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Periimplantdre Infektionen stellen
einen zunehmenden Fokus im zahn-
drztlichen Praxisalltag dar. So finden
sich periimplantire Mukositiden in
bis zu 80 Prozent der Patienten sowie
an bis zu 50 Prozent der untersuchten
Implantate.! Manifeste Periimplanti-
tiden sind in einem Nachuntersu-
chungszeitraum von fiinf Jahren
nach Insertion in bis zu 56 Prozent
der Patienten und immerhin noch an
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Oberflachendekontamination
biofilmbesiedelter Implantatoberflachen

Untersuchung iiber die Effektivitat einer photodynamischen Therapie im Vergleich zur Diodenlaseranwendung an initialen Biofilmen auf Titanimplantatoberflachen.
Von Dr. Gordon John, Prof. Dr. Frank Schwarz, Prof. Dr. Jiirgen Becker, Diisseldorf, Deutschland.

flichendekontamination biofilmbe-
siedelter Implantatoberflichen mit-
tels einer neuen photodynamischen
Therapie mit einer LED-Lampe.

Material und Methoden

Studienteilnehmer

Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Heinrich-
Heine-Universitit Diisseldorf ge-
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Abb. 1: PAD PLUS-Gerit mit Schutzbrille und Photosensitizer.

bis zu 43 Prozent der untersuchten
Implantate feststellbar.? Der primére
Faktor fiir die Entstehung periim-
plantirer Infektionen ist die An-
lagerung von Biofilm an Implantat-
strukturen.® Die Therapie periim-
plantirer Infektionen ist dement-
sprechend zielgerichtet auf die
Dekontamination der biofilmbesie-
delten Implantatoberflichen.* Ver-
schiedene Methoden werden zur
Oberflichendekontamination von
zahnirztlichen Implantaten einge-
setzt. Dabei setzen die meisten Me-
thoden auf eine mechanische Entfer-
nung der pathogenen Bakterien, wo-
bei die Mikroorganismen vor allem
in verbleibenden residualen Biofil-
men primar nicht abgetotet werden.
Gerade auf rauen Implantatoberfla-
chenistderalleinige Einsatz von kon-
ventionellen, mechanischen Dekon-
taminationsmethoden wie Kiiretten
uneffektiv.> Es gibt einige Therapie-
ansitze, die direkt eine bakterizide
Wirkung haben. Hierzu zédhlen bei-
spielsweise Laserbehandlungen. Eine
vielversprechende Variante ist der
Einsatz der photodynamischen The-
rapie.® Hierbei werden Farbstoffe, so-
genannte Photosensitizer, genutzt,
die aufgrund ihrer elektrischen La-
dung schnell und gut an Bakterien-
zellwinde binden oder in Bakterien
penetrieren konnen, wihrenddessen
sie eine geringe Toxizitdt gegentiber
oralen Hart- und Weichgeweben auf-
weisen”?® und unter Lichtaktivierung
bakterizide Wirkung entfalten, meist
in Form von Freisetzung von Sauer-
stoffradikalen und Singulettsauer-
stoff.’

Ziel der aktuellen Studie war die
Evaluation der Effektivitit der Ober-

priift (Studie: 3°268) und nach Erhalt
des positiven Ethikvotums mit der
Probandenrekrutierung begonnen.
Fiinf Freiwillige erhielten eine um-
fassende Aufklirung tiber den Stu-
dienablauf und mussten vor Beginn
der Studie eine Einverstandniserkla-
rung unterschreiben. Als Einschluss-
kriterien wurden festgelegt:

Die Probanden sollten eine gute
Mundhygiene miteinem geringen Pla-
queindex, PI1 < 1,aufweisen, die umge-
benden Weichgewebe sollten entziin-
dungsfrei sein, PSI<2, sie sollten
innerhalb der letzten sechs Monate
keine systemische Antibiotikatherapie
erhalten haben (falls innerhalb des
Studienablaufes eine antibiotische
Therapie notwendig sein sollte, fithrte
dies automatisch zum sofortigen

Studienausschluss) und sie sollten
Nichtraucher sein.

Schienendesign und Probekirper

Fiir die Biofilmsammlung wurden
spezielle Kunststoffschienen angefer-
tigt, in denen jeweils vier Probekorper,
welche auf einer Seite mit einer han-
delsiiblichen gestrahlten und sédurege-
itzten Oberfliche (SLA, Institut Strau-
mann AG, mit R, 3,22 + 0,88 um)

integriert wurden. Die Probekorper
hatten einen Durchmesser von 15 mm
bei einer Dicke von einem Millimeter.
Zusitzlich wurden die Plittchen an
der Unterseite mit Cyanoacrylatkleber
(Loctide 496, Henkel) gesichert. Das
Design der Schiene wurde so ausge-
richtet, dass die Plittchen einen Ab-
stand von circa einem Millimeter zur
Gaumenschleimhaut hatten. So war
eine feuchte und nihrstoffreiche Um-
gebung fiir die Probekorper sicher-
gestellt.

Die Biofilmsammlung wurde
iiber eine Dauer von 48 Stunden fest-
gelegt. In dieser Zeit sollten die Pro-
banden ihre Erndhrungsgewohn-
heiten beibehalten und wurden
darauf hingewiesen, die Zahnreini-
gung ausschliesslich mechanisch,

Abb. 2: Aktiviertes PAD PLUS-Geriit zur Oberflichenbehandlung. Auffillig hierbei ist der
intensive Leuchtkegel.

ohne Mundspiillosungen oder Zahn-
pasten, durchzufiihren. Zur Kontrolle
der Biofilmbesiedelung wurde pro
Schiene jeweils ein Probekorper ent-
ferntund mitErythrosin (ErythrosinB,
Certistain, Merck KGaA) angefirbt.
Danach wurden die Probekorper
unter Benutzung eines Stereomikro-
skopes (SZ61, Olympus Europa
Holding GmbH) und einer digitalen
Kamera (Colorview III, Olympus
Europa Holding GmbH) in einer acht-
fachen Vergrosserung fotografiert.
Lediglich Plittchen von Schienen, auf
denen die Kontrollpléttchen eine voll-
stindige und homogene Biofilmbe-
siedelung aufwiesen, wurden in die
Studie eingeschlossen.

Durchfiithrung der
Oberflichenbehandlung

Nach Ende der Tragezeit wurden
die Schienen direkt beim Unter-
sucher zur weiteren Behandlung ab-
gegeben. Die Plittchen wurden von
den Schienen entfernt, vorsichtig mit
steriler Kochsalzlosung gespiilt und
anschliessend in Kochsalz kurz
zwischengelagert. In die Untersu-
chungen ging eine Gesamtanzahl von
48 Probekorpern ein. Diese wurden
unter Verwendung einer speziellen
Randomisierungssoftware (Rand-
List, DatInf GmbH) folgenden vier
Gruppen randomisiert zugeteilt.

1. Diodenlaserapplikation tiber 60 Se-
kunden (Diode 60)

2.Photo Activated Disinfection iiber
60 Sekunden (PAD 60)

3. Photo Activated Disinfection iiber
30 Sekunden (PAD 30)

4. Kontrollgruppe ohne Behandlung

Wihrend der Durchfiihrung der
Oberflichenbearbeitung wurde die
Probekorperoberfliche in NaCl gela-
gert, um eine Austrocknung der Ober-
fliche und somit Artefakte zu verhin-
dern. Um eine gleichmissige und
vollstindige Oberflichenbehandlung
sicherzustellen, wurde der Dioden-
laser (GENTLEray 980 Dioden-
laser, KaVo Dental GmbH) be-
ziehungsweise das PAD PLUS-Gerit

(PAD PLUS, Orange Dental GmbH &
Co. KG) 60 Sekunden, im Falle der
PAD 30-Gruppe 30 Sekunden, kreis-
formig vom Zentrum beginnend
gleichmassig nach aussen gefiihrt. Der
Diodenlaser wurde miteiner gepulsten
Einstellung mit einer Endleistung von
0,8 Watt angewendet. Vor Anwendung
der PAD PLUS (Abb. 1, 2) musste der
Farbstoff auf Toloniumchloridbasis
(P.A.D. viscous solution, Denfotex
Research Ltd.) appliziert werden, der
eine Minute Einwirkzeit hatte und da-
nach mit NaCl abgespiilt wurde. An-
schliessend wurde das PAD PLUS-Ge-
rét fiir 30 beziehungsweise 60 Sekun-
den aktiviert. Die Kontrollgruppe
wurde bis zur Bestimmung der Bio-
filmaktivitit in NaCl gelagert und
erfuhr keine weitere Oberflichen-
behandlung.

Messung der Biofilmviabilitit

Die Biofilmviabilitit wurde
mittels eines Lumineszenzassays
(CellTiter-Glo®, Promega) bestimmt,
der die Menge an vorhandenem ATP
misst. Diese Menge an ATP ist direkt
proportional zur Bakterienanzahl.
Das Signal wird in einem Lumino-
meter (Victor 2030, PerkinElmer) in
Impulsen pro Sekunde (CPS, Counts
Per Second) gemessen.

Live/Dead-Firbung

Zur Veranschaulichung der
Wirkung der einzelnen Oberflichen-
behandlungen wurden drei Plittchen
pro Gruppe zusitzlich zu den
oben genannten Plittchen getragen
und einer Live/Dead-Firbung zuge-
fiihrt (FilmTracer™ LIVE/DEAD®
Biofilm Viability Kit, Invitrogen Ltd.).
Unmittelbar nach der Farbeprozedur
wurden die Probekérper mittels eines
Mikroskops (Eclipse TS 100-F, Nikon
Instruments Europe PV) und einer
Digitalkamera (DP25, Olympus Eu-
ropa Holding GmbH) fotografiert
und die Aufnahmen deskriptiv aus-
gewertet.

Statistik

Die statistische Analyse der Daten
erfolgte mit einem Statistikprogramm
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Abb. 3: Ubersicht iiber die Viabilitiiten in den Biofilmen gemessen in Counts Per Second
(CPS) — nativ sowie nach den Behandlungsprozeduren.
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Abb. 4: Ubersicht der Live/Dead-Firbungen: Jegrosser der griin gefirbte Anteil, umso ho-
her ist der vitale Biofilmanteil. Rot eingefiirbt zeigen sich abgetitete Bereiche. a) natiir-
licher, unbehandelter initialer Biofilm nach 48 Stunden Reifungsdauer; b) nach Behand-
lung mit Diodenlaser fiir 60 Sekunden; c) nach Behandlung mit PAD fiir 30 Sekunden;
d) nach Behandlung mit PAD fiir 60 Sekunden.

(SPSS 21, IBM Deutschland GmbH).
Es wurden die Mittelwerte mit den da-
zugehorigen Standardabweichungen
und die Mediane fiir die einzelnen
Gruppen berechnet. Innerhalb der
Gruppen wurde mittels Shapiro-Wilk-
Test und Kolmogorow-Smirnow-Test
auf Normalverteilung gepriift. Die
Varianzgleichheit wurde per Levene-
Test untersucht. Ein Vergleich der
Mittelwerte erfolgte tiber die Durch-
fithrung einer Varianzanalyse, wobei
mittels Post-hoc-Testung mit Tam-
hane T2-Testung auf signifikante
Unterschiede gepriift wurde, p <0,05.

Ergebnisse

Biofilmviabilitit

Die hochste mittlere Viabilitdt
konnte in der Kontrollgruppe ohne
Behandlung festgestellt ~werden
(407,3£99,1 CPS; Median: 400 CPS),
gefolgt von Diode 60 (226,5+60,7
CPS; Median: 218 CPS), Pad 30
(222,2+21,0 CPS; Median: 220 CPS)
und PAD 60 (178,2+60,1 CPS; Me-
dian: 162 CPS) (Abb.3). Die mittlere
Viabilitit der Kontrollgruppe war sig-
nifikant hoher als die sémtlicher Test-
gruppen, P <0,05. Zwischen den ein-
zelnen Testgruppen konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt
werden, P < 0,05.

Live/Dead-Fiirbung

Auf siamtlichen Probekorpern
konnte Biofilm angefirbt und nachge-
wiesen werden. Auch in den Testgrup-
pen war eine nahezu vollstindige Be-
deckung der Plittchenoberflichen mit
Biofilm auffillig. Es konnten keine of-
fensichtlichen Unterschiede beztiglich
der Biofilmquantitit festgestellt wer-
den. Die Beschaffenheit des Biofilmes
war ebenfalls in allen Gruppen ver-
gleichbar, es waren sowohl grobere als
auch feine Debris zu verzeichnen. Be-
ziiglich der Biofilmqualitit konnten
deutliche Unterschiede festgestellt
werden. In der Kontrollgruppe stellte
sich der Biofilm fast ausschliesslich
griindar,lediglich mit vereinzelt einge-
sprengten rotlichen Arealen. Die Plitt-
chen, die mit dem Diodenlaser behan-
delt wurden, wiesen bereits mehr rot-
lich angefirbte Areale als die Kontroll-
gruppe auf, wobei diese Flichen
deutlich geringer waren als in beiden
Anwendungen, die mit PAD PLUS
durchgefithrt wurden. In der 60-
Sekunden-Gruppe konnte hierbei ein
auffillig hoher Anteil rot gefarbter
Areale nachgewiesen werden (Abb. 4).

Diskussion

Das Design der aktuellen Studie
wurde ausgewihlt, um den Effekt
der PAD an natiirlichem Biofilm zu
testen. Daher wurden im Gegensatz
zu anderen Studien nicht nur Bio-
filme, die aus vereinzelten Bakterien-
stimmen geziichtet wurden, einge-
setzt.!®!112 Um die natiirliche Situa-
tion bestmoglich zu imitieren, wurde
das Design an vorige Studien unserer
Arbeitsgruppe angelehnt.’ * Nach
48 Stunden Tragezeit konnten auf
den Titanprobekorpern homogene,
reife initiale Biofilme nachgewiesen
werden, was im Einklang zu vorange-
gangenen Studiensteht,indeneneine
fast vollstindige Biofilmbesiedelung
nach 24 Stunden Tragezeit (13) und
eine komplette Biofilmbesiedelung
nach 48 Stunden auf rauen Implan-
tatoberflichen nachgewiesen werden
konnte (14).

Die Ergebnisse der aktuellen Stu-
die konnten aufzeigen, dass die drei
getesteten Gruppen die Biofilme in
ihrer Aktivitit reduzieren. Sowohl
durch die Behandlung mit dem Dio-
denlaser fiir 60 Sek. (226,5+60,7
CPS) als auch die Behandlung mit
PAD fiir 30 Sek. (222,2+21,0 CPS)
beziehungsweise 60 Sek. (178,2+
60,1 CPS) wurde die Viabilitit im
Biofilm signifikant gegentiber der
unbehandelten Kontrollgruppe ver-
ringert. Zwischen den einzelnen
Gruppen konnten keine erheblichen
Unterschiede festgestellt werden.
Diese Ergebnisse wurden mittels
Live/Dead-Farbung bestitigt, indem
in den drei Testgruppen jeweils rot-
liche Bereiche nachgewiesen werden
konnten. Die Tendenz, dass PAD 30
und PAD 60 die Biofilme stirker in-
aktivieren als Diode 60, konnte durch
die Live/Dead-Farbung stirker visu-
alisiert werden, als die reinen Zahlen
der Viabilitdtstestung vermuten
liessen.

Die Wirksamkeit eines Dioden-
lasers zur Dekontamination von Im-
plantatoberflichen ist bekannt.'> '
Streptococcus sanguis konnte auf
Titanoberflichen mittels Dioden-
laser (810nm Wellenlinge) bei
Applikation einer Leistung von 3 W
um mehr als vier Log-Stufen redu-
ziert werden. Eine Applikation von
einer Leistung von 1 W fiihrte zu ei-
ner Reduktion um zwei Log-Stufen.
Porphyromonas gingivalis hingegen
konnte sowohl durch Applikation
von einer Leistung von 3 W als auch
1 W effektivreduziert werden'. Die-

ser Versuchsaufbau ldsst sich nur
schwer mit dem der aktuellen Studie
vergleichen, obwohl beide die effek-
tive Wirkung des Diodenlasers
nachweisen konnten. In der voran-
gegangen Studie wurden lediglich
die Einfliisse auf einzelne Bakterien-
stimme untersucht. Die aktuelle
Studie konnte hingegen die Wir-
kung in einem reifen,initialen Bio-
film belegen, was eine deutlich ho-
here Herausforderung an eine The-
rapie darstellt und der natiirlichen
klinischen Situation néher steht als
Untersuchungen an ausgewihlten
Bakterienspezies, die lediglich fiir
wenige Stunden adhirent auf Im-
plantatoberflichen wuchsen.
Bereits in einer Kklinischen
Untersuchung wurde im Split-
Mouth-Verfahren die Effektivitit
von Scaling und Root Planing (SRP)
ohne ver-sus SRP in Kombination
mit PAD PLUS-Therapie getestet
und belegt. Hierbei wurden beacht-
lich geringere Werte fiir Bleeding on
Probing eine Woche sowie drei Mo-
nate nach Behandlung festgestellt.
Auch die anfangs der Studie gleich-
wertigen Taschentiefen waren drei
Monate nach Therapie signifikant
geringer in der PAD PLUS-Gruppe
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als in der Gruppe mit alleinigem
SRP.

Doch nicht nur die Effektivitat
der Therapien ist entscheidend. Ein
weiterer wichtiger Aspekt, gerade fiir
denklinischen Anwender, konnte sein,
dass die PAD-Gruppe bereits bei
halber Anwendungszeit der Dioden-
lasergruppe ein vergleichbares, sogar
ein tendenziell etwas besseres Ergebnis
in der aktuellen Studie aufzeigte. Dies
konnte ein Anzeichen sein, dass die
PAD nicht nur leicht effektiver im in-
itialen Biofilm ist als die Diodenlaser-
anwendung, sondern auch effizienter.

Schlussfolgerung

Die priklinische Studie konnte
zeigen, dass sowohl die Diodenlaser-
anwendung als auch die PAD-
Therapie effektive Methoden dar-
stellen, um Bakterienviabilititen im
reifen,initialen Biofilm auf Titanim-
plantatoberflichen zu reduzieren.
Die Ergebnisse zeigten weiterhin,
dass selbst unter optimalen Labor-
bedingungen die Mikroorganismen
im Biofilmjedoch nur teilweise inak-
tivert werden konnen.

Fir die klinische Anwendung
deuten diese Ergebnisse darauf
hin, dass alle getesteten Verfahren

die mechanische Bio-
filmentfernung un- E . E
terstiitzen konnen, . .
wobei die PAD-The- ﬁ
rapie mit einer Ein- E'
wirkzeit von 30 Se-

kunden hierbei effizienter als die
Diodenlaseranwendung erschien.
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