Antibakterielle Wirkung von Ozon-
aktiviertem Natriumbypochlorit zur
Wurzelkanaldesinfektion

Die Evaluation der antibakteriellen Wirkung von Ozon-aktivierten und nicht ozonierten

Spiillosungen erfolgte durch Behandlung von Enterococcus faecalis Biofilmen auf
Zellulosemembranfiltern mit NaCl, NaOCI 5,25%, NaOCl 0,5%, dreimal 40 Sekunden
ozoniertem NaOCl 0,5% und drei mal 40 Sekunden ozoniertem Aqua dest.

Um antibakterielle Nachwirkungen abzupuffern und die Einwirkungzeit der Losungen

zu standardisieren, wurden die Filter in NaCl gegeben. Nach Trocknung der Membranfilter
wurden diese auf Blutagarplatten platziert. Nach 48 Stunden Inkubation erfolgte die
Auszihlung der koloniebildenden Einbeiten.
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Die Therapie der Parodontitis apicalis setzt die vollstan-
dige Elimination der intrakanaldren Bakterien durch me-
chanische und chemische Behandlungsschritte voraus.
Eines der Hauptziele der chemomechanischen Aufbe-
reitung von Wurzelkandlen ist somit die moglichst voll-
standige Elimination der fur die Entwicklung von peria-
pikalen Erkrankungen verantwortlichen intrakanaldren
Bakterien." Die alleinige mechanische Instrumentation
kann lediglich eine Reduktion der intrakanaldren Bakte-
rien um ca. 50% bewerkstelligen.? Mikroorganismen
sind jedoch in allen Bereichen des Wurzelkanals aufzu-
finden, dies beinhaltet alle Seitendste und Anastomosen
der Dentintubuli im radikuldren Bereich des Zahnes.'?
Die Ursache fir die meisten Misserfolge im Bereich der
Waurzelkanalbehandlung ist auf zurtickbleibende bzw.
nicht vollstindig abgetotete Bakterienpopulationen zu-
riickzuftihren'®, dabei kannessichum Mikroorganismen
in unzuganglichen, d.h. mechanisch unbehandelten
Seitenkandlen und Anastomosen handeln.'® Dies hat zur
Folge, dass mechanisch unbehandelte Kanaloberfla-
chen durch chemische, antibakterielle Substanzen pe-
netriert und desinfiziert werden miissen.* Diese Not-
wendigkeit der Nutzung antibakterieller Spullésungen
wihrend der chemomechanischen Aufbereitung von
Wurzelkanilen wurde von SIQUERA et. al. 2002" be-
schrieben.

Natriumhypochlorit (NaOCI) ist derzeitig das Mittel der
Wahl unter den chemisch antibakteriellen Spiillésungen
mitgewebeauflosendem Effekt.’* Natriumhypochloritist
in hoheren Konzentrationen (NaOCI 5 %) jedoch zahn-
schwichend, d.h. es kommt durch den Einfluss von
NaOClI zu einer Reduktion der Biegefestigkeit und Resi-
lienz, demnach ist der Zahn anfillig fiir Deformationen
und eventuelle Frakturen.® Hinzu kommt die mogliche
Toxizitat von NaOCI gegentiber dem periapikalen Ge-
webe und der oralen Mukosa." Im Laufe der Jahre wur-
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den eine Vielzahl von unterschiedlichen Moglichkeiten
zur Elimination von intrakanaldren Bakterien und Auf-
breitung von Wurzelkandlen vorgestellt und empfohlen,
darunter die Ultraschalltechnologie, die eine Erhthung
der Reinigungs- und Desinfektionswirkung von Natri-
umhypochlorit erméglicht, die noninstrumentelle Tech-
nik, die Lasertechnologie, die Aufbereitung mit elektro-
chemisch aktiviertem Wasser und die Applikation von
Ozonim Bereich der Endodontie.> Ozon (O,) istein stark
oxidierendes Mittel, das in der Wasserindustrie seit Jah-
ren zurVernichtung von Bakterien verwendet wird, dem-
nach hat es eine antibakterielle Wirkung auf Bakterien,
Pilze, Protozoen und Viren. Die Wirkung von Ozon ba-
siert auf dessen starker oxidativer Potenz, die es moglich
macht, Zellwande und zytoplasmatische Membranen
von Bakterien und Pilzen zu zerstoren.?' Als Folge des-
sen steigt die Permeabilitdt, wodurch Ozonmolekiile in
die Zellen eindringen konnen, und den Untergang der
Mikroorganismen herbeifiihren. Im Bereich der Medizin
wurde Ozon zur Dekontamination von Krankenhaus-
raumen, mit Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus (MRSA) kontaminierten Riaumen?, sowie in der
Auto-Haemotherapie verwendet. Auch im zahnmedizi-
nischen Gebiet ist die Verwendung von Ozon keine Un-
bekannte. Ozon wurde zur Behandlung der Gingivitis,
wahrend chirurgischen Eingriffen und der Behandlung
von Wurzelkaries vorgeschlagen.! Die Erfolge bei der
Verwendung von Ozon zur Kariestherapie im Wurzel-
bereich ist in der 2003 veroffentlichten Doppelblind-
studie von HoLmEs belegt." Auch im Bereich derWurzel-
kanalbehandlung ist die Verwendung von Ozon zur
Reduktion der intrakanaldren Bakterien bekannt.® Es ist
bewiesen, dass mittels einer Ozonsuspension mit einer
Konzentration von 10° und niedriger, bei einer Expo-
sitionszeit von nur zehn Sekunden alle Enterococcus
faecalis-Bakterien abgetotet werden.'”
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Material und Methode

1. Erzeugung des Ozons/Aktivierung der Splillésungen
Zur Herstellung des Ozons wurde eine Ozon generie-
rende Einheit (Healozone; KaVo Deutschland) verwen-
det. Das durch die Einheit produzierte Ozongas wurde
genutzt, um NaOCI 0,5% und destilliertes Wasser zu
ozonieren. Hierzu wurde das mit einem Silikonkdpp-
chen versehene Winkelstiick der Einheit auf sterile, mit
den spater zu verwendenden Spiillosungen gefiillte,
Reagenzgldseraufgebracht. Um eine moglichst vollstan-
dige und gleichmaBige Ozonierung der Losungen zu er-
moglichen, wurden die Reagenzgldser wahrend der
Ozonproduktion auf einen Vortex-Mixer aufgesetzt. Die
Losungen wurden jeweils dreimal 40 Sekunden ozo-
niert.

2. Vorbereitung der Kulturen

Fur diese Studie wurde der Keim E. faecalis (Enterococ-
cus faecalis ATCC 6057) gewahlt, derim Bereich der En-
dodontieals Problemkeimgiltundinder Literatur fir ver-
gleichbare Studien herangezogen wurde. In Anlehnung
an Hewms et. al. wurde die Auswirkung von Ozon auf das
Zellwachstum von E. faecalis untersucht.' Das verwen-
dete Bakterium, E. faecalis, wurde zunéchst rekultiviert,
dazu wurden die Keime in zwei Nahrlosungen (McFar-
land; Triibungsgrad 0,5 und Triigungsgrad 0,5 1:10 ver-
dunnt) gegeben, diese wurden anschlieBend auf jeweils
funfBlutagarplatten proTriibungsgrad ausgestrichen und
far 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Reinheit der
Keime wurde durch die Koloniemorphologie und Gram-
farbung tberpriift. Nach 24 Stunden wurden jeweils flinf
Membranfilterplatten (Protan BA 85; Schleicher &
Schnell, Deutschland; Porengrofbe 0,45 mm, @ 15 mm)
auf die mit E. faecalis bewachsenen Agarplatten appli-
ziert, diese wurden fur die folgenden Versuche als Keim-
trager genutzt. Die mit den Membranplatten besttickten
Agarplatten wurden erneut 24 Stunden bei 37 °C in ei-
nem Brutschrank inkubiert. Im Anschluss an die Inkuba-
tion wurden die Membranfilterplatten mit sterilen Pin-
zetten vorsichtig, um eine Beschadigung des E. faecalis
Biofilms zu vermeiden, von den Blutagarplatten ent-
nommen und den Tests unterzogen.

3. Versuchdurchfiihrung
Die insgesamt 50 mit E. faecalis-Biofilmen (n = 50) ver-
sehenen Membranfilterplatten der Versuchsansitze:

1. Gruppe McFarland Triibungsgrad 0,5 und 2. Gruppe
McFarland Tribungsgrad 0,5 1:10 verdiinnt, wurden 30
Sekunden den jeweiligen Spuillosungen in sterilen Be-
cherglasern ausgesetzt. Nach 30 Sekunden Einwirkzeit
wurden die Membranfilter, um eine mogliche Nachwir-
kung der Losungen abzupuffern, in steriles NaCl gege-
ben. AnschlieBend wurden die Membranen vorsichtig,
ohne den Biofilm zu beschaddigen oder zu bertihren,
mittels Papierspitzen getrocknet und auf frische Blut-
agarplatten platziert. Diese wurden 48 Stunden bei 37 °C
inkubiert.

4. Behandlung der negativen Kontrollgruppe

Die Membranplatten der negativen Kontrollgruppe wur-
den 3 ml steriler Kochsalzlosung ausgesetzt. Die Spullo-
sung wurde verworfen. Die Membranen wurden im An-
schluss vorsichtig mit Papierspitzen getrocknet. Danach
erfolgte eine 48-Stunden-Bebriitung. Es folgte die Aus-
zdhlung der koloniebildenden Einheiten.

5. Behandlung der Vergleichsgruppen

Es wurden verschiedene Gruppen gebildet.

Die 1. Gruppe wurde mit 3 ml 5,25 % NaOCl behandelt.
Die 2. Gruppe wurde mit 3 ml 0,5 % NaOCI behandelt.
Die 3. Gruppe wurde mit 3 ml dreimal 40 Sekunden ozo-
nierten 0,5 % NaOCI behandelt.

Die 4. Gruppe wird mit 3 ml dreimal 40 Sekunden ozo-
nierten Aqua purificata behandelt.

Alle Membranfilterplatten wurden nach 30 Sekunden
Einwirkzeit zur Abpufferung der Wirkung mit NaCl ge-
spult. Die Keimtrager wurden wie beschrieben getrock-
netund 48 Stunden auffrischen Agarplatten inkubiert. Es
folgte die Auszdhlung der koloniebildenden Einheiten.

6. Gruppeneinteilung und Gruppengrélie

Als Positivgruppe wurde die Sptilung mit 5,25 % Natri-
umhypochlorit festgelegt, als Negativgruppe eine Spu-
lung mit steriler, physiologischer Kochsalzl6sung.

Resultate

Wie zu erwarten, bildete sich unter allen mit NaCl be-
handelten Membranfilterplatten nach 48 Stunden Inku-
bation ein dichter E. faecalis-Bakterienrasen. Die mit
dreimal 40 Sekunden ozonierten Aqua purificata behan-
delten Biofilme der Membranfilterplatten konnten eben-

NaCl NaOCl 5,25 % NaOCl 0,5 % NaOCl 0,5 % Aqua dest.
ozoniert ozoniert
Dauer der Behandlung (Sek.) 30 30 30 30 30
Mittlere Kolonienzahl McFarland 0,5 Rasen 8 aufgelockerter Rasen 53 Rasen
Mittlere Kolonienzahl McFarland 0,5 1:10 Rasen 20 70 63 Rasen
Tab. 1: Effekt von NaCl, NaOCL 5,25 %, NaOCl 0,5 %, NaOCl 0,5 % dreimal 40 Sekunden ozoniert, Aqua dest. dreimal 40 Sekunden ozoniert auf
E. faecalis-Biofilme — Mittelwerte der Kolonien nach Versuchdurchfiihrung und 48 Stunden Inkubation.
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falls keine Keimreduktion aufweisen. Es entstand bei al-
len Membranfilterplatten ein dichter Bakterienrasen. Bei
der positiven Kontrollgruppe, NaOCI 5,25 %, konnte
eine deutliche Keimreduktion festgestellt werden. Die
E. faecalis-Biofilme des Versuchsansatzes McFarland
Tribungsgrad 0,5 1:10 verdiinnt wiesen eine Keimre-
duktion auf 20 Kolonien (mittlere Kolonienzahl) nach
48-Stunden-Bebritung auf. Die Biofilme der zweiten
Gruppe, McFarlandTriibungsgrad 0,5, wiesen sogar eine
Reduktion der Bakterien auf acht Kolonien auf. Die mit
NaOCl0,5 % behandelten Membranfilter konnten eben-
falls deutliche Keimreduktionen verbuchen, hier waren
nach 48 Stunden Inkubation bei der Gruppe 2 70 Kolo-
nien (mittlere Kolonienzahl) zu vermerken. Bei Gruppe
1 warnach 24 Stunden Inkubation ein aufgelockerter Ra-
sen zu sehen. Die mittlere Kolonienzahl bei den mitdrei-
mal 40 Sekunden ozonierten NaOCI 0,5 % behandelten
Biofilmen der Gruppe 2 lag bei lediglich 63 E. faecalis-
Kolonien. Gruppe 1 konnte sogar eine Reduktion der
Bakterien auf 53 Kolonien bewerkstelligen. Demnach ist
imdirektenVergleich derWirkungvon NaOCI 0,5 % und
ozoniertem NaOCI| 0,5% auf E. faecalis-Biofilme ein
kryptomerer Vorteil fir die ozonierte Version zu ver-
zeichnen. Die Ergebnisse der Positivgruppe, NaOClI
5,25%, konnten jedoch durch die Ozonierung von
NaOCI 0,5 % nichterreicht werden. Bei der Ozonierung
von destilliertem Wasser konnte keine Keimreduktion
protokolliert werden. Keine der verwendeten Losungen
konnte eine 100 %ige Abtotung der E. faecalis-Biofilm-
kulturen herbeiftihren.

Diskussion

Ozon ist ein selektives Oxidationsmittel, das in wassri-
gen Losungen instabil und relativ schnell durch eine
komplexe Serie von Kettenreaktionen gespalten wird.
Als Resultat dieser Kettenreaktionen entstehen Hydro-
xylradikale (OH"), die mitunter zu den reaktivsten Oxi-
dantien gezahlt werden. Diese Reaktionen sind hochst-
wahrscheinlich mitbeteiligt an der abtétenden Wirkung
von Ozon gegenliber Bakterien. Fiir diese Studie wurde
das gram-positive, fakultativ anaerobe Bakterium Ente-
rococcus faecalis gewahlt, da es schwer zu eliminieren
und eine hohe Signifikanz in behandlungsresistenten
Fallen hat. Diesem Bakterium ist es moglich, als Mono-
kultur unter unterschiedlichsten Voraussetzungen zu
wachsen und zu tiberleben: z.B. dem Gastrointestinal-
trakt, dem Genitaltrakt und dem Wurzelkanalsystemen.”
Die antibakterielle Wirkung von Ozon wurde in dieser
Studie auf Biofilmen getestet, daTests auf planktonischen
Kulturen nur eingeschrankt klinische Relevanz haben.
Hinzu kommt, dass sich die Empfindlichkeit der Bakte-
rien in Biofilmen von der planktonischen unterschei-
den.?Als positive Kontrollgruppe wurde in dieser Studie
NaOCl 5,25 % verwendet, hierbei kam es zu einer signi-
fikanten Reduktion der Bakterien auf dem Biofilm auf
eine mittlere Kolonienzahlvon 20. ImVergleich dazu hat
die Behandlung mit NaOCI 0,5% eine Reduktion der
Bakterien auf eine mittlere Kolonienzahl von 70 Kolo-
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nien herbeigefiihrt. Die Ozonierung von NaOCI 0,5 %
konnte eine weitere Reduktion der mittleren Kolonien-
zahl um sieben Kolonien, d. h. auf insgesamt 63 Kolo-
nien, bewerkstelligen, wodurch ein leichter Vorteil be-
zglich der antibakteriellen Wirkung von NaOCI 0,5 %
durch Ozonierung zu verzeichnen ist. Bei der negativen
Kontrollgruppe, steriles NaCl, konnte wie erwartet keine
Reduktion des Bakterienbiofilms beobachtet werden.
Die Ozonierung von Aqua dest. konnte gleichermalen
keine antibakterielle Wirkung hervorrufen. Bei beiden
Gruppen entstanden dichte Bakterienrasen nach der je-
weiligen Behandlung und Inkubationszeit von 48 Stun-
den.Wenn neueTechniken in Betracht gezogen werden,
spieltdie Sicherheiteine wichtige Rolle, deshalb missen
Limitation und mogliche Nebenwirkungen von Ozon
auf den menschlichen Organismus beachtet werden.
Durch Ozon kann es zu Irritationen des respiratorischen
Systems kommen.? Bereits in niedrigen Konzentrationen
(0,2-0,5 ppm) kénnen Kopfschmerzen, Irritationen oder
Trockenheit von Mund, Rachen, Nase und Augen auftre-
ten. Hohere Konzentrationen (1-10 ppm tber mehrere
Stunden) kénnen zu Lungenkapazititsverlust, Odemen,
Blutungen sowie Verdnderungen des Blutes fiihren. Epi-
demiologische Studien weisen auf eine mogliche Ver-
bindung zwischen Ozonimmissionen und allergisch be-
dingten Atemwegserkrankungen hin.°

Fazit

Nach Durchfiihrung dieser Studie konnen folgende Kon-
klusionen zur Effektivitit von Ozon bzw. ozonierten
Desinfektionslosungen gegentiber E. faecalis gezogen
werden:

I Die Ozonierung von NaOCI 0,5% bietet gegentiber
der Anwendung von unbehandeltem NaOCI 0,5 % ei-
nen kryptomeren Vorteil in Bezug auf die antibakte-
rielle Wirkung fiir die ozonierte Version.

I Die Ozonierung von NaOCI 0,5 % bietet keinen Vor-
teil gegentiber der Desinfektionswirkung von NaOCl|
5,25%.

I Eine antibakterielle Wirkung von ozoniertem Aqua
dest. konnte nicht beobachtet und protokolliert wer-
den.
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