
Beeinflussung der Penetration von Pseudomonas
aeruginosa in eine 3-D-Epidermis und Inaktivierung mit
gewebeverträglichem Plasma

Influencing of the penetration of Pseudomonas aeruginosa into a 3-D
epidermis model and the inactivation with tissue tolerable plasma
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Aim: The biofilm formation plays a crucial role in the pathogenesis of
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Problemstellung: Die Biofilmbildung spielt eine entscheidende Rolle in
der Pathogenese vieler akuter und subakuter mikrobieller Infektionen
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sowie bei chronischen Wunden. Zur Förderung der Wundheilung eignet 3 Leibniz-Institut für
Plasmaforschung undsich gewebeverträgliches Plasma (tissue tolerable plasma – TTP) als

Alternative zu antiseptischen oder chemotherapeutischen Therapien. Technologie e.V., Greifswald,
DeutschlandUnbekannt ist dabei der mechanische Einfluss von Argon-Plasma auf

das Eindringen der Bakterien in das Gewebe in Verbindung mit der an- 4 Zentrum für Angewandte
Hautphysiologie an der KlinikmikrobiellenWirkung des Plasmas. Dazu wurden die Effekte von Argon-
für Dermatologie,Plasma versus reinem Argongas auf die bakterielle Reduktion und die
Venerologie und Allergologie,Eindringtiefe im Kombimodell von P. aeruginosa auf 3-D-Epidermismo-

dellen untersucht. Charité - Universitätsmedizin
Berlin Campus Charité,
DeutschlandMethode: Es wurden 3-D-NHEK-Zellkulturen mit P. aeruginosa SG81

beimpft und nach 20 min Inkubation mit TTP behandelt. Die Verteilung
und Eindringtiefe der Bakterien in der Zellkultur wurde mittels konfoka-
lem Laserscanmikroskop (CLSM) zwischen Kontrolle (Argongas) und
TTP-Einwirkung verglichen. Die Ermittlung der antimikrobiellenWirkung
von TPP erfolgte anhand der Bestimmung der Koloniebildenden Einhei-
ten (KbE).
Ergebnis: Es konnten die Penetration der Bakterien in das Epidermisge-
webe und eine signifikante Erregerreduktionmittels TTP nachgewiesen
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werden. Damit ergeben sich begründete Chancen für eineWundbehand-
lung mit TTP.

Schlüsselwörter: Niedertemperaturplasma, HF-Plasma Jet, tissue
tolerable plasma, Pseudomonas aeruginosa, Infektion von
Epidermisäquivalenten, antiseptischer Plasmaeffekt

Einleitung
Die Biofilmbildung spielt eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese vieler akuter und chronischer mikrobieller
Infektionen einschließlich chronischer Wunden [1]. Bak-
terielle Biofilme sind bis zu 1000-fach resistenter gegen-
über Therapien mit Antibiotika und Antiseptika als
planktonisch lebende Bakterien [2], [3], [4].
Niedertemperaturplasmawirkt dosisabhängigmikrobiozid
[5], [6], [7] und ist im Bereich gewebeverträglicher Tem-
peraturen auch auf der Körperoberfläche anwendbar [8],
[9], [10]. Im Unterschied zur chemischen Antiseptik kann
dem Wundgewebe durch die Anwendung von Plasma
zugleich Energie zugeführt werden, was zur Förderung
des Heilungsprozesses beitragen dürfte. Deshalb wird
die Möglichkeit der medizinischen Plasmaanwendung
weltweit in hierfür spezialisierten Zentren untersucht.
Gewebeverträgliches Plasma (tissue tolerable plasma –
TTP) kann eine Alternative zur antiseptischen Behandlung
biofilmassoziierter Wundinfektionen darstellen
Beim Einsatz des HF-Plasmajets kINPen09 (INP, Greifs-
wald) wird das generierte Plasma in einem Gasstrom ge-
tragen. Dabei erzeugt der Gasdruck einenmechanischen
Effekt auf die zu behandelnde Oberfläche. Aus diesem
Grund ist es von Interesse, den Effekt des alleinigen
Gasdrucks mit dem des Plasmas auf die Verteilung der
Bakterien in den oberen Gewebeschichten und die anti-
mikrobielleWirksamkeit zu untersuchen. Der Nebeneffekt
des Gasdrucks von TTP wurde bisher nicht berücksichtigt,
könnte aber einen Einfluss auf den Behandlungserfolg
haben. Das Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss
der Plasmabehandlung sowohl auf die Verteilung als auch
auf die Reduktion von Bakterien im 3-D-Epidermismodell
zu untersuchen.

Material und Methoden
Für die Versuche wurde P. aeruginosa SG81 eingesetzt.
Dieser Stammwurde vomBiofilm Center Duisburg-Essen,
Deutschland, aus einem Biofilm in einem technischen
Wassersystem isoliert und ist als Biofilmbildner gut cha-
rakterisiert [11], [12]. Nach Anzucht auf Blutagar wurden
Subkulturen wiederum auf Blutagar erstellt und für 24 h
bei 37°C inkubiert. Nach anschließendemAbschwemmen
und 3-maligem Waschen wurde bei 2500 U/min für
15 min zentrifugiert, der Überstand dekantiert und in je
5 ml gepufferter Kochsalzlösung (PBS) resuspendiert.
Dem zur Färbung im Epidermismodell vorgesehenen
Bakterienpellet wurden nach dem letzten Zentrifugieren
500 µl einer Lösung von 100 µg Acridin Orange/mL (Ap-
pliChem-BioChemica, Darmstadt, Deutschland) zugege-

ben, resuspendiert und 20 min inkubiert. Die gefärbte
Bakteriensuspension enthielt ca. 1x109 KbE/ml und
wurde 2x mit PBS gewaschen, um den Fluoreszenzfarb-
stoff zu eliminieren und danach auf die Startkonzentration
von 1x107KbE/ml verdünnt. Für die Bestimmung der KbE
(separater Ansatz) wurden ungefärbte Erreger verwendet.
Die Startkonzentration lag ebenfalls bei 1x107 KbE/ml.
Die Anzucht von normalen humanen epidermalen Zellen
(NHEK) erfolgte nach mehrfacher Passage auf kommer-
ziellen Polycarbonat-Inserts (Millicell®, Millipore Corp.,
Billerica, Massachusetts, USA) unter Verwendung serum-
und antibiotikafreier Medien unter aseptischen Kautelen
[13]. Durch Stratifizierung und Keratinisierung bildeten
sich dreidimensionale Strukturen aus, die im Aufbau der
menschlichen Epidermis entsprechen. Die Qualitäts- und
Vitalitätsprüfung dieser Epidermismodelle (EM) erfolgte
mittels MTT-Test [14] und durch Messung des Transepi-
dermalen Elektrischen Widerstands (TER) unter Verwen-
dung eines Volt-Ohmmetersmit Spezialelektrode (EVOMX
und STX2-Elektrode, World Precision Instruments, Berlin).
Die Epidermismodelle kamen am Tag 18 nach Airlift zum
Einsatz.
25 µl der Fertigsuspension der gefärbten Bakterien wur-
den auf je ein Epidermismodell gegeben und anschlie-
ßend bei 37°C für 20 min inkubiert. Je 8 Epidermismo-
delle wurdenmit Argon-Plasma bzw.mit Argon behandelt.
Als Kontrolle wurden 6 Epidermismodelle entsprechend
der Gesamtbehandlungszeit, der Plasma- und Argonbe-
handlung, mitgeführt. Jeweils 6 der Epidermismodelle
der Teilversuche wurden mikrobiologisch über die KbE
und je 2 wurden mikroskopisch ausgewertet.
Als Plasmaquelle wurde ein HF-Plasmajet (Frequenz 1.82
MHz, Eingangsleistung 3W) (kINPen 09, INP Greifswald),
unter Verwendung von Argon als Trägergas [15], [16]
verwendet. Das im Jet generierte Plasma (räumliches
after-glow Plasma, effluent) wird während der Behandlung
bei einer Argon-Gasflussrate von 5 slm (Standardli-
ter/min) auf die zu behandelnde Oberfläche gerichtet,
wobei die Temperatur an der Plasmaspitze 42°C betrug
(nach Temperatur-Kalibrierkurve, INP Greifswald). Bei
dieser Temperatur wird auf der Oberfläche eine mittlere
Wärmeleistung von etwa 150 mW generiert.
Zur Plasmaanwendung wurde der Plasmajet in einen
computergesteuerten xyz-Tisch eingespannt und die zu
behandelnden Epidermismodelle (EM) in der Mikrotiter-
platte unter dem Jet positioniert (Abbildung 1). Der Ab-
stand zu den Proben betrug 7 mm. Die gesamte Fläche
der Epidermismodelle wurde mäanderförmig mit der
Fahrgeschwindigkeit von 10 mm/s behandelt. Die Ge-
samtbehandlungsdauer je Probe betrug jeweils 1 min.
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Abbildung 1: Vorrichtung zur Plasmabehandlung der Zell-Inserts

Die Bestimmung der KbE erfolgte nach Präparation der
Polycarbonatmembranmitsamt dem darauf befindlichen
Gewebe aus dem Insert-Ring. Die Membran wurde mit
dem anhaftenden Gewebe in ein Reagenzröhrchen mit
5 ml physiologischer Kochsalzlösung überführt und an-
schließendmechanischmit einemGlasstab 5min homo-
genisiert. Die gewonnene Suspension wurde 10 min bei
130Wmit Ultraschall behandelt, 15min bei 2500 U/min
zentrifugiert und nach der spread-plate-Methode [17]
bestimmt.
Die mikroskopische Auswertung erfolgte mit einem Zeiss
CLSM510 Exciter, Carl Zeiss Jena, Deutschland.

Ergebnisse
Die Reduktion der Erreger betrug im Mittel 1,7 log10 (KI
±0,16, 95%-Kl) im Vergleich zur Kontrolle. Im Vergleich
zum Argon betrug die Reduktion 1,2 log10 (p<0,01, signi-
fikant nachWilcoxon-Mann-Whitney-Test) und beschreibt
somit die reine Plasmawirkung (Abbildung 2). Die Reduk-
tion des Argon-Gasstroms im Vergleich zur Kontrolle ist
dagegen nicht signifikant.
Anhand der CLSM-Untersuchung konnte ein Eindringen
der Bakterien in das Gewebe nach TTP-Behandlung, Be-
gasung mit reinem Argon und ebenso bei der unbehan-
delten Kontrolle beobachtet werden. Nach der TTP-Anwen-
dung zeigte sich eine Eindringtiefe der Bakterien von ca.
16 µm (Abbildung 3) und nach Argon von ca. 32 µm (Ab-
bildung 4) im Vergleich zur Kontrolle mit ca. 14 µm Ein-
dringtiefe (Abbildung 5).
In Abbildung 6 ist zur Veranschaulichung ein dreidimen-
sionales Bild der Kontrolle des Epidermisäquivalents
wiedergegeben.

Diskussion
Biofilme erschweren die Behandlung mikrobieller Infek-
tionen. Das gilt insbesondere, wenn abiotische Fremdkör-
per in der Wunde vorhanden sind und eine dem Immun-
system schwer zugängliche Grundlage zur Biofilmentste-

hung bilden [1]. Die Therapie mikrobieller Biofilme mit
antiseptischen Maßnahmen stößt bei der Behandlung
von Biofilmen aufgrund der erhöhten Resistenz der Erre-
ger an ihre Grenzen. Vor diesem Hintergrund kommt der
physikalischenBehandlung von Biofilmen eine besondere
Bedeutung zu. TTP ist eine potentielle physikalische Alter-
native zur chemischen Antiseptik, da im Epidermismodell
durch TTP-Applikation eine Reduktionsrate von 1,7 (log10)
und auf Polystyrol und Silicon bei gleichen Plasma-Einstel-
lungen eine Reduktion des P. aeruginosa SG 81 von 3
log10 erreicht wurde [7]. In den letzten Jahren sind an
mehreren Zentren Plasmaquellen zur Wundbehandlung
entwickelt und getestet worden [18], [19], [20], [21]. Der
Vorteil physikalischer Verfahren liegt in ihrer Standardi-
sierbarkeit und dem Fehlen des Eintrags des Antisepti-
kumsmit möglichen zytotoxischen Effekten in derWunde.
In unseren Versuchen zeigte sich, dass die durch TTP
erreichte Reduktion mit 1,2 log10 statistisch signifikant
war und bestätigt, dass eine antibakterielle Wirkung in
der humanen Epidermis mittels TTP erreichbar ist.
In der vorliegenden Untersuchung wurde das Eindringen
von P. aeruginosa SG 81 in Epidermismodelle untersucht.
In der Kontrolle fand eine Penetration der Bakterien in
das Gewebe statt, was auf ihre Eigenbewegung schließen
lässt. Es zeigte sich, dass bei den mit Gas behandelten
Epidermismodellen die Bakterien tiefer in das Gewebe
eingedrungen sind, während dieser Effekt unter Plas-
maeinwirkung weniger ausgeprägt war. Da Plasma zu
einer Inaktivierung und damit zu einer reduziertenMotili-
tät der Bakterien führt, kann das der Grund dafür sein,
dass die Bakterien im Vergleich zu reinem Argon-Gas
weniger stark in das Gewebe penetrieren. Damit liefern
die Ergebnisse einen ersten Anhaltspunkt, dass der
Gasdruck von Einfluss auf die Verteilung der Erreger und
für deren Inaktivierung sein kann. Zur Absicherung sind
weitere Untersuchungen geplant. Zugleich sind diese Er-
gebnisse richtungweisend für die Entwicklung neuer
Plasmaquellen.
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Abbildung 2: Wirksamkeit von TTP im Vergleich zur Behandlung mit Argon und Kontrolle

Abbildung 3: Verteilung von P. aeruginosa SG 81in den Keratinozytenschichten im
Epidermismodell in unterschiedlichen Schichttiefen nach TTP-Behandlung für 1 min (Fluoreszenzfarbstoff Acridin Orange)
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Abbildung 4: Verteilung von P. aeruginosa SG 81 in den Keratinozytenschichten im Epidermismodell in unterschiedlichen
Schichttiefen nach Argon-Behandlung für 1 min (Fluoreszenzfarbstoff Acridin Orange)

Abbildung 5: Verteilung von P. aeruginosa SG 81 in den Keratinozytenschichten im Epidermismodell in unterschiedlichen
Schichttiefen in der Kontrolle (Fluoreszenzfarbstoff Acridin Orange)
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Abbildung 6: Darstellung der Kontrolle in 3-D, Fluoreszenzfarbstoff Acridin Orange,
Überblick über die Verteilung von P. aeruginosa SG81 auf und zwischen den Keratinozyten
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