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Die Desinfektionswirkung von ozonierten Wurzelkanalspullosungen

Antibakterielle Wirkung
von Ozon

Von Liviu Steier, Fabio Rimoldi und Rudolf Beer, Witten*

E. faecalis Biofilme auf Zellu-
losemembranfiltern wurden
mit NaCl, NaOCl 5,25 Pro-
zent, NaOCl1 0,5 Prozent, drei
mal 40 Sekunden ozoniertem
NaOCl1 0,5 Prozent und drei
mal 40 Sekunden ozoniertem
Aqua dest. jeweils 30 Sekun-
den gespiilt und anschlie-
Bend, um desinfizierende
Nachwirkungen abzupuffern,
in NaCl gegeben. Die behan-
delten Membranfilter wurden
anschlieBend getrocknet und
auf Blutagarplatten platziert.
Nach Ablauf von 48 Stunden
Inkubation erfolgte die Aus-
zahlung der koloniebildenden
Einheiten.

Bei der Behandlung der Bio-
filme auf den Membranfiltern
mit der positiven Kontroll-
gruppe war eine signifikante
Bakterienreduktion zu ver-
zeichnen. Die Behandlung mit
NaOCl 0,5 Prozent konnte
ebenso eine Reduktion her-
vorrufen, die Ozonierung von
NaOCl1 0,5 Prozent konnte ei-
ne weitere Reduktion der
Bakterien herbeiftihren. Bei
der Ozonierung von Aqua
dest. konnte keine antibakte-
rielle Wirkung protokolliert
werden. Die Ozonierung von
NaOCl1 0,5 Prozent konnte ei-
ne Verbesserung der anti-
bakteriellen Wirkung von
NaOCl 0,5 Prozent, gegenti-
ber der alleinigen Anwen-
dung, hervorrufen. Die Des-
infektionswirkung von NaOCl
5,25 Prozent konnte nicht er-
reicht werden. Die Ozonie-
rung von Aqua dest. hatte kei-

ne nachweisbare antibakteri-
elle Wirkung.

Einleitung

Die Therapie der Parodontitis
apicalis setzt die vollstandige
Elimination der intrakanaldaren
Bakterien durch mechanische
und chemische Behandlungs-
schritte voraus. Eines der
Hauptziele der chemomecha-
nischen Aufbereitung von
Wurzelkandlen ist somit die
moglichst vollstandige Elimi-
nation der fur die Entwicklung
von periapikalen Erkrankun-
gen verantwortlichen intraka-
naldren Bakterien [69, 36, 48,
22]. Sollte eine vollstandige
Reinigung und Aufbereitung
nicht moglich sein, kénnen
uberbleibende Bakterien und
Reste von Pulpengewebe das
Ergebnis einer endodonti-
schen Wurzelkanalbehand-
lung beeintrachtigen. Die me-
chanische Instrumentation
kann lediglich eine Redukti-
on der intrakanaldren Bakte-
rien um zirka 50 Prozent be-
werkstelligen [9]. Dies ist dar-
auf zurickzufiihren, dass
durch die mechanische Arbeit
der Feilen nur ein begrenzter
Anteil der Wurzelkanalober-
flache abgehobelt und somit
abgetragen und anschlie-
Bend aus dem Wurzelkanal
abtransportiert wird [41]. Mi-
kroorganismen sind jedoch in
allen Bereichen des Wurzel-
kanals aufzufinden, dies be-
inhaltet alle Seitenaste und
Anastomosen der Dentintu-

buli im radikuldren Bereich
des Zahnes [34]. Die Ursache
fiir die meisten Misserfolge im
Bereich der Wurzelkanalbe-
handlung ist auf zurtiickblei-
bende bzw. nicht vollstandig
abgetotete Bakterienpopula-
tionen zurickzufiihren [54,
62]; dabei kann es sich um
Mikroorganismen in unzu-
ganglichen, das hei3t mecha-
nisch unbehandelten, Seiten-
kandlen und Anastomosen
handeln [66].

Dies hat zur Folge, dass me-
chanisch unbehandelte Ka-
naloberflachen durch chemi-
sche, antibakterielle Substan-
zen penetriert und desinfiziert
werden missen. Natriumhy-
pochlorit (NaOCl) ist derzei-
tig das Mittel der Wahl unter
den antibakteriellen Spul-
lésungen [4, 10, 11] mit ge-
webeauflosendem Effekt [46].
Natriumhypochlorit ist in
hoheren Konzentrationen
(NaOCl 5 Prozent) jedoch
zahnschwdachend, das heiBt,
durch den Einfluss von Na-
OCI kommt es zu einer Re-
duktion der Biegefestigkeit
und Resilienz; demnach ist
der Zahn anfallig fur Defor-
mationen und eventuelle
Frakturen [27, 61]. Hinzu-
kommt die mogliche Toxizitat
von NaOCl gegentiber dem
periapikalen Gewebe [67, 17,
2,21, 71, 29] und der oralen
Mukosa [42]. Im Bereich der
Wurzelkanalbehandlung an
Zahnen der ersten Dentition
sind sogar Schaden durch
NaOClI an Zahnfollikeln per-
manenter Zahne bekannt.
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Im Laufe der Jahre wurden ei-
ne Vielzahl von unterschied-
lichen Moglichkeiten zur Eli-
mination von intrakanaldren
Bakterien und Aufbreitung
von Wurzelkandlen vorge-
stellt und empfohlen, darun-
ter die Ultraschalltechnologie
[44], die eine Erhéhung der
Reinigungs- und Desinfekti-
onswirkung von Natriumhy-
pochlorit erméglicht [12, 64],
die noninstrumentelle Tech-
nik [40], die Lasertechnologie
[38, 58], die Aufbereitung mit
elektrochemisch aktiviertem
Wasser [43, 28] und die Ap-
plikation von Ozon im Bereich
der Endodontie [19, 14].
Ozon (O3) ist ein stark oxidie-
rendes Mittel [6], dass in der
Wasserindustrie jahrelang zur
Vernichtung von Bakterien
verwendet wurde und immer
noch wird, demnach hat die-
ses eine antibakterielle Wir-
kung auf Bakterien, Pilze,
Protozoen und Viren [37]. Die
Wirkung von Ozon basiert auf
dessen starker oxidativer Po-
tenz [7], die es moglich macht,
Zellwande und zytoplasmati-
sche Membranen von Bakte-
rien und Pilzen zu zerstéren
[73]. Als Folge dessen steigt
die Permeabilitat, wodurch
Ozonmolekiile in die Zellen
eindringen kénnen und den
Untergang der Mikroorganis-
men herbeifithren [8]

Im Bereich der Medizin wur-
de Ozon zur Dekontaminati-
on von Krankenhausraumen
[20], mit Methicillin resisten-
ten Staphylococcus aureus
(MRSA) kontaminierten Rau-
men [3] verwendet sowie in
der Auto-Haemotherapie [5].
Auch im zahnmedizinischen
Gebiet ist die Verwendung
von Ozon keine Unbekannte.
Ozon wurde zur Behandlung
der Gingivitis, wahrend chi-
rurgischer Eingriffe [57] und
der Behandlung von Wurzel-
karies [1] vorgeschlagen. Die
Erfolge bei der Verwendung
von Ozon zur Kariestherapie
im Wurzelbereich ist in der
2003 veroffentlichten Doppel-
blind-Studie von Holmes be-
legt [33]. Die Bekampfung
schmerzhafter Veranderun-
gen der Mundschleimhaut,
wie zum Beispiel Aphten und

Herpes-Simplex-Infektionen,
durch die Verwendung ozon-
generierender Apparaturen
sind ebenfalls bekannt [74].
Die Behandlung der Dentin-
karies mittels gasformigem
Ozon wurde ebenfalls unter-
sucht, wobei man hier immer
noch von einer chemo-mecha-
nischen Therapie sprechen
muss, denn die Behandlung
kommt nicht ohne eine me-
chanische Exkavation aus, die-
se wird durch die Applikation
von Ozon lediglich weniger in-
vasiv [52, 55]. Aus diesem
Grund wurde die Kariesthera-
pie mittels ozongenerierenden
Einheiten zur Kariestherapie
bei Phobiekern und Kindern
vorgeschlagen [25]. Auch im
Bereich der Wurzelkanalbe-
handlung ist die Verwendung
von Ozon [19, 14, 68] zur Re-
duktion der intrakanalaren
Bakterien bekannt. Es ist be-
wiesen, dass mittels einer
Ozonsuspension mit einer
Konzentration von 106 und
niedriger, bei einer Expositi-
onszeit von nur 10 Sekunden,
alle Enterococcus faecalis
Bakterien abgetdtet werden
[15]. Eine zytotoxische Wir-
kung, wie sie beim Gebrauch
von NaOCl1 bekannt ist, konn-
te nicht nachgewiesen wer-
den [49].

Ein weitere Anwendung von
Ozon in der Zahnheilkunde
geht auf die Bakterienreduk-
tion mittels Ozon in Wasser-
systemen zahnarztlicher Be-
handlungseinheiten zurtck
[23].

Material
und Methode

Zur Herstellung des Ozons
wurde eine ozongenerieren-
de Einheit (Healozone; Kavo,
Deutschland) verwendet. Das
durch die Einheit produzierte
Ozongas wurde genutzt um
NaOCl1 0,5 Prozent und des-
tilliertes Wasser zu ozonieren.
Hierzu wurde das mit einem
Silikonkdppchen versehenem
Winkelstiick der Einheit auf
sterile, mit den spater zu ver-
wendenden Spiillésungen ge-
fullte, Reagenzglaser aufge-
bracht. Um eine moglichst
vollstandige und gleichmaBi-

ge Ozonierung der Losungen
zu ermoglichen, wurden die
Reagenzglaser wahrend der
Ozonproduktion auf einen
Vortex-Mixer aufgesetzt. Die
Losungen wurden jeweils drei
mal 40 Sekunden ozoniert.

Fur diese Studie wurde der
Keim E. faecalis (Enterococ-
cus faecalis ATCC 6057) ge-
wahlt, der im Bereich der En-
dodontie als Problemkeim gilt
und in der Literatur fur ver-
gleichbare Studien herange-
zogen wurde. In Anlehnung
an [31] wurde die Auswir-
kung von Ozon auf das Zell-
wachstum von E. faecalis un-
tersucht.

Das verwendete Bakterium,
E. faecalis, wurde zunachst
rekultiviert, dazu wurden die
Keime in zwei Nahrlésungen
(Mc Farland; Trubungsgrad
0,5 und Trugungsgrad 0,5 1:10
verdiinnt) gegeben, diese
wurden anschlieBend auf je-
weils fiinf Blutagarplatten pro
Tribungsgrad ausgestrichen
und fir 24 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Die Reinheit der
Keime wurde durch die Kolo-
niemorphologie und Gram-
farbung uberpruft.

Nach 24 Stunden wurden je-
weils 5 Membranfilterplatten
(Protan BA 85%; Schleicher &
Schnell, Deutschland; Poren-
groBe 0,45 (m, @ 15 mm) auf
die mit E. faecalis bewachse-
nen Agarplatten appliziert,
diese wurden fur die folgen-
den Versuche als Keimtrager
genutzt. Die mit den Mem-
branplatten bestiickten Agar-
platten wurden erneut 24
Stunden bei 37 °C in einem
Brutschrank inkubiert.

Im Anschluss an die Inkuba-
tion wurden die Membranfil-
terplatten mit sterilen Pinzet-
ten vorsichtig, um eine Be-
schadigung des E. faecalis
Biofilms zu vermeiden, von
den Blutagarplatten entnom-
men und den Tests unterzo-
gen.

Die insgesamt 50 mit E. fae-
calis-Biofilmen (n=50) verse-
henen Membranfilterplatten,
der Versuchsansatze: erste
Gruppe McFarland Tri-
bungsgrad 0,5, zweite Grup-
pe McFarland Tribungsgrad
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0,5 1:10 verdiinnt, wurden nun
30 Sekunden den jeweiligen
Spillésungen in sterilen Be-
cherglasern ausgesetzt. Nach
30 Sekunden Einwirkzeit wur-
den die Membranfilter, um ei-
ne mogliche Nachwirkung der
Loésungen abzupuffern, in ste-
riles NaCl gegeben. Anschlie-
Bend wurden die Membranen
vorsichtig, ohne den Biofilm
zu beschadigen oder zu
berthren, mittels Papierspit-
zen, getrocknet und auf fri-
sche Blutagarplatten platziert.
Diese wurden 48 Stunden bei
37 °C inkubiert.

Die Membranplatten der ne-
gativen Kontrollgruppe wur-
den 3 ml steriler Kochsalzl6-
sung ausgesetzt. Die Spiill6-
sung wurde verworfen. Die
Membranen wurden im An-
schluss vorsichtig mit Papier-
spitzen getrocknet. Ansch-
lieBend erfolgte eine 48-Stun-
den-Bebriitung. Es folgte die
Auszahlung der koloniebil-
denden Einheiten.

Es wurden funf Gruppen ge-
bildet:

Die erste Gruppe wurde mit
3 ml 5,25 Prozent NaOCI be-
handelt.

Die zweite Gruppe wurde mit
3 ml 0,5 Prozent NaOCl be-
handelt.

Die dritte Gruppe wurde mit
3 ml drei mal 40 Sekunden
ozoniertem 0,5 Prozent Na-
OCIl behandelt.

Die vierte Gruppe wird mit
3 ml drei mal 40 Sekunden
ozoniertem Aqua purificata
behandelt.

Alle Membranfilterplatten
wurden nach 30 Sekunden
Einwirkzeit zur Abpufferung

der Wirkung mit NaCl ge-
spilt. Die Keimtrager wurden
wie beschrieben getrocknet
und 48 Stunden auf frischen
Agarplatten inkubiert. Es
folgte die Auszahlung der ko-
loniebildenden Einheiten.
Als Positivgruppe wurde die
Spiilung mit 5,25 Prozent Na-
triumhypochlorit festgelegt,
als Negativgruppe eine Spiu-
lung mit steriler, physiologi-
scher Kochsalzlosung.

Die Statistik wurde in Ab-
hangigkeit vom vorliegenden
Verteilungsmuster mit den
hiernach indizierten Metho-
den durchgefiihrt. Als Signi-
fikanzniveau wurde p = 0.05
festgesetzt.

Ergebnisse

Es bildete sich unter allen mit
NaCl behandelten Membran-
filterplatten nach 48 Stunden
Inkubation ein dichter E. fae-
calis-Bakterienrasen. Die mit
drei mal 40 Sekunden ozo-
niertem Aqua purificata be-
handelten Biofilme der Mem-
branfilterplatten  konnten
ebenfalls keine Keimredukti-
on aufweisen. Es entstand bei
allen Membranfilterplatten
ein dichter Bakterienrasen.

Bei der positiven Kontroll-
gruppe, NaOCl 5,25 Prozent,
konnte eine deutliche Keimre-
duktion festgestellt werden.
Die E. faecalis-Biofilme des
Versuchsansatzes McFarland
Tribungsgrad 0,5 1:10 ver-
dinnt wiesen eine Keimre-
duktion auf 20 Kolonien (mitt-
lere Kolonienzahl) nach 48
Stunden Bebritung auf. Die

iIssenschaft & Praxis

Biofilme der zweiten Gruppe,
McFarland Triibungsgrad 0,5,
wiesen sogar eine Reduktion
der Bakterien auf 8 Kolonien
auf.

Die mit NaOCl 0,5 Prozent
behandelten Membranfilter
konnten ebenfalls deutliche
Keimreduktionen verbuchen,
hier waren nach 48 Stunden
Inkubation bei der Gruppe
zwei 70 Kolonien (mittlere Ko-
lonienzahl) zu vermerken. Bei
Gruppe eins war nach 24 Stun-
den Inkubation ein aufge-
lockerter Rasen zu sehen.

Die mittlere Kolonienzahl bei
den mit drei mal 40 Sekunden
ozonierten NaOClI 0,5 Prozent
behandelten Biofilmen der
Gruppe zwei lag bei lediglich
63 E. faecalis-Kolonien. Grup-
pe eins konnte sogar eine Re-
duktion der Bakterien auf 53
Kolonien bewerkstelligen.
Demnach ist im direkten Ver-
gleich der Wirkung von NaOCl
0,5 und ozoniertem NaOC1 0,5
auf E. faecalis Biofilme ein
kryptomerer Vorteil fiir die ozo-
nierte Version zu verzeichnen.
Die Ergebnisse der Positiv-
gruppe, NaOCl 5,25 Prozent,
konnten jedoch durch die
Ozonierung von NaOCl 0,5
Prozent nicht erreicht werden.
Bei der Ozonierung von des-
tilliertem Wasser konnte kei-
ne Keimreduktion protokol-
liert werden.

Keine der verwendeten Lo6-
sungen konnte eine 100-pro-
zentige Abtétung der E. fae-
calis Biofilmkulturen her-
beifiihren.

(Wert 500 = Bakterienrasen /
250 = aufgelockerter Bakteri-
enrasen).

Dauer der
Behandlung (s) 30

30 30

30 30

Mittlere
Kolonienzahl
Mc Farland 0,5

Rasen

8 aufgelockerter
Rasen

53 Rasen

Mittlere
Kolonienzahl
Mc Farland 0,5
1:10

Rasen

20 70

63 Rasen

Tab. 1 Effekt von NaCl, NaOCIl 5,25 Prozent, NaOCI 0,5 Prozent, NaOCI 0,5 Prozent 3 x 40
Sekunden ozoniert, Aqua dest. 3 x 40 Sekunden ozoniert auf E. faecalis-Biofilme —
Mittelwerte verbleibender Kolonien nach Versuchsdurchfiihrung und 48 Stunden Inkubation
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Diskussion

Ozon ist ein selektives Oxi-
dationsmittel, das in wassri-
gen Losungen instabil und
relativ schnell, durch eine
komplexe Serie von Ketten-
reaktionen, gespalten wird
[32, 60]. Als Resultat dieser
Kettenreaktionen entstehen
Hydroxylradikale (OH-), die
mitunter zu den reaktivsten
Oxidantien gezahlt werden.
Diese Reaktionen sind hochst-
wahrscheinlich mitbeteiligt an
der abtétenden Wirkung von
Ozon gegentber Bakterien.

Fiir diese Studie wurde das
gram-positive, fakultativ an-
aerobe Bakterium Enterococ-
cus faecalis gewahlt, da es
schwer zu eliminieren und ei-
ne hohe Signifikanz in be-
handlungsresistenten Fallen
[47, 70] hat. Diesem Bakteri-
um ist es moglich, als Mono-
kultur unter unterschiedlichs-
ten Voraussetzungen zu
wachsen und zu tiberleben:
zum Beispiel dem Gastroin-
terstinaltrakt, dem Genital-
trakt und den Wurzelkanal-
systemen [24].

Die antibakterielle Wirkung
von Ozon wurde in dieser Stu-
die auf Biofilmen getestet, da
Tests auf planktonischen Kul-
turen nur eingeschrankt kli-
nische Relevanz haben [59,
18]. Hinzu kommt, dass Emp-
findlichkeit der Bakterien in
Biofilmen sich von der plank-
tonischer unterscheiden [72].

Als positive Kontrollgruppe
wurde in dieser Studie NaOCl
5,25 Prozent verwendet, hier-
bei kam es zu einer signifi-

kanten Reduktion der Bakte-
rien auf dem Biofilm auf eine
mittlere Kolonienzahl von 20.
Im Vergleich dazu hat die Be-
handlung mit NaOCl1 0,5 Pro-
zent eine Reduktion der Bak-
terien auf eine mittlere Kolo-
nienzahl von 70 Kolonien
herbeigefiihrt. Die Ozonie-
rung von NaOCI 0,5 Prozent
konnte eine weitere Redukti-
on der mittleren Kolonienzahl
um sieben Kolonien, das heifit
auf insgesamt 63 Kolonien,
bewerkstelligen, wodurch ein
leichter Vorteil beztiglich der
antibakteriellen Wirkung von
NaOCl1 0,5 Prozent durch Ozo-
nierung zu verzeichnen ist.
Bei der negativen Kontroll-
gruppe, steriles NaCl, konn-
te wie erwartet keine Reduk-
tion des Bakterienbiofims
beobachtet werden. Die Ozo-
nierung von Aqua dest. konn-
te gleichermaBen keine anti-
bakterielle Wirkung hervor-
rufen. Bei beiden Gruppen
entstanden dichte Bakterien-
rasen nach der jeweiligen Be-
handlung und Inkubationszeit
von 48 Stunden.

Wenn neue Techniken in Be-
tracht gezogen werden, spielt
die Sicherheit eine wichtige
Rolle, deshalb miissen Limita-
tion und moégliche Nebenwir-
kungen von Ozon auf den
menschlichen Organismus be-
achtet werden. Durch Ozon
kann es zu Irritationen des re-
spiratorischen Systems kom-
men [30]. Bereits in niedrigen
Konzentrationen (0,2 — 0,5
ppm) konnen Kopfschmerzen,
Irritationen oder Trockenheit
von Mund, Rachen, Nase und
Augen auftreten [45]. Hohere
Konzentrationen (1 — 10 ppm

uber mehrere Stunden) kon-
nen zu Lungenkapazitatsver-
lust, Odemen, Blutungen, so-
wie Veranderungen des Blu-
tes fiihren. Epidemiologische
Studien [16] weisen auf eine
mogliche Verbindung zwi-
schen Ozonimmissionen und
allergisch bedingten Atem-
wegserkrankungen hin.

Nach Durchfithrung dieser
Studie konnen folgende
Schliisse zur Effektivitdt von
Ozon bzw. ozonierten Desin-
fektionslésungen gegentiber
E. faecalis gezogen werden:

M Die Ozonierung von NaOCl
0,5 Prozent bietet gegen-
iber der Anwendung von
unbehandeltem NaOCl0,5
Prozent einen kryptomeren
Vorteil in Bezug auf die an-
tibakterielle Wirkung fir
die ozonierte Version.

M Die Ozonierung von NaOCl1
0,5 Prozent bietet keinen
Vorteil gegentiber der Des-
infektionswirkung von Na-
OCl1 5,25 Prozent.

M Eine antibakterielle Wir-
kung von ozoniertem Aqua
dest. konnte nicht beob-
achtet und protokolliert
werden. |
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