierenden Effekte der Laserbestrahlung auf

das Wachstum erkennbar.
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Beide Kurven der ODsoo 1,0 zeigen nach einem Wachstum der Population bei 1,0 W einen
Abfall der Bakterienzahl/mL von 9,23 x 108 bei 1,0 W auf 1,0 x 108 (bulb) und 9,2 x 108
bei 1,0 W auf 2,39 x 108 (bare) bei je 2,0 W. Bei ODs0o0 0,5 und 0,25 fallen die ausgezahlten
Werte bei 2,0 W auf annahrend 0.

Bei der Wellenlange 810 nm zeigen sich keine Effekte der Laserbestrahlung auf das
Wachstum der Bakterien. In den drei untersuchten Suspensionen (ODsoo 1,0; 0,5; 0,25)
kommt es zu keiner deutlichen Abnahme der Bakterienzahl/mL bei ansteigender
Laserleistung. Lediglich bei ODsoo 1,0 kommt es zwischen 0,5 W und 1,0 W zu einer
geringen Abnahme der Bakterienkonzentration. Alle weiteren gemessenen Werte bei

1,5 W und 2,0 W bewegen sich auf einem gleichbleibenden Niveau.
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Abb. 34: Graphische Darstellung des Wachstumsverhaltens von E. faecalis unter
Laserbestrahlung bei ansteigender Laserleistung (0,5W, 1,0W, 15W, 2,0W),
unterschiedlichen Wellenlangen und Fasern (445 nm + Bulb / 445 nm + Bare / 810 nm +
Bare), sowie den ODsoo von 1,0; 0,5; 0,25. Auf Darstellung der im Vorhinein ermittelten
Bakterienzahl/mL wurde aus Ubersichtlichkeitsgriinden verzichtet.
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3.224 Vergleich des Wachstumsverhaltens aller untersuchten
Mikroorganismen nach Laserbestrahlung

Im Folgenden wurde das Wachstum der unterschiedlichen Bakterienstamme miteinander

verglichen und graphisch dargestellt (Abb. 35).

Es wurden die jeweiligen Mittelwerte der drei untersuchten Teststamme exemplarisch bei
einer ODs00 1,0 nach Laserbestrahlung (0,5 W, 1,0 W, 1,5 W, 2,0 W) in drei Graphen den

jeweilig angewandten Wellenlangen und Fasern entsprechend dargestellt.

Bei 445 nm (bulb / bare) fallt auf, dass die Graphen von S. salivarius und S. sanguinis
annahrend kongruent verlaufen. Es kommt bei beiden Bakterienstammen zu einer
erheblichen Keimreduktion bei 1,5W und einer letztendlich fast vollstandigen
Dekontamination bei 2,0 W. E. faecalis dagegen zeigt bei einer Laserleistung von 1,0 W
ein leichtes Wachstum. Anschlielend erfolgt eine Reduktion der Population bei
steigender Leistung (1,5 W; 2,0 W). Allerdings tritt im Gegensatz zu den beiden anderen
Teststammen (S. salivarius | S. sobrinus) keine Dekontamination bei 2,0 W ein. Es waren
noch immer cfu’s bei 2,0 W (ODsoo 1,0) auszahlbar. Unterschiede zwischen Bare- und
Bub-Faser bestehen insoweit, dass die keimreduzierenden Eigenschaften bei 1,5 W unter
Verwendung der Bare-Faser starker ausfallen als bei Verwendung der Bulb-Faser. Es tritt
schon bei 1,5 W Laserleistung unter Verwendung der Bare-Faser eine fast vollstandige
Dekontamination auf. Die Graphen von S. salivarius und S. sobrinus verlaufen bei

Verwendung der Bulb-Faser nahezu linear absteigend.

Die Graphen der Wellenlange 810 nm zeigen keine dekontaminierenden Effekte unter
Laserbestrahlung. Unabhangig von der Laserleistung verlaufen die Graphen von
E. faecalis und S. sobrinus in einem Seitwartstrend. Im Mittel scheint es sogar zu einem
Wachstum der Bakterienzahl/mL bei S. sobrinus zu kommen. Die Messungenauigkeiten
steigen jedoch ebenfalls mit der applizierten Laserleistung. Lediglich die Laserbestrahlung
mit einer Wellenlange von 810 nm weist bei S. salivarius bei einer ODsoo 1,0 geringflgige

keimreduzierende Effekte auf.

Es folgt die graphische Darstellung des Wachstumsverhaltens der untersuchten
Bakterienstamme bei Bestrahlung verschiedener Wellenlangen (445 nm / 810 nm) und

Fasern (bare / bulb).
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Abb. 35: Vergleichende graphische Darstellung der Mittelwerte fir die Laserversuche
aller Teststamme (E. faecalis, S. salivarius und S. sobrinus). Es wurden exemplarisch die
Mittelwerte der Bakterienzahl/mL bei der optischen Dichte (ODesoo) 1,0 fir die
Laserleistungen 0,5 W; 1,0 W; 1,5 W; 2,0 W dargestellt.
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3.2.3 Gegenuberstellung der thermischen Effekte auf Mikroorganismen bei
Temperaturbelastung und Laserbestrahlung

Im Folgenden wurden die bei Laserbestrahlung ermittelten Bakterienzahlen/mL in die
Graphen der Thermoversuche eingeflgt, um RUckschlisse auf nicht temperatur-
bezogene, bakterienreduzierende Eigenschaften der Laserstrahlung ziehen zu kénnen
(Abb. 36). Es wurden die bei jeweiligen Laserleistungen (0,5 W, 1,0 W, 1,5W, 2,0 W) in
den Versuchen zur Messung der Temperaturentwicklung (Abschnitt 3.1) ermittelten
Maximaltemperaturen im BHI-Medium + S. salivarius verwendet (Abb. 18). S. salivarius
stellt exemplarisch einen Bakterienzusatz im BHI-Medium dar. Die gemessenen
Maximaltemperaturen lagen im Mittel bei 46,54°C (0,5 W), 52,11°C (1,0 W), 70,35°C
(1,5W) und 80,57°C (2,0 W). Die angewandte Wellenlange lag bei 445 nm unter
Benutzung der Bare-Faser. Die Bare-Faser wurde exemplarisch verwendet, da bei
Benutzung von Bare- und Bulb Faser nur geringfige Unterschiede der
bakterienreduzierenden Eigenschaften bestehen. Bei Bestrahlung mit 810 nm ist kein
dekontaminierender Effekt bei Laserbestrahlung nachweisbar, daher entfallt eine

graphische Gegenuberstellung.

Alle drei Bakterienstamme zeigten einen ahnlichen Kurvenverlauf bei Laserbestrahlung
im Vergleich zur ausschlieBlichen Temperaturbelastung. Die Bakterienzahlen/mL aller
optischen Dichten fallen bei S. salivarius und S. sobrinus erst ab einer Temperatur von
ca. 60°C unter die der Graphen der Temperaturbelastung. Bei E. faecalis bewegen sich
die bei Laserbestrahlung ermittelten Bakterienzahlen/mL im Schnitt bei allen untersuchten

optischen Dichten Uber der jeweiligen Bakterienkonzentration der Temperaturversuche.
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Abb. 36: Vergleichende graphische Darstellung der Temperatur- und Laserversuche
(445 nm/Bare-Faser; Mittelwerte bei ODeoo 1,0; 0,5; 0,25) aller Teststamme (E. faecalis,
S. salivarius und S. sobrinus). Die durchgezogenen Linien stellen die jeweiligen
Bakterienzahlen/mL bei alleiniger Temperaturbelastung und die gestrichelten Linien bei
Laserbestrahlung dar. Bei den Laserversuchen wurde aus Ubersichtlichkeit auf
Darstellung der Standardabweichung verzichtet.
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3.3 Untersuchung des Wachstumsverhaltens humaner Zellsysteme (THP-1)
nach Warmeeinwirkung und Laserbestrahlung

3.3.1 Warmeeinwirkung
Die Untersuchung des Wachstumsverhaltens der humanen THP-1 Zellen in RPMI-

Medium nach Temperaturbelastung erfolgte wie in UA 2.2.2.4 beschrieben.

Der Versuch wurde im Doppelansatz  (n=2) durchgefuhrt.  Folgende

Ausgangskonzentrationen wurden untersucht:

e 2,0x10° Zellen/mL
e 1,0 x 10% Zellen/mL
e 0,5x 108 Zellen/mL

Es folgt eine graphische Darstellung der absoluten Zellzahl/mL Iebender und toter THP-
1 Zellen nach Temperaturbelastung (Abb. 37).

2,5
— 2
—
S
~
o) 1,5
—
x o=
< 1
©
N
©
N 0,5
0 4 \
20°C 40°C 60°C 80°C
Temperatur / °C
@ | 7 (2,0E+06 KONZ.) emmgmm= | 7 (1,0E+06 Konz.) LZ (0,5E+06 Konz.)
= @ TZ(2,0E+06 Konz.) = «# = TZ (1,0E+06 Konz.) TZ (0,5E+06 Konz.)

Abb. 37: Graphische Darstellung lebender und toter Zellen/mL (LZ/TZ) nach
Temperaturbelastung (20°C, 40°C, 60°C, 80°C) bei unterschiedlichen Ausgangs-
konzentrationen. Die durchgezogenen Linien stellen die Zellzahl/mL der lebenden, die
gestrichelten Linien die der toten Zellen dar. Auf Standardabweichungen wurde aus
Ubersichtlichkeitsgriinden verzichtet.
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Es zeigte sich eine deutliche Reduktion der Zellzahl/mL im Temperaturintervall zwischen
40°C und 80°C. Bei 80°C kommt es bei einer Ausgangskonzentration von 1,0 und 0,5 x
10% Zellen/mL zu einer vollstandigen Nekrose der vorhandenen Zellen, es waren
ausschlieBlich tote Zellen auszahlbar. Bei einer Konzentration von 2,0 x 106 Zellen/mL
lieRen sich bei einer Temperaturbelastung mit 80°C noch vereinzelt lebende Zellen

erkennen.

Die Graphen der toten Zellen (TZ) zeigen antiproportionales Verhalten zu den Graphen
der lebenden Zellen (LZ). Es kommt ab 40°C zu einem Anstieg der absoluten Anzahl toter
Zellen/mL.

Nach Auszahlung wurden die Zellen der mit 80°C belasteten Suspensionen
resuspendiert, um festzustellen, ob Restwachstum stattfand. Nach weiteren 24 h

Inkubation konnte ein Restwachstum ausgeschlossen werden.

3.3.2 Laserbestrahlung
Die Untersuchung des Wachstumsverhaltens der humanen THP-1 Zellen in RPMI-
Medium nach Laserbestrahlung erfolgte wie in UA 2.2.4.2 beschrieben. Unter dem

Mikroskop fand eine Zahlung lebender Zellen (LZ) und toter Zellen (TZ) statt.

Es folgt eine graphische Darstellung der absoluten Zellzahl/mL lebender THP-1 Zellen
nach Laserbestrahlung (445 nm + Bulb/Bare; 810 nm + Bare) (Abb. 38).
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Abb. 38: Graphische Darstellung der lebenden Zellen/mL nach Laserbestrahlung (0,5 W,
1,0W, 1,5W, 2,0 W) mit den Wellenlangen 445 nm und 810 nm unter Verwendung aller
Fasertypen. Die dinn gestrichelten Linien stellen die im Voraus gemessenen Mittelwerte
der Zellen/mL der nicht bestrahlten Suspension dar.
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Die Graphen zeigen unabhangig von der Laserleistung, der Wellenlange oder der
verwendeten Fasertypen eine ausbleibende Reduktion der Zellen/mL. Die Zell-
konzentration der lebenden THP-1 Zellen bleibt in allen drei untersuchten
Konzentrationen bei einer bestrahlten Wellenlange von 445 nm und 810 nm gleich. Die
jeweiligen Leerwerte der nicht bestrahlten Suspensionen entsprechen der gemessenen
Zellzahl/mL nach Bestrahlung der Medien. Des weiteren besteht keine nennenswerte
Diskrepanz zwischen ausgezahlten toten Zellen vor und nach Bestrahlung. Deren relativer
Anteil an der Gesamtzellzahl bewegt sich in allen drei Versuchsansatzen zwischen

0,5 — 2 %, unabhangig von einer vorher stattgefundenen Laserbestrahlung.
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4. Diskussion

41 Methodenkritik

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss thermischer Effekte auf Mikroorganismen
(S. salivarius, S. sobrinus, E. faecalis) und humanen Zellkulturen (THP-1) in vitro
untersucht und verglichen, ob eine Korrelation zu den thermischen laserinduzierten

Effekten unter Laserbestrahlung besteht.

Vorversuche dienten der Ermittlung von bei Laserbestrahlung entstehenden
Temperaturen in den jeweilig verwendeten Medien (BHI-Broth / RPMI). Die Messungen
fanden mit einer Thermographiekamera statt. Schmidt verglich und validierte die
Ergebnisse der Thermographiekamera mit den direkt gemessenen Temperaturen Uber
eine Thermocouple. Es zeigte sich, dass die mit der Thermographiekamera gemessenen
Werte mit denen der Thermocouple vergleichbar sind. Der Versuchsaufbau war identisch

mit dem in dieser Arbeit verwendetem Aufbau (Schmidt, 2018).

Fur die Thermoversuche wurde das Modellsystem des Thermocyclers gewahlt, da dieses
Gerat durch eine Temperatursteigerung von 4°C/Sekunde und eine maximale
Abkuhlgeschwindigkeit von 3°C/Sekunde eine moglichst schnelle und lineare
Temperaturerhdhung auf einen vorher eingestellten Sollwert zulasst. Das Verfahren lief
automatisiert ab, damit eine entsprechende Probenzahl untersucht werden konnte. Kleine

Probenvolumina ermoglichten ein entsprechend schnelles Erreichen der Solltemperatur.

Die aerobe Kultivierung bei 37°C aus einer Kryokultur der untersuchten Mikroorganismen
in Brain-Heart-Infusion-Bouillon stellt ein anerkanntes, in zahlreichen Publikationen
validiertes mikrobiologisches Verfahren dar (Pichhardt, 1984; Lee, 2013; Xia et al., 1993;
Seth, 1970; Torres et al., 2017).

Ein im Rahmen der Laserversuche identischer Versuchsaufbau ermoglicht eine objektive
Vergleichbarkeit der Ergebnisse. Es mussten lediglich zwischen den verschiedenen
Versuchsreihen die Lasersysteme gegeneinander ausgetauscht werden. Das auf einer
sterilen Bank justierte Halte- und Fixierungselement, sowie das Leistungs- und
Energiemessgerat blieben in ihrer Position unverandert, sodass fur beide Lasersysteme

(445 + 810nm) gleiche Versuchsbedingungen gegeben waren. Vor jedem
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Bestrahlungsdurchlauf erfolgte die Kalibrierung der eingestellten Sollleistung des Lasers
und der tatsachlich emittierten Leistung. Zudem wurde die Eintauchtiefe der
Laserfaserspitze in das Medium vor jeder Bestrahlung Uberprift, um eine vergleichbare
Lichtverteilung der emittierten Strahlen zu gewahrleisten. Dartber hinaus erfolgte die
Bestrahlung in allen Fallen bei konstanter, durch die Klimaanlage determinierter
Umgebungstemperatur von 21°C. Die Ergebnisse der optischen Dekontamination mit den
beiden Lasern sind vor dem Hintergrund identischer aulierer Einflisse zu sehen. Ein
objektiver Vergleich zwischen beiden Lasersystemen und unterschiedlichen Fasertypen

ist also maoglich.

Um Ruckschlisse auf etwaige thermische Schadigung umliegender Gewebsstrukturen
ziehen zu kdénnen, wurde eine Bestrahlung sowie eine solitare thermische Belastung von
humanen Suspensionszellen (THP-1) veranlasst. Insbesondere sollte eine Abgrenzung
von zytotoxischen Effekten durch Temperaturerhohung zu moglicherweise stattfindenden
phototoxischen Prozessen durch Laserbestrahlung stattfinden. Allgemein weisen THP-
1 - Zellen Merkmale von Monozyten auf, so zum Beispiel die Fahigkeit zur Phagozytose
und die Produktion von Lysozymen. Die Zellen wachsen in Suspension und bilden zum
Teil lockere Anhaufungen (Gallauner, 2009). In den Versuchen fanden die THP-1 Zellen
Anwendung auf Grund der guten Kultivierbarkeit und einer einfachen mikroskopischen
Quantifizierung toter und lebender Zellen. Ob der oralen Histologie bliebe eine zusatzliche
Untersuchung mit adharenten Zellen zu diskutieren und sollte Gegenstand weiterer
Forschung darstellen.

4.2 Bewertung der Ergebnisse und Literaturvergleich

Die Temperaturentwicklung der Bakteriensuspension bei Laserbestrahlung zeigt, dass es
unabhangig von der eingestellten optischen Dichte zu vergleichbaren
Temperaturentwicklungen in Abhangigkeit von der eingestellten Leistung kommt. Folglich
hat die optische Dichte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die

Temperaturentwicklung innerhalb der Bakteriensuspension.

Deutliche Temperatureffekte waren lediglich bei einer Wellenlange von 445 nm

erkennbar. Wahrend das RPMI-Medium sich nicht Uber eine Temperatur von ca. 63°C
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erwarmt, liegt das Temperaturmaximum des BHI-Mediums zwischen 80 — 90°C bei 2,0 W
Laserleistung. Jedoch zeigt der Vergleich zwischen den BHI-Medien bei steigender
Laserleistung deutliche Differenzen. Im BHI-Medium + Bakteriensuspension entwickelte
sich im Vergleich zum BHI-Medium ohne Bakterienzusatz eine um 5° - 10° C niedrigere
Temperatur. Die Bakterien scheinen also einen Teil der Warme zu absorbieren, wodurch

es zu einer geringeren Temperaturentwicklung im bestrahlten Medium kommt.

Bei Bestrahlung mit 810 nm kommt es zu wenig Warmeentwicklung bei steigender
Laserleistung (< 40°C). Die erreichten Temperaturen mit und ohne Zugabe von Bakterien
unterscheiden sich kaum. Die Differenzen belaufen sich auf 1° bis 3° C. Auch das RPMI-
Medium allein zeigt nur eine geringe Erwarmung. Es lasst sich vermuten, dass kaum
Absorption bei Wellenlangen im Nahinfrarotbereich in den bestrahlten Medien stattfindet.
Schmidt belegt diese Hypothese durch eine Spektralanalyse des BHI-Mediums. Die
Extinktion nimmt bis zu einer Wellenlange von 490 nm exponentiell ab und nahrt sich mit

zunehmender Wellenlange asymptotisch gegen 0 an (Schmidt, 2018).

Zunachst sollen die rein thermischen Effekte auf die Mikroorganismen diskutiert werden.
Aus Abb. 28 wird ersichtlich, dass es unabhangig vom bestrahlten Bakterium zu einer fast
vollstandigen Dekontamination zwischen 60°C und 80°C kommt. Diese Ergebnisse
decken sich mit Studien der Lebensmittelindustrie, in denen eine Dekontamination von
Nahrungsmitteln durch kurzzeitige Erwarmung im Rahmen einer Pasteurisierung erreicht
wird. Das fur eine Pasteurisierung relevante Temperaturintervall liegt zwischen 60 — 80°C
(Lewis und Deeth, 2009). In einer Studie von Wills et al. aus dem Jahre 1982 zeigt sich
eine vollstandige Reduktion von E. coliund S. aureus bei einer Temperaturbelastung von
62,5°C Uber einen Zeitraum von 5 Minuten (Wills et al., 1982). Jedoch wurden in der
vorliegenden Arbeit die Bakterienpopulationen Uber einen Zeitraum von nur 20 Sekunden
erwarmt. Um nun entsprechende Dekontaminationseffekte zu erzielen, ist es erforderlich
eine hohere Temperaturbelastung zu wahlen. D‘Aoust et al. zeigten, dass eine thermische
Belastung im Bereich von 63 - 65°C fur 10 - 15 Sekunden nicht immer ausreicht, um die
Population der hitzebestandigeren vegetativen Bakterienpathogene signifikant zu
reduzieren (D’Aoust et al., 1988; Farber et al., 1988). Studien zur Hitzeresistenz von
Streptokokken beschreiben eine vollstandige Keimreduktion bei 70°C fur 10 Sekunden

(Nevot et al., 1958). Im Allgemeinen liegen die von der International Dairy Federation
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empfohlenen Kombinationen von Zeit und Temperatur wahrend der Pasteurisierung von
Lebensmitteln bei 63°C fur 30 Minuten oder 72°C fur 15 Sekunden (Juffs und Deeth,
2007). Es lasst sich also konstatieren, dass die in dieser Studie gewonnen Ergebnisse mit
der aktuellen Literatur, die thermischen Effekte auf Mikroorganismen betreffend, konform
sind. Es besteht kein abweichendes Verhalten oraler Mikroorganismen. In zukinftigen
Studien gilt es, das relevante Temperaturintervall zwischen 60°C und 80°C auch im

Hinblick auf einen Vergleich zu phototoxischen Effekten genauer zu untersuchen.

Zudem bleibt zu diskutieren, dass E. faecalis bei Temperaturen zwischen 40°C -
60° C ein konsistentes Wachstumsverhalten zeigt. Fur diesen kurzzeitigen Anstieg der
Zelldichte kdnnten sog. heat shock proteins (HSP) verantwortlich sein. HSP umfassen
insbesondere Chaprone und Proteasen, die bei thermalem Stress (Temperaturen von
> 39°C) furr das Uberleben der Bakterienzelle sorgen, indem sie z.B. Proteindenaturierung
verhindern (Maleki et al., 2016). Auch auf genetischer Ebene scheinen
Schutzmechanismen bei kurzzeitiger thermischer Belastung abzulaufen. Eine Studie von
Oliviera et al. belegt bei E. faecalis eine Hochregulation der Transkription einer
bestimmten Gensequenz (clpB) ab einer Belastung mit 48 - 50°C. Die Expression dieser
Sequenz spielt eine wichtige Rolle bei der Thermotoleranz von E. faecalis (Oliveira et al.,
2011).

Die Ergebnisse der vorliegenden in-vitro-Untersuchung vergleichen die antimikrobielle
Wirkung der Diodenlaser mit Wellenlangen von 445 nm und 810 nm auf die Bakterien-
stamme Enterococcus faecalis, Streptococcus salivarius und Streptococcus sobrinus

ohne Verwendung eines exogenen Photosensitizers.

Anhand der jeweilig eingestellten Parameter von 0,5 — 2,0 W Laserleistung appliziert fur
jeweils 20 Sekunden mit Laserfaserdurchmessern von 300 um wund 320 um
veranschaulicht Abb. 39 die stattfindenden Interaktionen zwischen Laser und bestrahltem
Medium. Die Absorptionseigenschaften der bestrahlten Gewebe liefern hierzu nur eine
Teilerklarung (Abb. 4). Zusatzlich zu den Absorptionseigenschaften bestimmen die
eingestellte Laserleistung und die Bestrahlungsdauer die Art der stattfindenden
photoinduzierten Effekte. Der Schnittpunkt der nachtraglich eingefluigten roten Linien
verdeutlicht, dass es bei den in diesen Versuchen verwendeten Parametern

hauptsachlich zu photothermischen Interaktionen im bestrahlten Medium kommt.
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Abb. 39: Darstellung der Wechselwirkungen von Laser und Gewebe in Abhangigkeit von

Einwirkzeit und Leistungsdichte (J. Meister). Die erganzend eingefligten roten Linien
beschreiben annahrend die in den Versuchen verwendeten Parameter.

Nach Moritz et al. hangt der Bakterienschaden nach der Bestrahlung von der applizierten
Energiemenge ab, wobei der Aufbau der Zellwand fir die individuelle bakterielle
Lichtanfalligkeit entscheidend ist. Gram-negative Arten erscheinen empfindlicher gegen
Bestrahlung mit einem Nd:YAG-Laser, wahrend gram-positive Mikroorganismen eine
wiederholte Strahlenexposition erfordern (Moritz et al., 2000). Die in dieser Studie

verwendeten Bakterienarten sind gram-positiv (Tab. 4).

Die Ergebnisse der in-vitro Untersuchungen zeigen, dass sich bakterizide Effekte bei einer
Wellenlange von 445 nm im Leistungsbereich zwischen 1,0 und 1,5 W einstellen (Abb.
35). Wahrend eine vollstandige Keimreduktion bei S. salivarius und S. sobrinus durch eine
Bestrahlung mit einer Laserleistung von 2,0 W eintritt, zeigt E. faecalis noch vereinzeltes
Wachstum nach 24-stindiger Inkubation. Die ausgepragtere Resistenz von E. faecalis

entspricht den Ergebnissen bei solitdrer thermischer Belastung und ist auf die erhéhte
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Thermotoleranz des Bakteriums zuruckzufuhren (Maleki et al., 2016; Oliveira et al., 2011).
Der Nachweis bakterizider Eigenschaften von Licht im blauen Spektralbereich auf oral-
pathogene Bakterien in der vorliegenden Studie ist deckungsgleich mit Beobachtungen
aus anderen in-vitro-Untersuchungen (Cieplik et al., 2014; Dai et al., 2012; Feuerstein et
al., 2005; Song et al., 2013; Wang et al., 2017; Adamskaya et al., 2011; Biener et al.,
2017).

Ein Vergleich zwischen den verwendeten Fasertypen (Bare und Bulb) zeigt eine
geringfugig starkere Keimreduktion von S. salivarius und S. sobrinus bei 1,5 W unter
Verwendung der Bare-Faser. Bei 2,0 W bestehen kaum Unterschiede in der anti-
mikrobiellen Effizienz (vgl. Abb. 29 und Abb. 35). Diese vergleichbaren antimikrobiellen
Eigenschaften beider Fasern riicken die Bulb-Faser in den Fokus der oralen Anwendung,
da durch dessen homogenere Lichtverteilung ein groReres Volumen bei gleichbleibender
Applikationsdauer bestrahlt werden kann.

Dekontaminationseffekte bei Verwendung eines Diodenlasers mit einer Wellenlange von
810 nm konnen in den Ergebnissen dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Lediglich
zeigt sich eine deutliche Abnahme der auszahlbaren cfu’s der ODeoo 1,0 von S. salivarius
bei Bestrahlung mit Leistungen von 1,5 — 2,0 W (Abb. 35). Vor dem Hintergrund der
ausgepragten Standardabweichung bei 1,0 W Laserleistung und einer gleichbleibenden
Bakterienkonzentration bei den optischen Dichten von 0,5 und 0,25 (Abb. 32) liefert die
Konzentrationsabnahme von S. salivarius ab 1,5 W Laserleistung (ODsoo 1,0) keine valide
Aussage Uber mogliche dekontaminierende Effekte. Die Literatur liefert zudem keine
eindeutigen Ergebnisse zu den antimikrobiellen Eigenschaften von Laserlicht mit einer
Wellenlange von 810 nm. Wahrend Keimzahlreduktionen von Moritz et al. beschrieben
werden (Moritz et al., 1997b; Moritz et al., 1998), zeigen sich eingeschrankte
antimikrobielle Effekte in einer in vivo Studie von Song et al. (Song et al., 2014). Diese
Studie zeigt auch, dass praktisch keine Reduktion der Zahl von gram-positiver
Streptokokken vorlag. Auch konnte Engelbach et al. keine relevante Keimreduktion bei
Bestrahlung mit einer Wellenlange von 810 nm feststellen (Engelbach und Frentzen,

2014). Dies deckt sich mit den in dieser Studie gewonnenen Ergebnissen.
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Summa summarum zeigen sich Blaulicht—Diodenlaser der Wellenlange 445 nm in puncto
antimikrobieller Eigenschaften auf die Bakterienstamme Enterococcus faecalis,
Streptococcus salivarius und Streptococcus sobrinus der Bestrahlung im Nah-

infrarotbereich (810 nm) deutlich GUberlegen.

Nun gilt es zu evaluieren, ob die Dekontamination durch Laserbestrahlung einer
Wellenlange von 445 nm ausschliel3lich auf photothermische Interaktion zurtickzuflhren
ist. Generell lasst sich konstatieren, dass photothermische Interaktionen auf Grund der

vorher festgelegten und eingestellten Parameter zu erwarten sind (Abb. 39).

Anhand Abb. 36 soll veranschaulicht werden, ob nebst photothermischer Interaktion
weitere optische Dekontaminationseffekte zu einer Keimreduktion beitragen. Wurden
Diskrepanzen zwischen den Kurven der Laserapplikation und Temperaturbelastung
bestehen, bzw. die Bakterienzahl/mL nach Laserbestrahlung die der Temperaturkurven
unterschreiten, so ware dies ein Hinweis auf Dekontamination, die nicht nur auf
thermische Effekte beruht. Obwohl die Graphen nicht kongruent verlaufen, liefern sie
keine eindeutigen Diskrepanzen, die auf  weiterreichende optische
Dekontaminationseffekte der Laserbestrahlung nebst Temperatureffekten schliel3en
lassen. Fur entsprechende Rulckschlisse sollten in  Zukunft im relevanten
Temperaturbereich von 60 — 80°C, sowie Laserleistungsbereich von 1,4 — 2,0 W weitere

Untersuchungen durchgefuhrt werden. Ein identischer Versuchsaufbau ist obligat.

Die Ergebnisse der Laserbestrahlung der THP-1-Zelllinie zeigen keinerlei
populationsdezimierende Effekte (Abb. 38). Lediglich bei Temperaturbelastungen von
mehr als 60°C kommt es zu einer deutlichen Reduktion der Zellzahl/mL (Abb. 37). Obwohl
es bei Bestrahlung des RPMI-Mediums im blauen Spektralbereich (445 nm) mit
Laserleistungen von 2 W zu Temperaturentwicklungen von bis zu 60°C kommt (Abb. 18a),
findet keine Schadigung der humanen Suspensionszellen statt. Die Population lebender
Zellen bleibt konstant. Bei Verwendung des Lasers im Nahinfrarotbereich (810 nm) fallt
die Temperaturentwicklung im Medium unabhangig von der Laserleistung noch geringer
aus (< 40°C). In Folge dessen kommt es bei Bestrahlung der Zellinie weder zu

photothermischer- noch anderer optischer Schadigung durch den Laser.
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Es wird deutlich, dass sich humane Zelllinien resistenter als Mikroorganismen gegenuber
Laserbestrahlung im blauen Spektralbereich zeigen. Die in dieser Studie untersuchten
Populationen (S. salivarius, S. sobrinus und E. faecalis) weisen schon bei Bestrahlung ab
1,5 W und 445 nm Wellenlange eine Reduktion der Bakterienzahl/mL auf, wahrend die
Zellzahl/mL konstant bleibt. Ein Vergleich der Uberlebensrate der Zellen und Bakterien
bei Bestrahlung mit 2 W bei 445 nm ist nur bedingt moglich, da es zu einer deutlichen
Diskrepanz der Temperaturentwicklung in den verwendeten Medien kommt (ca. 20°C).
Werden die bei einer Laserleistung von 2 W stattfindenden Dekontaminationseffekte
ausschlieBlich photothermischer Interaktion zugeschrieben, wurde es bei entsprechend
notwendiger Temperaturentwicklung (ca. 80°C) zu einer Schadigung der Zelllinie kommen
(Abb. 37) — ein klinischer Nutzen ware nicht vorhanden. Rein optische Interaktion mit
Laserstrahlen (bis 2,0 W) schadigt die THP-1 Zellen nicht (Abb. 38). Bei 1,5 W dagegen
uberschneiden sich die jeweiligen Standardabweichungen der Temperaturbalken im
RPMI- und BHI — Medium. Ein Vergleich photothermischer Dekontaminationseffekte und

madglicher Schadigung von Zellkulturen bei 1,5 W ist also plausibel.

Die vorliegende Studie zeigt, dass eine Dekontamination der hier untersuchten
Oralpathogene auch ohne Verwendung von Photosensitizern durch Anpassung der
Laserparameter mdglich ist. Zur deutlichen Keimzahlreduktion reichen geringe
Flachenleistungsdichten und kurze Bestrahlungszeiten aus. Der Diodenlaser mit der
Wellenlange von 445 nm zeigte sich, antimikrobielle Effekte betreffend, dem 810 nm-
Laser deutlich Uberlegen. Die zuvor aufgestellte Hypothese, dass klinischen Erfahrungen
entsprechend humane Zellsysteme weniger empfindlich auf Laserbestrahlung reagieren

als Mikroorganismen, konnte durch diese Studie belegt werden.
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4.3 Ausblick

In Zukunft sollten weitere Studien die Temperaturentwicklung in oralen Geweben bei
Laserbestrahlung im blauen Spektralbereich genauer untersuchen und simultan
Dekontaminationseffekte unter Rickbezug auf mdglicherweise stattfindende
Gewebsschadigung feststellen. Auf Grund der stark ausgepragten Diversitat der oralen
Mikroflora und dem damit einhergehenden pathogenen Potential, waren Untersuchungen
antimikrobieller Effekte von Laserstrahlung auf parodontal-pathogene Keime wie z.B.
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola und Aggregaticater
actinomycetemcomitans von grofdem klinischem Interesse. Studien mit P. gingivalis und
A. actinomycetemcomitans zeigen positive Keimreduzierte Effekte bei Bestrahlung mit
Blaulicht (460 nm) (Cieplik et al., 2014; Yoshida et al., 2017). Erstrebenswert ware jedoch
eine vergleichende Studie unter identischen Versuchsbedingungen, um validierte

Aussagen treffen zu kénnen.

Die in dieser Studie nachgewiesenen Dekontaminationseffekte auf E. faecalis rucken die
Verwendung von Lasern im blauen Spektralbereich ins Interesse der endodontischen
Therapie. Die sogenannte Bulb-Faser erscheint ob der radialen
Abstrahlungscharakteristik als besonders geeignet fur die Anwendung im Wurzelkanal,
da so die Strahlen nicht nur in apikaler Richtung emittiert werden. Auch hier gilt es zu
evaluieren, in wieweit umgebende Zahnhartsubstanz durch photothermische Interaktion
geschadigt wird. Nach Engelbach et al. liegt die Temperaturentwicklung im Dentin bei
Bestrahlung mit einem 445 nm-Laser bei einer Leistung von 1 W bei 20 Sekunden
Bestrahlungsdauer im Median bei 5,77°C (Engelbach und Frentzen, 2014). Weitere
Untersuchungen die Temperaturentwicklung oraler Gewebe bei Laserbestrahlung
betreffend, sowie Einflisse unterschiedlicher Anstellwinkel der Faserspitze zur
bestrahlten Oberflache sind erforderlich, um validierte Aussagen uber die Interaktionen

des 445 nm-Lasers mit oralen Geweben treffen zu kdnnen.

Obwohl antimikrobielle Effekte durch den 810 nm -Laser in anderen Studien
nachgewiesen wurden, kann dies durch die Ergebnisse dieser Studie nicht bestatigt
werden. Keimreduzierende Effekte auf die hier untersuchten gram-positiven fakultativ
anaeroben oralen Mikroorganismen sind nicht nachweisbar. Weitere Studien sollten

evaluieren und abgrenzen, welche Bakterienarten optische Dekontamination durch
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Laserlicht mit 810 nm Wellenlange erfahren. Eine ausbleibende Schadigung der hier
untersuchten Zelllinie stutzt die Ergebnisse einer bereits existierenden Studie von
Fontana et al. Hier wird gezeigt, dass eine bakterielle Schadigung durch einen
Diodenlaser bei 810nm ohne Verletzung des Parodontalgewebes durch
Warmeentwicklung mdoglich ist (Fontana et al., 2004b). Diese Selektivitat der
Laserbestrahlung mit 810 nm macht die Anwendung dieses Lasers fur die klinische
Anwendung interessant, obwohl die antimikrobiellen Effekte weniger ausgepragt

scheinen, als bei Bestrahlung mit Licht des blauen Spektralbereiches.
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5. Zusammenfassung

Vor dem Hintergrund der progredienten Resistenzentwicklung gegen Antibiotika und der
komplexen Anatomie oraler Strukturen, durch die konventionelle Desinfektions-
malnahmen an ihre Grenzen stol3en, ist die photonische Dekontamination mit Laserlicht

von steigendem wissenschaftlichem und klinischem Interesse.

Ziel dieser Arbeit war es, unter standardisierten Bedingungen zu untersuchen, wie sich
humane Zellsysteme (THP-1) im Vergleich zu Mikroorganismen (S. salivarius, S. sobrinus
und E. faecalis) in einem eigens hierfur entwickelten Modellsystem nach kurzzeitiger
thermischer Belastung und Laserapplikation verhalten. Zudem gilt es, die antimikrobielle
Potenz zweier Fasersysteme (Bulb und Bare) unter Verwendung eines Blaulichtlasers zu

vergleichen.

Zunachst wurde das Wachstumsverhalten der Teststamme unter thermischem Stress
untersucht. AnschlieRend wurden Laserversuche zur Untersuchung der Keimreduktion
mittels Laserbestrahlung ohne Verwendung von Photosensitizer durchgefuhrt. Dazu
wurde die optische Dichte der Teststamme (ODsoo 1,0; 0,5 und 0,25) eingestellt und diese
anschlieRend einem Warmeimpuls (20°C, 40°C, 60°C, 80°C fur je 20 Sekunden)
ausgesetzt bzw. mit einem Diodenlaser bestrahlt (20 Sekunden; 445 nm bzw. 810 nm;
0,5W,1,0W, 1,5 Wund 2,0 W; Bare- bzw. Bulb-Faser) und verdunnt. Die Verdinnungen
wurden ausplattiert und inkubiert (37°C; 24 h). Es folgte die Auszahlung der cfu, die
Berechnung der Bakterienzahl/mL sowie die Erstellung von Wachstumskurven, anhand
derer die bendtigten Temperaturen und Laserleistungen zur Keimreduktion ermittelt
werden konnten. Unter identischen Bedingungen und Parametern wurden die THP-1 —
Zellen Temperatur und Laserbestrahlung ausgesetzt. Nach mikroskopischer Auszahlung
lebender und toter Zellen fand ebenfalls eine graphische Auswertung statt.

Es konnte gezeigt werden, dass es bei den Warmeimpuls-Versuchen zwischen 60°C und
80°C zu einer deutlichen Keim- und Zellreduktion kam. Bei 80°C fand eine fast
vollstandige Dekontamination statt. Analog dazu zeigte sich bei den Laserversuchen eine
keimreduzierende Wirkung bei 445 nm ab einer Leistung von 1,5 W fur alle Teststamme,

wohingegen bei 810 nm keine keimreduzierende Wirkung eintrat. Im Vergleich dazu



98

wurden zwei verschiedene Fasertypen (Bare- und Bulb-Faser) bei 445 nm verwendet und
deren Wirkung auf die Teststamme untersucht. Hier zeigte sich eine hdhere
Keimreduktion fur die Bare-Faser im Vergleich zur Bulb-Faser bei 1,5 W (S. salivarius, S
sobrinus). Ab 1,5W zeigte sich mittels Bare-Faser bereits eine fast vollstandige
bakterizide Wirkung, wohingegen bei der Bulb-Faser erst ab 2,0 W eine solche Wirkung
eintrat. Die untersuchte Zelllinie betreffend (THP-1) kam es zu keiner Reduktion

Zellvitalitat nach Laserbestrahlung mit Leistungen von 0,5 -2,0 W.

Schlussendlich konnte festgestellt werden, dass die Laserapplikation im blauen
Spektralbereich deutlich effizienter antimikrobiell wirkt als mit einem Nahinfrarot-Laser.
Humane Zellsysteme scheinen auf Laserbestrahlung weniger sensibel in Bezug auf ihre
Vitalerhaltung zu reagieren als Mikroorganismen. Strategisches Ziel des Einsatzes blauer
Laserstrahlung ware es, aufgrund dieser orientierenden Studie chirurgische, bzw.
resektive Eingriffe mit dekontaminierenden Begleiteffekten durchfuhren zu konnen. Die in
den vorliegenden Untersuchungen gewonnenen in-vitro Daten an modellhaften in-vitro
Systemen kdnnen somit eine Grundlage fur weitere tierexperimentelle und klinische

Studien sein.
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Verwendung aller Fasertypen. Die dunn gestrichelten Linien stellen die im
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9. Anhang

Tab. 10: Fir die Thermoversuche und Laserapplikationen mit Mikroorganismen ver-
wendeten Gerate und Hilfsmittel.

Gerate Hersteller
Autoklav HP Medizintechnik GmbH Munchen
Diodenlaser mit Laserfasern A. R. C. Laser GmbH, Nurnberg
(Bulb [@ 300 ym] & Bare [@ 320 um])
Fox IlIl, Fox IV
Inkubator Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Laserleistungsenergiemessgerat Coherent, Santa Clara (CA), USA

(LabMax-Top) + dazugehorigen
Leistungsmesskopf (PM10)

Linearmesstisch (3D [x,y,z]) Physik Instrumente (Pl) GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Sterile Werkbank Heraeus Holding GmbH, Hanau

Thermocycler TGradient Biometra GmbH, Gottingen

Vortex Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Waage (NewClassic MF) Mettler-Toledo GmbH, Giellen

Zelldichtemessgerat ODsoo (Photometer)
Amersham Bioscience GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Ultrospec™ 10

Laborzubehor Hersteller
Becherglaser [200 mL] DWK Life Sciences GmbH,
Wertheim/Main
Falcon-Tubes [15mL] Greiner bio-one, Frickenhausen
Glaskugeln (d 4 mm) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Magnetruhrfische und Angel neoLab Migge GmbH, Heidelberg
Petrischalen (94 mm x 16 mm) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Pipetten [10 uL; 20 uL; 200 pL; 1000 uL] Brand GmbH + Co. KG, Wertheim
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Hirschmann Laborgerate GmbH & Co.

Pipettierhilfe ,Pipetus® KG, Eberstadt

Pipettenspitzen [200 uL; 1000 uL] STARLABS INTERNATIONAL GmbH,
Hamburg

Reagenzglaser DWK Life Sciences GmbH,
Wertheim/Main

Schottflaschen [500 mL] DWK Life Sciences GmbH,
Wertheim/Main

Tubes [0,2 mL; 1,5 mL; 2,0 mL] Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Substanz Hersteller

Ampicillin [25 mg/mL] Merck KGaA, Darmstadt

Ethylalkohol [70%] Werner Hofmann, Dusseldorf

SDS (Sodium Dodecyl Sulfat) Merck KGaA, Darmstadt

Tab. 11: Fir die Versuche mit humanen Suspensionszellen (THP-1) zusatzlich
verwendeten Gerate und Hilfsmittel.

Gerate Hersteller
CO2 - InkubatorThermoForma Thermo-Fisher Scientific, Waltham
(37°C / 5% CO2) (MA), USA
Handzahlgerat InFactory Solutions GmbH, Taufkirchen
Hamozytometer (Neubauer Marienfeld-Superior GmbH,
Zahlkammer) Kdénigshofen

Tiefe: 0,1 mm; Volumen: 0,0025 mm?2

Deckglaser f. Hamozytometer

[20x26x0,4 mm]

Mikroskop (Primovert) Carl Zeiss AG, Oberkochen

Zentrifuge (Biofuge stratus) Heraeus Holding GmbH, Hanau
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Laborzubehor Hersteller
RPMI-Medium [1640 (1x), +10% FCS, Life Technologies (Thermo-Fisher
+1% AB (Streptomycin, Penicillin)] Scientific), Waltham (MA), USA
Zellkulturflaschen [250 mL] Greiner bio-one, Frickenhausen

Substanzen Hersteller
humane THP-1 Zellen ATCC, Manassas (VA), USA
Trypanblau [0,4%] Sigma GmbH, Osterode am Harz

Tab. 12: Tabellarische Darstellung der gewlinschten und tatsachlich eingestellten
optischen Dichten der entsprechenden Bakteriensuspensionen.

Teststamm Versuch [n] Gewiinschte Gemessene
ODsoo ODsoo
1,00 0,97
n=2 0,50 0,47
0,25 0,26
1,00 0,95
S. sobrinus n=2 0,50 0,48
0,25 0,26
1,00 0,99
n=2 0,50 0,51
0,25 0,23
1,00 1,03
n=2 0,50 0,43
0,25 0,23
1,00 0,93
S. salivarius n=2 0,50 0,56
0,25 0,27
1,00 0,95
n=2 0,50 0,51
0,25 0,29
1,00 1,00
n=2 0,50 0,52
0,25 0,23
1,00 0,97
E. faecalis n=2 0,50 0,47
0,25 0,28
1,00 0,95
n=2 0,50 0,45

0,25 0,27
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Tab. 13: Tabellarische Darstellung der gewunschten und jeweils tatsachlich eingestellten
optischen Dichten der entsprechenden Bakteriensuspensionen (S. sobrinus, S. salivarius,
E. faecalis) bei unterschiedlichen Wellenlangen (445 nm; 810 nm).

Teststamm  Wellenlan Versuch [n] Gewiinschte Gemessene

ge / Faser ODeoo ODeoo
1,00 0,99

n=2 0,50 0,50

0,25 0,25

1,00 1,04

445 nm n=2 0,50 0,48
-bare- 0,25 0,25
1,00 0,98

n=2 0,50 0,47

0,25 0,26

1,00 1,01

n=2 0,50 0,55

0,25 0,24

1,00 0,96

445 nm n=2 0,50 0,50
S. sobrinus -bulb- 0,25 0,25
1,00 0,96

n=2 0,50 0,48

0,25 0,24

1,00 1,02

n=2 0,50 0,49

810 nm 0,25 0,28
-bare- 1,00 1,00
n=2 0,50 0,51

0,25 0,25

1,00 0,96

n=2 0,50 0,52

0,25 0,26

1,00 1,03

445 nm n=2 0,50 0,51
-bare- 0,25 0,28
1,00 1,01

n=2 0,50 0,49

0,25 0,27

1,00 1,04

n=2 0,50 0,51

0,25 0,25

1,00 0,99

445 nm n=2 0,50 0,53
S. salivarius -bulb- 0,25 0,25
1,00 0,94

n=2 0,50 0,48



E. faecalis

810 nm
-bare-

445 nm
-bare-

445 nm
-bulb-

810 nm
-bare-
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0,25
1,00
0,50
0,25
1,00
0,50
0,25
1,00
0,50
0,25
1,00
0,50
0,25
1,00
0,50
0,25
1,00
0,50
0,25
1,00
0,50
0,25
1,00
0,50
0,25
1,00
0,50
0,25
1,00
0,50
0,25

0,26
1,05
0,53
0,28
1,03
0,53
0,26
0,96
0,52
0,25
1,00
0,50
0,27
1,05
0,50
0,29
0,94
0,49
0,26
0,98
0,51
0,23
1,00
0,52
0,26
0,95
0,48
0,26
0,98
0,50
0,24
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Tab. 14: Kalibrierung beider Diodenlaser (FOX Il / IV) vor jedem Versuchsansatz aller
drei Teststamme (S. sobrinus; S. salivarius; E. faecalis) mittels Laserleistung- und
Energiemessgerat. Aufgelistet sind die Soll-Werte der Laserleistung, die jeweils am
Laserdisplay eingestellten Leistungswerte und die gemessenen Ist-Werte [W]. Aufgrund
der Streuung der Laserstrahlen bei der Bulb-Faser entfallt eine Kalibrierung.

Teststamm Wellenlange / Versuch [n] Soll Einge- Ist [W]
Faser [W] stellt
W]

0,5 0,6 0,47

n=2 1,0 1,2 0,98

1,5 1,8 1,47

2,0 2,4 1,96

0,5 0,6 0,47

445 nm n=2 1,0 1.1 1,00

-bare- 1,5 1,7 1,49

2,0 2,2 1,97

0,5 0,6 0,50

n=2 1,0 1.1 0,99

1,5 1,6 1,51

S. sobrinus 2,0 2,2 2,02
0,5 0,6 -
445 nm n=2 1,0 1.1 -
-bulb- (alle Ansatze) 1,5 1,6 -
2,0 2,1 -

0,5 0,5 0,48

n=2 1,0 1,0 0,96

1,5 1,5 1,53

810 nm 2,0 2,0 1,97

-bare- 0,5 0,5 0,54

n=2 1,0 1,0 1,00

1,5 1,5 1,56

2,0 2,0 2,12

0,5 0,6 0,48

n=2 1,0 1,3 1,03

1,5 1,9 1,49

2,0 2,1 1,97

0,5 0,6 0,53

445 nm n=2 1,0 1,2 1,03

-bare- 1,5 1,8 1,45

2,0 2,4 2,01

0,5 0,6 0,49

n=2 1,0 1,2 1,02

1,5 1,7 1,51

S. salivarius 2,0 2,2 2,03
0,5 0,6 -
445 nm n=2 1,0 1,1 -
-bulb- (alle Ansatze) 1,5 1,6 -
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2,0 2,1 -

0,5 0,5 0,51

n=2 1,0 1,0 0,99

1,5 1,5 1,50

810 nm 2,0 2,0 1,97

-bare- 0,5 0,5 0,60

n=2 1,0 1,0 0,99

1,5 1,5 1,49

2,0 2,0 2,01

0,5 0,5 0,52

n=2 1,0 1,0 0,99

1,5 1,5 1,48

2,0 2,0 1,99

0,5 0,5 0,47

445 nm n=2 1,0 1,0 1,02

-bare- 1,5 1,5 1,52

2,0 2,0 1,95

0,5 0,5 0,48

n=2 1,0 1,0 1,01

1,5 1,6 1,51

E. faecalis 2,0 2,1 1,97
0,5 0,6 -
445 nm n=2 1,0 1.1 -
-bulb- (alle Ansatze) 1,5 1,6 -
2,0 2,1 -

0,5 0,5 0,51

n=2 1,0 1.1 1,01

1,5 1,6 1,50

810 nm 2,0 2,1 1,98

-bare- 0,5 0,5 0,51

n=2 1,0 1,0 0,99

1,5 1,6 1,50

2,0 2,1 1,99




126

10. Danksagung

Ich bedanke mich herzlich bei Herrn Prof. Dr. med. dent. Matthias Frentzen fur die
Uberlassung des Themas, sowie fiir die enge Betreuung und freundliche Unterstiitzung
bei diversen Fragestellungen und die konstruktiven Ratschlage in den verschiedenen

Phasen dieser Dissertation.

Mein besonderer Dank gilt Frau Beate Schiermeyer - Dunkhase fur die jahrelange
Unterstitzung und Betreuung bei der Planung und Durchfuhrung der Versuche, sowie der
fortwahrenden Motivation wahrend des Schreibprozesses. Ohne Deine stete Begleitung

mochte ich mir die unzahligen Stunden und Tage im Labor nicht vorstellen.

Ich bedanke mich bei Herrn Dr. rer. nat. Jorg Meister fur die Unterstltzung bei der Arbeit
im Laserlabor und der Beantwortung von fachlichen Fragen zur Lasertechnologie. Auch
gilt mein Dank Herrn Dr. med. dent. Dominik Kraus fur die Unterstutzung im Rahmen der

Konzeption der Versuche.

Ich danke ebenfalls Frau Isabel Schmidt, die mich bei der Durchfuhrung der

Versuchsreihen unterstiutzte.

Ich danke Frau Imke Bayer fur die Hilfe und Unterstitzung bei der Kultivierung der THP-

1 Zellen.

Fur die tolle Arbeitsatmosphare im Labor bedanke ich mich bei: Inka Bay, Imke Bayer,

Diana Lalaouni, Monika Butz und Anna Weber.

Ich danke Frau Annika Stromer fur die statistische Beratung am Institut fUr medizinische

Biometrie, Informatik und Epidemiologie (IMBIE) der Universitat Bonn

Mein Dank gilt insbesondere meinen Eltern fur die fortwahrende Motivation und
Unterstitzung wahrend des Studiums und in allen Lebenslagen. Ohne Euch ware all das

nicht moglich gewesen.

Zudem danke ich meiner Freundin Lucy, die mich das gesamte Studium hinweg begleitet
hat und in jeder Lebenslage durch ihr offenes Ohr und Verstandnis flir meine Sorgen

meine wichtigste Stutze gewesen ist.



