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I Einleitung

Mikrobielle Faktoren sind im klinischen Alltag hiufig die Ursache fiir das Scheitern einer
Waurzelkanalbehandlung. Eine persistierende intrakanaldre mikrobielle Besiedlung geht von
Mikroorganismen aus, die Desinfektionsmafinahmen wahrend der Wurzelkanalbehandlung
tiberlebt haben. Das kann begriindet sein in komplexen anatomischen Verhéltnissen oder
Limitierungen konventioneller Verfahren zur Wurzelkanalaufbereitung, unabhingig von
Aufbereitungstechnik und -instrumentarium (94;159). Mit dem Verbleib von Mikroorganis-
men im Wurzelkanalsystem steigt die Wahrscheinlichkeit, dass eine Wurzelkanalbehandlung
klinisch scheitert. Enterococcus faecalis spielt in diesem Zusammenhang eine Schliisselrolle
(108;165;183).

Das Hauptanliegen der endodontischen Therapie ist daher die Elimination der
Mikroorganismen aus den kontaminierten Wurzelkandlen und die Verhinderung einer
neuerlichen Infektion. Eine komplette chemisch-mechanische Aufarbeitung der Wurzelkanile
bleibt der wichtigste Schritt in der Wurzelkanalreinigung. Aber selbst nach griindlichster
Reinigung, Formgebung und Desinfektion mit antiseptischen Mitteln ist es schwierig in allen
behandelten Fillen eine vollige Elimination der Mikroorganismen zu erreichen (21;22). Mit
Sicherheit kann eine Reduzierung der Anzahl der lebenden Mikroorganismen in den
Waurzelkanilen erreicht werden, die komplexe Anatomie der Wurzelkanéle erschwert jedoch

die vollstandige Desinfektion (9).

Die Erfolgsrate von Wurzelkanalbehandlungen bei Zdhnen mit infiziertem Endodont und
periapikaler Parodontitis liegt im Bereich von 46% bis 95% (186). In der Mehrheit der Fille
lassen sich endodontische Misserfolge auf Uberinstrumentierung, Wurzelkanaliiberfiillung
und undichte Wurzelkanalfiillung sowie Sekundirkaries zuriickfiihren. Trotzdem kann es

unabhingig von der Qualitit einer Wurzelkanalbehandlung zum Misserfolg kommen (186).

Grundsitzlich lassen sich sowohl mikrobielle als auch nicht-mikrobielle Ursachen fiir
therapieresistente periapikale Parodontitiden angeben (158). Gelangen Mikroorganismen in
den extraradikuldren Raum, so bleiben Spiillosungen und Medikamente, die im Wurzelkanal

eingesetzt werden, unwirksam (82).

Die Existenz von Bakterien in Dentintubuli in vivo wurde in verschiedenen Untersuchungen
nachgewiesen (5;110;133). Auch nach addquater Wurzelkanalbehandlung koénnen
Mikroorganismen dort zuriickbleiben. Welche Rolle diese Mikroorganismen unter giinstigen

oder ungiinstigen dufleren Bedingungen spielen, ist nach wie vor ungeklart. Es dréngt sich
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unter anderem die Frage auf, ob sie in der Tiefe des Wurzeldentins Bedingungen vorfinden,

die ihnen ein Uberleben ermdglichen (9).

In der vorliegenden Untersuchung sollte daher der Frage nachgegangen werden, ob man in
moglichst kurzer Zeit eine gezielte, dichte bakterielle Infektion in vitro 200um dicker
Rinderdentinscheiben erreichen kann, um dann die antibakterielle Wirkung von NaOCl

(0,5%, 1,0%, 3,0%) und CHX (0,2%) auf Enterococcus faecalis zu testen.



1I Literaturiibersicht

1 Dentin

1.1 Zusammensetzung und Struktur

Grundlegend fiir das Verstdndnis der antimikrobiellen Wirkung verschiedener Substanzen auf
infiziertem Dentin ist das Wissen iiber dessen Entwicklung und Anatomie. Dentin besteht aus
einer kollagenen Matrix (103), die mit Apatitkristallen gefiillt ist. Diese Matrix umgibt ein
System aus parallel ausgerichteten Hohlzylindern, die Dentintubuli. Dentin besteht aus
anorganischen Anteilen (45-50 Vol%), aus organischen Anteilen (34-40 Vol%) und aus
Wasser (20-23 Vol%), wobei die Zusammensetzung innerhalb eines Zahnes nicht konstant ist.

Der Grund hierfiir liegt in der tubuldren Struktur des Dentins (118).
1.1.1 Organische Matrix
1.1.1.1 Aufbau

Dentin besteht, ebenso wie Knochen und Zement, hauptséchlich aus Typ-I-Kollagen, einem
Heterotrimer mit zwei identischen a-Ketten und einer damit nicht identischen Kette (93). Von
Odontoblasten exprimierte Kollagene vom Typ I Trimer, Typ III, Typ V und Typ VI sind im
Dentin nachgewiesen worden (99). Mineralisiertes Dentin enthélt kein Typ III Kollagen. Typ

VI Kollagen kommt sowohl in Pridentin, als auch in Dentin vor (100).

1.1.1.2 Entstehung

Die organische Matrix des Dentins wird von Zellen der kranialen Neuralleiste, den
Odontoblasten, wiahrend der Dentinogenese gebildet (145). Die Odontoblasten weisen
zytoplasmatische Fortsédtze, die sogenannten Odontoblastenfortsitze auf. Odontoblasten
sezernieren die organischen Komponenten des Pradentin-Dentin-Komplexes, wobei ein Teil

dieser Sezernierung vom Zellkorper und ein Teil vom Odontoblastenfortsatz erfolgt (145).

Die Kollagenmolekiile organisieren sich durch kovalente Bindungen zu sehr stabilen
Fibrillen, die weder durch Proteasen zerstdrt werden, noch durch Sdureeinwirkung quellen
(18). Durch die kontinuierliche Anlagerung von Kollagenfasern im Prédentin nimmt der

Durchmesser der Kollagenfasern zur Mineralisationsfront hin von 20nm auf 75nm zu (96).

Die Odontoblasten spielen auch fiir den Transport von Kalzium und Phosphaten eine Rolle.
Kalzium wird von den Blutgefassen durch die Odontoblastenschicht entweder durch die
Zellen hindurch oder in den Zellzwischenrdumen zur Mineralisationsfront transportiert

(74:95).

1.1.2 Anorganische Bestandteile
1.1.2.1 Aufbau

Der anorganische Anteil des Dentins besteht aus 20nm langen und 3,5nm breiten,
plattchenformigen Hydroxylapatitkristallen, die deutlich kleiner sind als die Schmelzkristalle.
Der Kalziumanteil ist geringer und der Karbonanteil hoher als im Schmelz (107;136). Diese
Unterschiede machen Dentin reaktiver zur lonenaufnahme aus Korperfliissigkeiten (136).
Daneben kommen auch verschiedene anorganische Salze wie Karbonate, Phosphate und

Sulfate sowie Spuren von Fluor, Kupfer, Zink und Eisen (106) vor.

1.1.2.2 Mineralisation

Das Kristallwachstum des Dentins erfolgt nach initialer Keimbildung durch Prizipitation von
Tonen und Molekiilelen aus einer fliissigen Phase und nachfolgende Bindung (136). Bei der
Umwandlung von Pridentin in Dentin wahrend des Mineralisationsprozesses spielen nicht-
kollagene Proteine eine tragende Rolle (141). Die eigentliche Mineralisation erfolgt durch
Fusion der sich zundchst innerhalb der organischen Matrix bildenden sphérischen
mineralischen Strukturen, der sogenannten Kalkosphérite. Wahrend dieses Reifungsvorganges
kommt es zum Einschluss des Hauptfortsatzes jedes Odontoblasten im Dentin, wobei die

Dentintubuli entstehen (141).

1.1.3 Dentintubuli

Dentintubuli, die von der Pulpa zur Schmelz-Dentin- bzw. Schmelz-Zement-Grenze
verlaufen, sind nicht gerade, sondern gekriimmt und manchmal sogar S-formig (107). Im
Waurzeldentin und Reperaturdentin sind die Tubuli peripher oft verzweigt (20). Speziell im
dufleren koronalen Drittel nahe der Schmelz-Dentin-Grenze existieren zahlreiche
Seitenkanilchen, deren Anzahl im mittleren Dentin abnimmt und die im inneren koronalen

Dentin nicht mehr vorkommen (16). Diese Kanélchen scheinen fiir die Erndhrung des Dentins



eine Rolle zu spielen (96), wobei Anostomosen auch zwischen entfernteren Tubuli bestehen.
Zudem werden im Inneren der Tubuli, vor allem im pulpanahen Dentin, Kollagenfasern
gefunden (47;50). Diese treten als einzelne Fibrillen bis hin zu dichten Biindeln auf. Anzahl
und Durchmesser der Dentintubuli pro mm? nehmen von innen nach auflen ab. Der Anteil am

Dentintubulivolumen betrégt pulpanah 28% und schmelznah 4% (31).

Durch Entfernung des peritubuldren Dentins erhoht Demineralisation den Durchmesser der
Kandlchen (50). Dabei sollen nach Angaben von Gaberoglio und Brannstrom (50) aus dem
Jahr 1976 im dekalzifiziertem Dentin die Durchmesser pulpanah und pulpafern gleich sein.
Dentinscheiben vom okklusalen Anteil des Zahnes weisen meist mehr quergeschnittene
Offnungen auf als Dentinscheiben vom bukkalen Anteil (115). Wurzeldentin weist weniger
Tubuli auf als koronales Dentin (48). Die vestibuldren und oralen Seiten weisen mehr
Kanilchen auf als die mesialen und distalen (149). Altere Zihne weisen eine geringere

Tubulidichte auf als jlingere (25).

In der Literatur wird die Existenz eines Odontoblastenfortsatzes im dufleren Anteil der Tubuli
kontrovers diskutiert. Neuste Untersuchungen mit konfokaler Lasermikroskopie (CLSM) und
Feldemissionselektronenmikroskopie (FE-SEM) haben gezeigt, dass diese Fortséitze nur im
pulpanahen Drittel der Dentintubuli existierten (53). Bei den weiter peripher beschriebenen
Strukturen in den Tubuli handelt es sich wahrscheinlich um die bereits von Thomas und
Carella (178) und Weber und Zaki (185) identifizierte blattartige Struktur, der inneren
hypomineralisierten Schicht des peritubuldren Dentins, der sogenannten lamina limitans (53).
Die peritubuldre Matrix wird nach Entstehen des intertubuliren Dentins in den Raum

zwischen der Tubuliwand und der lamina limitans sezerniert (80).

Der Durchmesser der Tubuli hingt vom Anteil an peritubulirem Dentin ab, das von der
Schmelz-Dentingrenze bis ca. 150um vor das Pradentin reicht. Peritubuldres Dentin enthalt
sehr wenige Kollagenfasern und kohlenhydratreiche Strukturen (52) und ist hoher
mineralisiert als intertubuldres Dentin, hauptsdchlich durch Hydroxylapatit, aber auch durch
Magnesium und Carbonat (96). Obliteration der Dentintubuli kann durch eine Beschiddigung
der lamina limitans (178) oder durch Prézipitation von Kristallen im Kanallumen entstehen

(76).

Kollagenfasern im intertubuldren Dentin sind zufallig ausgerichtet (80;124). Im radikuldren
Dentin verlaufen die Kollagenfasern parallel zur Langsachse der Wurzel (96). Die duliere
Dentinschicht unter dem Zement ist nicht mehr so streng tubulédr aufgebaut. Hier gibt es eine

hypomineralisierte interglobuldre Zone, die sogenannte Tomesche Kornerschicht (80;107).

1.1.4 Permeabilitét

Permeabilitit bezeichnet die Eigenschaft, die es ermdglicht, dass eine Substanz in eine
Diffusionsbarierre hinein- und durch diese hindurchgelangen kann (111). Prinzipiell
unterscheidet man beim Dentin zwei Arten von Permeabilitit. Die physiologische,
intratubulére Permeabilitit und die durch Demineralisation des Dentins induzierte

intertubuldre Permeabilitat (111).

Bei der intratubuldren Permeabilitdt kommt es durch den Gewebedruck in der Pulpa zu einem
nach auflen gerichteten Fliissigkeitsstrom des in den Tubuli befindlichen Dentinliquors.
Dieser kann z. B. das Eindringen von Bakterien erschweren (126;181), aber nicht verhindern
(113). Pashley et al. (122) beschrieben, dass die Dentinpermeabilitét je nach Lokalisation
stark variiert. Am hochsten ist sie direkt {iber den Pulpahdrnern im koronalen Dentin.
Koronales Dentin hat im Vergleich zu Wurzeldentin eine 4-fach hohere Permeabilitét (45).
Dies ist wahrscheinlich auf die hohere Dichte der Tubuli im koronalen Dentin
zurlickzufiithren. Auch héngt die Permeabilitdt vom Durchmesser der Dentintubuli (122) und
der Dentindicke ab (45;120;152). Dickeres Dentin zeigt einen hoheren Widerstand gegen den
Fluss von Dentinliquor (138;152). Die Permeabilitit korreliert generell eng mit der
Dentinmorphologie, ist aber auch von exogenen Faktoren, wie zum Beispiel der
Schmierschicht abhéngig, welche durch die Bearbeitung von Dentin mit rotierenden

zahnérztlichen Instrumenten entsteht (54;115;127).

Auch die Dentinhypersensivitdt hdngt mit der Dentinpermeabilitdt zusammen. Es gibt
verschiedene Hypothesen fiir das Entstehen dieser Hypersensivitit. Die vorherrschende ist die
hydrodynamische Theorie von Brannstrom (14), nach der taktile, mechanische oder
osmotische Reize zu Fliissigkeitsbewegungen in den Tubuli und anschlieBend zur
mechanischen Reizung der Nerven filhren. Wenn endogen keine Plasmaproteine oder
Kristalle in den Tubuli abgelagert werden, die zu einer Reduzierung der Hypersensivitét
fithren, kann dies auch durch exogenen Verschluss der Eingdnge zum Beispiel durch Fluoride

(54), Kalziumoxalat (26) oder Adhédsivsysteme (195) erreicht werden.

1.1.5 Schmierschicht

Die Bearbeitung von Dentin mit rotierenden zahnérztlichen Instrumenten, diamantierten

Scheiben oder Schleifpapier fiihrt durch mechanische Scherbeanspruchung und thermische
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Denaturierung (129) immer zur Bildung der sogenannten Schmierschicht (55). Diese besteht
aus in die Dentinkandlchen gepressten und einer auf das Dentin aufgelagerten Schicht
Material (35;125). Struktur und Dicke der Schmierschicht hdngen von der Art des
Praparationsinstrumentes und dessen Kiihlung ab (55). Ohne Kiihlung werden dabei
Schichtstirken von bis zu 15um erreicht. Gekiihlte zahnérztliche Préaparationsinstrumente

produzieren ca. 1pum bis Spm dicke Schmierschichten (119).

1.1.5.1 Zusammensetzung

Die genaue Zusammensetzung der Schmierschicht wurde zum ersten Mal von Eick et al. (37)
untersucht. Diesen Autoren zufolge besteht die Schmierschicht aus flachen anorganischen
Hydroxylapatitteilen mit 0,5um-15pm Durchmesser, die wie kleine Plittchen in eine Matrix
aus organischen Kollagenbestandteilen eingelagert sind, wobei das Kollagen an der
Oberfliche der Schmierschicht denaturiert ist (35;36). In anderen Studien wurde eine
globulédre Struktur der Schmierschicht mit 0,05um-0,1um groBen Untereinheiten, die von
kleinen, fliissigkeitsgefiillten Kandlchen umgeben sind, postuliert (125;129). Die chemische
Zusammensetzung der Schmierschicht gleicht der des Dentins, durch dessen Abtrag die
Schicht entstand. Zusitzlich kann die Schmierschicht auch Bakterien und deren Toxine

enthalten (38;121;146;171;184).

1.1.5.2 Eigenschaften

Die Partikel der Schmierschicht haften untereinander und am strukturierten Dentin (35;123).
Da die globuldren Strukturen jedoch von fliissigkeitsgefiillten Kanélchen umgeben sind, wird
die Permeabilitit des Dentins durch die Schmierschicht zwar herabgesetzt, aber nicht
verhindert (1;61-63;121;128). So entsteht eine wirksame Permeabilititsbarriere gegen
Bakterien, jedoch kann die Diffusion von bakteriellen Toxinen in Richtung Pulpa nicht
vermieden werden (15). Gleichzeitig ist jedoch auch eine Diffusion von Immunoglobulinen
aus der interstitiellen Fliissigkeit des Pulpagewebes in die Gegenrichtung moglich (86). Diese
stellen ebenfalls eine Permeabilitdtsbarriere dar (58). Die Schmierschicht ist im oralen Milieu

iiber einen langeren Zeitraum nicht bestdndig (111;121).

2 Enterokokken

2.1 Taxonomie

Die Bezeichnung Enterococcus wurde erstmals 1903 in einer Veroffentlichung von Thiercelin
und Jouhaud (177) fiir grampositive Diplokokken aus dem menschlichen Verdauungstrakt
verwendet. Diese Bakterien wurden wegen ihrer Fahigkeit, kurze und lange Ketten zu bilden,
in Streptococcus faecalis umbenannt (6). Auf Grund dieser Nomenklatur ldsst sich die
Geschichte der Enterokokken nicht separat von der des Genus Streptococcus betrachten. Uber
viele Jahre hinweg gab es sehr unterschiedliche Systematiken und Terminologien der

Enterokokken, meist wurden sie als Streptokokken bezeichnet.

1937 schlug Sherman (156) ein Klassifikationsschema fiir Streptokokken mit vier separaten
Gruppen vor: Pyogenic, Viridans, Lactic und Enterococcus. Der Ausdruck Enterococcus
wurde fiir Streptokokken benutzt, die iiber die typischen Eigenschaften von Streptokokken
hinaus Wachstum bei Temperaturen zwischen 10°C und 45°C, in bis zu 6,5%iger NaCl-
Losung sowie bei einem pH-Wert bis 9,6 zeigen und 30min bei 60°C iiberleben. Auflerdem

besitzen sie die Fihigkeit, Askulin zu spalten.

Jones (79) erweiterte 1978 die Einteilung von Sherman (156) und &nderte die Bezeichnungen
Enterococcus und Viridans in ‘orale’ und ‘fdkale’ Enterokokken. Er fiigte die Gruppen

Pneumococcus, Anaerob und "Andere’ Streptokokken hinzu.

Anfang der achtziger Jahre brachte die DNS-Hybridisierung Klarheit in die Systematik der
Enterokokken. Farrow et al. (43) zeigten anhand bestimmter biochemischer Leistungen und
vor allem der DNS-Hybridisierung, dass unterschiedlich benannte Enterokokkenspezies ein
und dieselbe Art darstellen. Gleichzeitig bestétigte sich aber eine grole Speziesvielfalt.
Schleifer und Kilpper-Bilz (151) belegten durch DNS-DNS- und DNS-rRNS-Hybridisierung
die grundsitzlichen Unterschiede zwischen Streptococcus faecalis und Streptococcus faecium
einerseits und den anderen Streptokokken-Arten andererseits. Sie schlugen die Eingliederung
von “Streptococcus” faecalis und “Streptococcus” faecium in die als Genus neu geschaffene
Gruppe der Enterokokken vor (Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium). Seit
Etablierung des Genus Enterococcus 1984 durch Schleifer und Kilpper-Bélz (151) sind 19

unterschiedliche Spezies dem Genus Enterococcus hinzugefiigt worden.

Auf Grund der 16S-rRNS-Sequenzanalyse des Genus Enterococcus zeichnen sich
verschiedene Speziesgruppen ab (190): die Enterococcus faecium-Gruppe, die Enterococcus
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avium-Gruppe und die Enterococcus gallinarum-Gruppe. Fiir Enterococcus faecalis und vier

weitere Arten bestehen individuelle Abstammungslinien (104).

2.2 Morphologie

Enterokokken sind kleine, grampositive Bakterien, die zum Teil kurze Ketten oder Paare
bilden und zur physiologischen Flora des Magendarmtraktes bei Mensch und Tier gehoren.
Enterokokken-Kolonien sind ungefahr 2 mm im Durchmesser, von runder Gestalt, glatt und
hellgrau. Sie sind unbegeifielt und daher unbeweglich (154). In der Regel wachsen sie mit

alpha-Hémolyse auf Schafblutagar.

2.3 Eigenschaften

Als Begleitkeime machen Enterokokken im Intestinum einen Anteil von weniger als 1% der
Gesamtflora aus (87). Enterokokken sind in der Lage, ein breites Spektrum an
Umweltbedingungen zum Wachstum zu nutzen. Die meisten Enterokokken wachsen unter
aeroben und fakultativ anaeroben Bedingungen, bei Temperaturen von 10°C bis 45°C, einem
pH-Wert des Mediums bis zu 9,6 und in Anwesenheit von 6,5% NaCl oder 40% Rindergalle.
Ebenso findet Wachstum bei Zugabe von 0,1% Methylenblau statt (154). Die Askulinspaltung
durch Enterokokken ist eine Eigenschaft, die als diagnostisches Kriterium zur Abgrenzung
von Streptokokken (42) benutzt wurde. Enterokokkeninfektionen sind empfindlich gegen
verschiedene Antibiotika (vor allem B-Lactam-Antibiotika, Aminoglykoside). Verhélt sich
jedoch ein Erreger gegen diese Antibiotika resistent oder besteht eine entsprechende Allergie,
miissen Glycopeptidantibiotika wie Vancomycin und Teicoplanin als Reservetherapeutika

eingesetzt werden (192).

2.4 Enterococcus faecalis in der Zahnmedizin

In der Zahnmedizin wird Enterococcus faecalis mit persistenter apikaler Parodontitis in
Verbindung gebracht (65;108;174). Obwohl sie nur einen kleinen Teil der initialen Flora
charakterisieren, konnte Enterococcus faecalis hiufig in gefiillten Wurzelkanilen mit
Anzeichen einer chronischen apikalen Parodontitis ausgemacht werden (143;164;173). Bis zu
70% der positiven Kulturen, die aus solchen Zihnen isoliert wurden, stellten den
Enterococcus faecalis dar (65;108;174). Oft traten diese Bakterien auch als Monokulturen auf

(30;65;130;174). Enterococcus faecalis sind resistent gegen extreme Umwelteinfliisse, nicht
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ausgenommen hohe pH-Werte. So bestitigte Sherman (156), dass Enterococcus faecalis pH-
Werte bis 11,9 tolerieren kann. Weiterhin konnte die Kalzium-Hydroxid-Resistenz von

Enterococcus faecalis nachgewiesen werden (21;41;56;57;116).

Eine Grundvoraussetzung und der erste Schritt im Verlauf der meisten infektiésen
Krankheiten ist, dass Bakterien den Wirt besiedeln kénnen (83). Zaregba et al. (196), Xiao et
al. (193), Rich et al. (139), Nallapareddy et al. (112) und Love (98) wiesen die Haftung von
Enterococcus facalis an extrazelluldre Matrixproteine einschlieSlich Kollagen Typ I nach. Da
Kollagen Typ I ein organischer Hauptbestandteil des Dentins ist, findet der Enterococcus

faecalis giinstige Bedingungen fiir die Besiedelung vor (96).

Enterococcus faecalis wird hdufig als Testkeim gewédhlt (56;57;116), da er sich leicht
identifizieren ldsst, unter aeroben und fakultativ anaeroben Bedingungen wichst, leicht zu
kultivieren und nicht anspruchsvoll ist. Von allen in den in vitro Versuchen verwendeten

Bakterien bevdlkert er die Dentinkanélchen mit am schnellsten (57;101).

Orstavik und Haapasalo (116) beschrieben, dass Enterococcus faecalis in vitro nach nur 3
Tagen Inkubation die gesamte Weite des circumpulpalen Dentins penetriert hatte. Waltimo et
al. (182) demonstrierten die Besiedlung von Dentintubuli in ihrer Gesamtlinge durch
Enterococcus faecalis innerhalb von 1 bis 5 Tagen. Vahadaty et al. (180) zeigten, dass der
Enterococcus faecalis innerhalb einer Woche die Kanélchen bis zu einer Tiefe von 300um
besiedelte. Im Vergleich dazu zeigten Berkiten et al. (12) in vitro, dass Prevotella intermedia
innerhalb von 20 Tagen nur etwa 26um in die Dentintubuli eindrang, wohingegen

Streptococcus sanguis in bis zu 380um Tiefe gefunden wurde (12).

Im Vergleich zu anderen in der Mundflora vorhandenen Bakterien besiedelt Enterococcus
faecalis der Wurzelkanéle relativ schnell (116). Seine Resistenz gegen einige antiseptische
Mittel, vor allem in niedrigeren Konzentrationen sowie die oft in Studien festgestellte
Korrelation mit periapikalen Entziindungen machen diese Bakterienart zu einem geeigneten

Testobjekt in der zahnmedizinischen Forschung (88;108;166;174).

3 Desinfektion des Dentins und Wurzelkanalsystems

Laut Definition im Psychrembel (137) ist Desinfektion eine Maflnahme, die durch Abtéten,
Inaktivieren bzw. Entfernen von Mikroorganismen (Bakterien, Viren, Pilze, Protozoen) eine
Reduzierung der Keimzahl um mindestens 5 Zehnerpotenzen erreicht, damit von dem

desinfizierten Material keine Infektion mehr ausgehen kann. Boyce und Pittet (13)
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beschreiben nach den Richtlinien fiir Hindedesinfektion eine Reduzierung der Keimzahl um
mindestens 3 Zehnerpotenzen als biologisch relevant. Eine Desinfektion kann mechanisch,
z.B. durch Scheuern oder Reiben, physikalisch durch Strahlen (UV Licht) oder Hitze, sowie
chemisch durch Desinfektionsmittel durchgefiihrt werden (137). Die Wirkung der
Desinfektionsmittel wird durch Proteinschddigung, Permebilititsschadigung der Zellmembran
oder die Blockade von Enzymsystemen erzielt (109). Das Problem der Desinfektion des
Dentins oder sogar des Wurzelkanalsystems besteht in der Prdsenz vitaler Gewebe in
unmittelbarer Nachbarschaft des Desinfektionsortes. Es wire daher idealerweise ein
Desinfektionsverfahren erforderlich, das pathogene Keime abtotet, Wirtszellen jedoch nicht

beschédigt (4;176).

3.1 Spiillésungen

Um die Desinfektionswirkung wihrend der Aufbereitung eines Wurzelkanals zu verbessern,
werden antimikrobielle Spiillosungen eingesetzt. Diese dienen zugleich dem Abtransport der
beim Instrumentieren entstehenden Dentinspéne und als Gleitmittel fir die Wurzelkanal-
instrumente. Als Spiilldsungen wurden bisher verschiedene Agenzien angewendet, wie z.B.
Wasserstoffperoxid, Ethylalkohol, Phenolderivate, Schwermetallsalze, quaternire Ammo-
niumverbindungen, Halogenverbindungen (169) oder Sduren wie z.B. Peressigsdure (90).
Obwohl die meisten dieser Losungen eine mehr oder weniger starke antimikrobielle Wirkung
zeigen, hat sich Natriumhypochlorit (NaOCl) als Spiillosung in der tdglichen Praxis
tiberwiegend durchgesetzt (68).

3.1.1 Natriumhypochlorit

Natriumhypochlorit ~ (NaOCI)  wurde urspriinglich im  Ersten  Weltkrieg als
Desinfektionslosung fiir Wunden eingesetzt (32). Es zeigt neben seinen antimikrobiellen
Eigenschaften die Fahigkeit, nekrotische Gewebe aufzulosen (4;66;69;179;194). Dies ist auch
in der Endodontie vorteilhaft, da durch die verzweigte Wurzelkanalmorphologie nicht alle
Areale des Wurzelkanalsystems mechanisch erreicht werden konnen. Jedoch dauert die
Auflésung von 6,5mg pulpalem Gewebe mit 1 ml 2%igem NaOCIl bei 37°C ca. zweieinhalb
Stunden (4). Die Gewebe auflosende Eigenschaft nimmt mit der Konzentration des NaOCl zu
(66;176). Der Gewebe auflosende Effekt wird reduziert, wenn das Gewebe vorher durch
protein-koagulierende Medikamente (z.B. Formokresol) verdndert wurde. In einem solchen

Fall muss die Konzentration zwei bis dreimal hoher gewédhlt werden (176). Eine
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Temperaturerhohung einer 2,6%igen NaOCIl-Losung von Raumtemperatur (21°C) auf
Korpertemperatur (37°C) bewirkt einen gesteigerten Gewebe auflosenden Effekt, der dem
einer 5,2%igen NaOCI-Losung bei Raumtemperatur entspricht. Wird jedoch 5,2%iges NaOCl

erwérmt, so wird der urspriingliche Effekt nicht verstarkt (27).

NaOCl besitzt die Féhigkeit, Bakterienzellwandbestandteile, wie Lipopolysaccharide (LPS)
oder Endotoxine zu inaktivieren (19;59). Es ist bekannt, dass LPS entziindliche Reaktionen
hervorrufen (11) und tierexperimentell sogar zur Lyse periapikalen Knochens fithren konnen,
wenn sie in den Wurzelkanal eingebracht werden (29). LPS werden bei der Vermehrung oder
beim Tod von gramnegativen Mikroorganismen freigesetzt (105). Denkbar ist, dass ein
antibakteriell wirksames Agens zwar Mikroorganismen abtdtet, dass jedoch die dadurch

freigesetzten LPS eine Entziindung persistieren lassen (105).

Calas et al. (24) untersuchten die Adhdsion von Mikroorganismen an mit NaOCI
vorbehandelten Dentinproben, im Vergleich zu Dentinproben, die mit Kochsalzlosung
vorbehandelt worden waren. Sie fanden an den dem Natriumhypochlorit exponierten Proben

signifikant weniger Mikroorganismen.

In vivo zeigte NaOCl in Kombination mit der mechanischen Aufbereitung eine deutliche
Verbesserung der Keimreduktion im Vergleich zu physiologischer Kochsalzlosung (22).
Wihrend die Aufbereitung mit physiologischer Kochsalzldsung bei Dalton et al. (33) nur in
28% der Fille keimfreie Kanile erbrachte, erreichten Shuping et al. (157) bei gleichem
Studiendesign, jedoch mit 1,25%iger NaOCl-Losung in 62% der Fille keimfreie
Wurzelkanile. Ahnliche Ergebnisse konnten auch Sjogren et al. (166) nach Aufbereitung mit
NaOCl 0,5% erzielen. Diese Daten zeigen, dass auf ein Desinfektionsmittel wie zum Beispiel
NaOCl aufgrund seiner unterstiitzend keimreduzierenden Wirkung bei der mechanischen

Aufbereitung nicht verzichtet werden sollte (157;166) .

Umstritten ist, welche NaOCl-Konzentration im Rahmen der Aufbereitung als giinstigste
anzusehen ist. Je hoher die Konzentration der Spiillosung, desto hoher ist die

Wahrscheinlichkeit, dass periapikale Gewebe geschéadigt werden (170).

D'Arcangelo et al. (28) ziichteten 13 verschiedene endopathogene Keime an und gaben 1ml
des jeweiligen Inokkulates zu 9ml NaOCI-Losungen in diversen Konzentrationen. Alle
Losungen zeigten &hnlich starke antimikrobielle Wirkung. Siqueira et al. (163)
instrumentierten extrahierte Zéhne mit nekrotischem Endodont mit 1%igem, 2,5%igem und
5%igem NaOCI und konnten fiir alle Losungen eine dhnlich starke, jedoch nicht signifikant

unterschiedliche Reduktion der Keimzahl feststellen, in keinem der Félle konnte jedoch
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absolute Keimfreiheit erzielt werden. Ebenso beobachteten Seichter et al. (153) fiir die
Reduktion der Bakterienzahl keinen Unterschied bei Applikation von 0,9%igem oder 3%igem
NaOCl, nachdem sie extrahierte Zahne mit Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli und Actinomyces viscosus inkubiert und chemomechanisch aufbereitet
hatten. Auch Vahdaty et al. (180) konnten in einem in vitro Experiment keinen Unterschied
beziiglich der Desinfektionskraft verschieden stark konzentrierter NaOCI-Losungen (0,2%
und 2%) feststellen. Im Gegensatz zu den vier zuletzt zitierten Studien beobachteten Siqueira
et al. (160) in vitro im Agar-Diffusionstest eine signifikant hohere Wachstums-Inhibition acht
schwarzpigmentierender Spezies durch 2,5%iges oder 4%iges im Vergleich zu 0,5%igem
NaOCl. In einem &hnlichen Experiment konnten Ayhan et al. (7) diese Beobachtung mit
anderem Keimspektrum bestdtigen. Bystrom et al. (23) fanden in vivo keinen signifikanten
Einfluss verschiedener NaOCl Konzentration (0,5% und 5,0%) auf die Reduktion der

Bakterienzahl.

Eine 3 bis 6%ige NaOCl-Losung zeigt im Vergleich zu niedrigeren Konzentrationen einen
wesentlich besseren desorptiven Effekt fiir Proteine, was letztendlich zu verschlechterten
Lebens- und Adhésionsbedingungen von Mikroorganismen fiihrt (60). Zu beachten scheint
auch der Aspekt zu sein, dass frisch angemischtes 5%iges NaOCl seine Gewebe auflosende
Eigenschaft fiir etwa 10 Wochen beibehélt, wihrend eine 2,62%ige oder 1%ige Losung diese

Eigenschaft nach ein bis zwei Wochen verliert (78).

Cunningham und Joseph (27) konnten in einem in vitro Experiment durch Erwdrmung von
2,5%igem NaOCI von 22°C auf 37°C in signifikant kiirzerer Zeit eine Elimination von
Bakterien erzielen. Das so erwdrmte NaOCI ist jedoch nur noch fiir vier Stunden stabil.
Sjogren und Sundqvist (168) untersuchten die antimikrobielle Wirkung von 0,5%igem NaOCl
in vivo und verglichen hierbei die Aufbereitung mit Ultraschall oder Hand. Durch
Ultraschallapplikation waren nur noch in 29% der Fille Mikroorganismen nachweisbar,
wohingegen bei Handaufbereitung signifikant mehr, ndmlich in 55% der Félle, Bakterien
isolierbar waren. Dies ist moglicherweise auf die Erwdrmung des NaOCl durch
Ultraschallanwendung zuriickzufithren, denn der sogenannte Kavitationseffekt durch

Ultraschallapplikation ist nach Ahmad im Wurzelkanal nicht von klinischer Relevanz (2).

Die alternierende Spiilung mit Wassersstoftperoxid (H,O,) und NaOCl, wie sie im
deutschsprachigen Raum hdufig durchgefiihrt wird, bringt gegeniiber der alleinigen
Applikation von NaOCl keine relevanten Vorteile. H,O, alleine ist méifBig antibakteriell

wirksam (172) und fiihrt durch den ,,schdumenden® Effekt zu einer verbesserten Entfernung
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von Debris (75). Svec und Harrison (175) konnten im apikalen Wurzelkanalanteil eine
verbesserte Reinigung beobachten, wenn H;O, und NaOCl bei der Instrumentierung
alternierend eingesetzt wurden im Gegensatz zur alleinigen Applikation von Kochsalzlgsung.
Die Autoren testeten leider nicht, inwieweit NaOCl alleine dhnliche Ergebnisse erzielen kann.
Die Verwendung beider Spiilldsungen fiihrt zu einer Reaktion, aus der Kochsalz, Wasser und
Sauerstoff entstehen (H,O0>+NaOCl—H,0+NaCl+0,). Dass in vivo nach Aufbereitung
weniger Schmerzsensationen registriert werden, wenn beide Spiilldsungen gemeinsam
angewendet wurden im Vergleich zur alleinigen Applikation von NaOCIl (67), kann nach
Harrison et al. (67) damit begriindet werden, dass die Kombination beider Losungen den
gewebeauflosenden Effekt von NaOCI noch verstiarkt. The (176) jedoch beschrieb, dass die
bakterizide Wirkung dieser Wirkstoffkombination nicht gesichert ist und der Gewebe
auflosende Effekt des NaOCl durch Zugabe von H,O, nahezu vollstidndig aufgehoben wird.

3.1.2 Chlorhexidin

Chlorhexidin (CHX) wurde 1954 von Davies et al. (46) als Desinfektionsmittel eingefiihrt und
wird seither in vielen Bereichen der Medizin, u.a. auch zur Haut- und Héndedesinfektion,
angewendet. 1970 zeigten Loe et al. (97), dass durch die zweimal tagliche Anwendung einer
0,2%igen CHX Losung die Plaquebildung und damit gleichzeitig die Ausbildung einer

Gingivitis verhindert werden konnte.

CHX gehort zur Gruppe der Bisguanide, liegt in reiner Form als weiles, geruchloses Pulver
vor und besitzt kationischen Charakter. Die freie Base ist in Wasser bei 20°C nur zu 0,08%
16slich, als Diacetat betrdgt die Loslichkeit 1,9%, als Digluconat jedoch mehr als 50% (46).
Winrow (191) untersuchte, auf welchem Wege CHX nach oraler Verabreichung
ausgeschieden wird und stellte fest, dass es beim Menschen zu 81,9% und bei der Ratte zu

99,5% tiber den Stuhl ausgeschieden wird.

CHX wird in der Zahnmedizin meist als Digluconat verwendet. Es wirkt in Konzentrationen
von ca. 100ppm bakterizid und besitzt noch bei Konzentrationen von ca. 0,19ppm
bakteriostatische  Eigenschaften (72). Das Spektrum der auf CHX sensitiven
Mikroorganismen erstreckt sich iiber eine breite Spanne grampositiver und gramnegativer
Bakterien, von denen jedoch die grampositiven sensitiver zu sein scheinen als einige

gramnegative, wie z.B. Pseudomonas aeruginosa (39;72).

Durch seinen kationischen Charakter hat CHX die Fahigkeit, sich an alle negativ geladenen

Flachen anzulagern, wodurch es zu einer Art Reservoirbildung kommt. Diese Fliachen kénnen
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Speichelmuzine, Bakterienzellen, Pellikel oder Hydroxylapatit sein (34;40;102;144). Die
Bindung an diese Flichen kommt iiber anionische Gruppen wie Phosphat- Sulfat- oder
Carboxylgruppen zustande (51). CHX besitzt eine starke, jedoch pH-abhingige Bindung an
Serumalbumin, in dessen Gegenwart auch die antibakteriellen Eigenschaften abnehmen (72).
Wihrend Bassetti und Kallenberger (10) nach CHX-Applikation eine verzdgerte
Wundheilung in Mukosa oder Knochenldsionen beobachteten, fanden Saatman et al. (147),
Hirst et al. (73) und Brennan et al. (17) keine Wundheilungstérungen nach CHX-Applikation,
allerdings war bei den zuletzt zitierten Studien kein kndchernes Gewebe involviert. Die hohe
antimikrobielle Effektivitit, seine geringe Toxizitdt und seine ausgeprégte Substantivitéit

legen nahe, CHX als Desinfektionslosung im Wurzelkanal zu applizieren (9).

Orstavik und Haapasalo (116) konnten beim Vergleich zwischen 0,2%igem CHX und
5,25%igem NaOCl keine Unterschiede beziiglich der Tiefe der Desinfektion in den
Dentintubuli feststellen. Vahdaty et al. (180) und Heling et al. (70) fanden mit dieser
Testmethode keinen Unterschied zwischen unterschiedlich konzentrierten NaOCI und CHX-
Losungen. Komorowski et al. (88) untersuchten die Wirksamkeit von 0,2%igem und
2,5%igem NaOCI gegen Enterococcus faecalis, einem Keim, der als Problemkeim gilt. Er
wurde des Ofteren in Wurzelkandlen mit persistierenden apikalen Parodontitiden nach
erfolgter Wurzelkanalbehandlung gefunden (108;174). Komorowski et al. (88) beobachteten
zwar keine Unterschiede zwischen einer 2,5%igen NaOCl-Losung und einer 0,2%igen CHX-
Losung beziiglich der antimikrobiellen Wirkung bei Applikation der Testlosungen fiir Smin.
Bei einer Einwirkzeit von sieben Tagen hingegen zeigte sich CHX im Gegensatz zu NaOCl

signifikant iiberlegen.

Leonardo et al. (92) und White et al. (188) konnten auch fiir den Wurzelkanal einen
bleibenden Resteffekt von CHX nachweisen, Jung et al. (81) obturierten Wurzelkanéle nach
Smin CHX- oder NaOCI-Exposition und konnten in den mit CHX-behandelten Proben fiir 35
Tage kein Bakterienwachstum beobachten, wéhrend in den mit NaOCI behandelten Wurzeln
bereits nach 24 Stunden Bakterienwachstum vorhanden war. Roach et al. (142) legten diverse
medikamentdse Einlagen in unverschlossene Wurzelkanile, darunter Ca(OH),, 1%iges CHX-
Gel und eine kalziumhydroxidhaltige Guttaperchaspitze, um anschlieBend die bakterielle
Penetration durch diese Wurzelkandle zu testen. Das CHX-Gel war zwar der
Kalziumhydroxid-Guttapercha-Spitze signifikant iiberlegen, konnte aber die bakterielle
Penetration nicht so gut verhindern wie Ca(OH),-Paste. Die meisten der bisher zitierten
Studien, die sich mit CHX auseinandersetzten, konnten keinen konzentrationsabhidngigen

Unterschied der antimikrobiellen Wirkung beim Einsatz von Losungen zwischen 0,1% und
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2% beobachten. Jedoch konnten White et al. (188) eine signifikant bessere Reduktion von

Mikroorganismen bei 2%igem im Vergleich zu 0,12%igem CHX demonstrieren.

Sen et al. (155) beobachteten fiir eine 0,12%ige CHX-Losung zwar einen fungiziden Effekt,
der jedoch erst eintrat, wenn die Kontaktzeit ldnger als eine Stunde war. Eine fungizide

Wirkung des CHX konnte auch in anderen Studien bestatigt werden (7;28;44;89).

In diversen in vivo Studien wurde CHX allein oder im Vergleich zu kampferhaltigem Mono-
chlorphenol (CMCP), NaOCl oder Ca(OH), getestet. So untersuchten Klimm et al. (85) die
Ausheilung periapikaler Léasionen nach Aufbereitung und mehrfacher Spiilung mit CHX ohne
anschliefende Einlage. Die Autoren konnten in 60% der Fille nach 6 bis 40 Monaten eine
vollstindige Knochenregeneration feststellen und in 24% der Félle wurde nach 3 bis 8 Mona-
ten eine Verkleinerung der Lésionen beobachtet. Leonardo et al. (92) bereiteten ebenfalls in
Vivo Zéhne mit nekrotischem Endodont mit 2%iger CHX Losung auf und untersuchten die
Zidhne vor und 48 Stunden nach Aufbereitung auf nachweisbare Mikroorganismen. Von 18
Ziahnen mit isolierbaren Keimen konnten zwei Tage nach CHX-Applikation nur noch in 3
Zshnen anaerobe Keime nachgewiesen werden. Die Zahl der Streptococcus mutans Kolonien
war in allen Fillen auf 0 reduziert (92). Ringel et al. (140) bereiteten in &hnlicher Weise 60
Zshne auf, jedoch verglichen sie 0,2%ige CHX-Losung mit 2,5%iger NaOCl-Losung. Die
Autoren untersuchten hierbei, wie viele Sitzungen nétig waren, bis alle Wurzelkandle nur
durch Aufbereitung und Spiilung keine Bakterien mehr aufwiesen. Fiir beide Losungen
musste eine dhnliche Anzahl von Sitzungen anberaumt werden. Wéhrend jedoch in den mit
NaOCl behandelten Zahnen in 11 Fillen nach bereits erreichter Keimfreiheit wieder Wachs-
tum beobachtet wurde, konnte dies in den durch CHX behandelten Zihnen in 24 Fillen fest-
gestellt werden. Dieser Unterschied war statistisch signifikant. Die Ergebnisse dieser Studie
stellen somit den dem CHX zugeschriebenen Residualeffekt in Frage. In einer weiteren Studie
von Kuruvilla und Kamath (91) wurden ebenfalls die antimikrobiellen Eigenschaften von
CHX und NaOCl in vivo verglichen. In Zdhnen, die mit NaOCI gespiilt wurden, konnten in 3
von 10 Fillen keimfreie Bedingungen geschaffen werden. Ahnliche Ergebnisse wurden bei 4
von 10 mit CHX behandelten Fillen und 6 von 10 Fillen in einer weiteren Gruppe, in der mit
einer Kombination aus NaOCl und CHX gespiilt wurde, erzielt. Die letzte Gruppe war hierbei
signifikant effektiver als die erste. Die Autoren untersuchten nicht, inwieweit diese Mischung

der beiden Losungen in der Lage ist, nekrotische Gewebe aufzuldsen.

Barbosa et al. (8) instrumentierten zur Bestimmung der antimikrobiellen Wirkung

verschiedener Substanzen Zihne mit nekrotischem Endodont in vivo und legten anschlieBend
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CPCM, Ca(OH), oder 0,12%iges CHX ein. Die Autoren konnten keinen signifikanten

Unterschied in der Desinfektionswirkung der eingelegten Medikamente feststellen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass CHX beziiglich der antimikrobiellen
Eigenschaften NaOCl durchaus &hnlich ist, wobei vor allem seine geringe Toxizitét fiir den
Wirt liberzeugt (84;187). CHX vermag es jedoch nicht - wie NaOCl - Endotoxine zu
neutralisieren (3). Bisher konnte auch noch kein Gewebe auflésender Effekt von CHX

nachgewiesen werden.

4 Artifizielle Infektion von Dentin

Um die Wirkung antibakterieller Substanzen auf Bakterien in Dentinkanélchen in vitro zu
testen, ist es notwendig, vorher Dentin erfolgreich artifiziell zu infizieren. Vorreiter auf
diesem Gebiet sind Haapasalo und Orstavik. 1987 entwickelten sie eine Methode zur
artifiziellen Infektion von Dentin, die von vielen Autoren mit Verdnderungen der
antiseptischen  Substanzen, ihrer Konzentrationen, der Mikroorganismen und der
Inkubationszeiten nachgeahmt wurde (49;71;101;132;161;180). In dem urspriinglichen
Versuch Haapasalos und Orstaviks (57) wurden aus frisch extrahierten Rinderzdhnen
zylindrische Dentinblocke mit 4mm Hohe, 6mm Breite und einem Durchmesser des
Kanallumens von 2,3mm hergestellt. Wurzelzement wurde von allen Dentinbldcken entfernt.
Die Dentinkanélchen wurden durch eine 4 miniitige Behandlung mit 17% EDTA und 5,25%
NaOCl geoffnet. Als nichstes wurden die Testobjekte in Yeast-Extrakt-Glukose-Broth fiir
24h bei 37°C eingelegt. Dann wurden die Dentinblécke fiir 10min mit Ultraschall behandelt,
um die Penetration des Mediums in die Dentinkandlchen zu verbessern. Die Inkubationszeit
der Dentinblocke mit Bakterien betrug 3 Wochen. Vor dem Testen der antiseptischen
Substanzen wurde die &uBlere Fliche der Dentinblocke mit Nagellack versiegelt. Die
Testsubstanzen (Kalziumhydroxid und CMCP) wurden in die Pulpalumen gefiillt, bis auch die
freie Oberflache der Dentinblocke bedeckt war (57).

Im Jahr 1990 verdffentlichten die Autoren einen weiteren Versuch nach dem gleichen
Schema. Sie verdnderten jedoch die Bakterienarten und testeten drei weitere antiseptische
Mittel (116). Zehn Jahre spéter wurde unter der Leitung von Haapasalo (56) eine andere
Methode zur artifiziellen Infektion des Dentins vorgestellt. Sterilisiertes Dentin wurde zu
Dentinspénen mit einer Partikelgrofie 0,2 bis 20 Mikrometer verarbeitet. Den Dentinspinen

wurden zundchst die antiseptischen Testsubstanzen hinzugefiigt und fiir 24h bei 37°C
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inkubiert. Anschlieend erfolgte die Infektion mit Enterococcus faecalis. 5min, 1h und 24h

nach Infektion der desinfizierten Dentinspéne wurden Stichproben entnommen.

Im selben Jahr erarbeitete Waltimo (182), in Zusammenarbeit mit Haapasalo und Orstavik,
eine weitere Methode zur artifiziellen Infektion des Dentins. 2mm dicke Dentinscheiben
wurden zwischen zwei Kiivetten platziert. Die beiden Kiivetten hatten jeweils eine zirkulédre
Offnung zur Dentinscheibe hin. Die Kiivette der pulpanahen Seite der Dentinscheibe wurde
mit Medium gefiillt und die Konstruktion fiir 48h bei 37°C inkubiert, um so eine Penetration
des Mediums von der einen Kiivette , durch die Dentinscheibe in die zweite Kiivette zu
initiieren. Erst dann wurde 0,1ml der Bakteriensuspension in die pulpanahe Kiivette injiziert.
Die Inkubation bei 37°C wurde so lange durchgefiihrt, bis Bakterienwachstum in der nicht

infizierten Kiivette auftrat.
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III Fragestellung

Ziel der vorliegenden Studie war es, in moglichst kurzer Zeit eine gezielte, dichte bakterielle
Infektion 200pm dicker, zuvor keimfreier Rinderdentinscheiben zu erreichen. Hierzu sollte
eine Methode entwickelt werden, welche von den bisher in der Literatur angewendeten
Methoden in der Art der Infektion abwich. Die Eignung dieser Methode sollte nachgewiesen
werden. Dazu wurde die antibakterielle Wirkung von NaOCl (0,5%, 1,0%, 3,0%) und CHX
(0,2%) auf Enterococcus faecalis untersucht. Zur Kontrolle der Tiefe des Eindringens der
Bakterien in die Dentinkandlchen wurden einzelne rasterelektronenmikroskopische Bilder

gemacht.
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IV Material und Methode

1. Materialien
1.1 Eingesetze Mikroorganismen

Fir die artifizielle Infizierung von bovinem Dentin wurde Enterococcus faecalis (ATTC
29212) verwendet. Die priméren tiefgefrorenen Bakterienkulturen stammten aus dem Institut
fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene am Klinikum der Universitit Regensburg und
wurden auf Glasperlen mit zentralem Hohlzylinder zur Verfiigung gestellt. Sie wurden als

Gefrierkultur bei -7°C aufbewahrt.

1.2 Testmaterialien

Als Testsubstanzen wurden Chlorhexidin (CHX) und Natriumhypochlorit (NaOCl) benutzt.
CHX wurde als 0,2% ige Losung (bezogen aus der Apotheke der Medizinischen Fakultét der
Universitdt Regensburg) verwendet. Das NaOCl wurde als 5,25% ige Losung der Firma
Speiko (Hypochlorit-Speiko, Wirkstoff: Natrium-hypochlorit  5,25%; Speiko, Miinster,
Deutschland) bestellt und als 1% iges Natriumhypochlorit aus der Apotheke der
Medizinischen Fakultdt der Universitdt Regensburg bezogen. Die im Versuch verwendeten
NaOCl Konzentration 0,5% und 3,0% wurden aus der 5,25% Losung durch Verdiinnung mit
18 Q-Millipore-Wasser aus dem Millipore-Apparat (MilliQUFplus, Millipore; Molsheim,
Frankreich) im eigenen Labor hergestellt. Die Lagerung der Substanzen erfolgte in
verschlossenen, braunen Glasflaschen im Laborkiihlschrank (Privileg de luxe, Typ 2647) bei
7,5°C. Die im Experiment bendtigten Mengen der Testsubstanzen wurden stets mit sterilen,
automatischen Pipetten (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) aus den Vorratsflaschen
entnommen. Alle zwei Wochen wurden Sterilkontrollen genommen. Hierzu wurden jeweils
100pl der Testsubstanzen auf sterilen CASO-Platten (hergestellt im Institut flir medizinische
Mikrobiologie und Hygiene, Universitit Regensburg, Deutschland, Leiter Prof. Dr. H. Wolf)
ausplattiert und die Platten fiir 24h bei 37°C inkubiert (Inkubator, T 5050E; Heraus; Hanau,
Deutschland). Ausbleiben von Bakterienwachstum war der Beweis fiir die Sterilitit der
Substanzen. Als Kontrollsubstanz wurde eine 0,9% ige Kochsalzlosung verwendet, welche im
eigenen Labor durch Losen der entsprechenden Mengen NaCl (Artikelnummer 1.06404,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) in 18 Q2-Millipore-Wasser, hergestellt wurde.
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1.3 Ndhrmedium

Als Nahrmedium fiir Enterococcus faecalis wurde Trypticase-Soy-Broth Pulver (TSB-
Beckton Dickingson, USA) verwendet. Das Fliissigmedium wurde im eigenen Labor
hergestellt. Es wurden 30g TSB in 1 Liter 18 Q-Millipore-Wasser aufgelost. Die 500ml
Flaschen mit dem sterilen Medium wurden bis zu ihrem Einsatz im Versuch im
Laborkiihlschrank bei 7,5°C aufbewahrt. Die Lagerdauer tiberschritt nie den Zeitraum von 2

Wochen. Es wurden regelméifige Sterilitdtskontrollen durchgefiihrt (siche 1.2).

1.4 Inkubation der Mikroorganismen

Die Bakterienkulturen wurden im Inkubator (T5050E, Heraus; Hanau, Deutschland) bei 37°C
ohne CO,-Zusatz inkubiert. Der Luftdruck und die Luftfeuchtigkeit in der Inkubationskammer
wurden durch die Umgebungsatmosphéire bestimmt. Bei geschlossenem Inkubator herrschte

in der Inkubationskammer Dunkelheit.

1.5 Sicherheitsvorkehrungen

Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte unter sterilen Laborbedingungen in einer sterilen
Werkbank (HF48, GelaireFlow Laboratoires; Opera, Italien). Bei allen Arbeiten mit den
Bakterien wurde vom Experimentator Schutzbrillen, Schutzkittel, Nitril-Handschuhe
(Sempercare, Semperit Technische Produkte; Wien, Osterreich) und ein Mundschutz
(Sentinex, Lite EI, Lohmann&Rauscher; Neuwied, Deutschland) getragen. Zur
Héandedesinfektion vor, wahrend und nach den verschiedenen Arbeiten wurde Mucasept
(Merz; Frankfurt am Main, Deutschland) verwendet. Zur Desinfektion von Arbeitsgeriten
und Fldachen wurde Ethanol in einer 70%igen Losung eingesetzt. Dieser wurde im Labor
durch Verdinnung von Ethanol abs. (Chemikalienausgabe, Universitit Regensburg,
Deutschland) mit entionisiertem Wasser (18Q) aus dem Millipore-Apparat angesetzt.
Lediglich das Messen der optischen Dichte der Bakterienkulturen am Photometer (Ultrospec
3300 pro,UV/Visible Spectrophotometer, Amersham Biosciences, UK) wurden aus
technischen Griinden am Photometrie-Arbeitsplatz auerhalb der Werkbank durchgefiihrt.
Der Arbeitstisch wurde vor und nach den Arbeiten griindlich mit 70%igem Ethanol

desinfiziert.
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1.6 Vorbereitung der Bakterienkulturen

Fiir die Versuche wurden 500ul Gefrierkulturen von Enterococcus faecalis hergestellt. Die
Lagerung der portionierten Gefrierkulturen erfolgte bei —86°C in einem ULT-Tiefkiihlschrank
(Forma-86 Freezer, Thermo Electron Corporation; Marietta, USA). Um die
Bakteriensuspension filir die Versuche herzustellen, wurden aus einem fiir 30min bei
Raumtemperatur aufgetauten, 2,5ml fassenden Eppendorfcup (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland), das eine 500ul Portion der tiefgefrorenen Bakteriensuspension enthielt, jeweils
200pl der Suspension in zwei Erlenmeierkolben (Weithals, 100ml; Schott Instruments,
Mainz, Deutschland), gefiillt mit jeweils 50ml TBS, eingeimpft. Die Kolben mit dem
angeimpften Medium wurden fiir 24h inkubiert. Danach wurde die optische Dichte der
gewonnenen Bakteriensuspension am Photometer bestimmt. Hierzu wurden mit sterilen
Glaspipetten 100pul aus der Suspension entnommen und in Glaskiivetten (104-OS, Hellma;
Miillheim, Deutschland) gefiillt, diese mit Parafilm (Pechiney plastic packaging; Menasha,
USA) abgedichtet, und die optische Dichte am Photometer bei einer Wellenldnge von 600nm
gemessen. Die Suspension musste eine minimale OD von 1,200 erreichen, um im Versuch
eingesetzt zu werden. Ein oberer Grenzwert war nicht gesetzt. Die von uns gemessene OD
iiberschritt jedoch selten einen Wert von 1,300. Die Einmal-Glaskiivetten wurden vor
Gebrauch filir 20min in einem 70%igen Ethanolbad eingelegt, in der Sterilbank getrocknet,
eingeschweif3t und fiir 2 Stunden unter das UV-Licht in der Sterilbank gelegt.

1.7 Bottle Top Filter

Fiir diesen Versuch wurden aus dem steril verpackten Bottle Top Filter (Bottle Top-Filter
150ml, Falcon 35, 7105 Becton Dickson Labware, Becton Dickinson and Company, Franklin
Lakes, N.J., USA; Abb.1) die 22um Porendichte (Herstellerangabe) Zellulose Nitrat
Membran (Bottle Top-Filter 150ml, Falcon 35, 7105 Becton Dickson Labware, Becton
Dickinson and Company, Franklin Lakes, N.J., USA ) durch eine Imm dicke Silikonmatte
ersetzt, aus der vorher mit einem Skalpell zwei 2mm x 8mm grofle Rechtecke ausgeschnitten
wurden (Abb. 2). Die Silikonmatten wurden nach jedem Versuch autoklaviert (Fedegari
Autoclavi; Albuzzano, Italien) und spétestens nach sechsmaligen Gebrauch durch neue

ersetzt.
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Abb. 1:

Abb.1: Bottle Top Filter auf Auffangflasche mit Verbindungsschlauch zur Vakuum-Pumpe

Abb. 2:

Abb. 2: Silikonmatte in Bottle Top fixiert. Mit Unterdruck angesaugte Dentinscheibe mit
deutlich sichtbaren 2mm x 8mm Durchziehbereich

Der Unterdruck zum Durchziehen der Bakteriensuspension durch die Dentinscheiben wurde
mit einer Membran-Vakuumpumpe (Membranpumpe einstufig, ME4, Vacuubrand GmbH,
Wertheim, Deutschland) bei einem Druck von 3,7m*h; 80mbar erzeugt. Die Pumpe wurde

durch einen Schlauch mit dem Bottle Top Filter verbunden (Abb.1).
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2 Methode

2.1 Atrtifizielle Infizierung von Rinderdentin

Ein Ansatz zur artifiziellen Infizierung der Rinderdentinscheiben dauerte 5 Werktage. Er

beinhaltete 4 Dentinscheiben in 2 Bottle Top Filtern.

2.2 Rinderzdhnegewinnung

Im Zerlegebetrieb Henke in Feuchtwangen (EZ-Nummer 152, Inhaber Hr. Henke,
Feuchtwangen, Deutschland) wurden von frisch geschlachteten 2 bis 3 Jahre alten Rindern die
4 mittleren, bleibenden Frontzéhne entnommen. Mit einem Hebel und einer Eckzahn- und
Primolarenzange fiir den Oberkiefer wurden die Zéhne extrahiert. Nachdem mit dem Hebel
zirkuldr der obere Anteil des Parodonts gelést wurde, konnte mit leicht luxierenden
Bewegungen der Rest des Zahnhalteapparates gelost und die Zdhne vorsichtig extrahiert
werden. Zahne, deren Kronen absplitterten, oder die frakturierten, wurden nicht verwendet, da

eine Fraktur des Dentins nicht ausgeschlossen werden konnte.

2.3 Bearbeitung und Lagerung der extrahierten Rinderzéhne

Die extrahierten Zdhne wurden in Plastikbehidltern mit 0,5%-iger Chloramin-T-Losung
(Artikelnummer 1.02426, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) vom Zerlegebetrieb in
Feuchtwangen ins Labor transportiert. Die Bindegewebsanteile und die Wurzelhaut wurden
mit einem Skalpell entfernt. Die gereinigten Rinderzahne wurden bis zur Weiterverarbeitung

hochstens drei Monate lang in destilliertem Aqua (Laborbedarf) gelagert.

2.4 Dentinscheibenherstellung

Die gereinigten Rinderzdhne wurden mit PalaDur Autopolimerisat (PalaDur Lot 015809-
Pulver; Lot 022389-Fliissigkeit; Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland) auf dafiir speziell
vorgesehenen Objekttragern befestigt (Abb. 3) und die Sockel mit den Zéhnen in destilliertem
Aqua aufbewahrt.
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Abb. 3:

Abb. 3: Gesockelter Rinderzahn

An einem Innenloch-Ségemikrotom (Typ 025-097.25, Leitz; Wetzlar, Deutschland) wurden
unter Wasserkiihlung in sagittaler Richtung 200pum dicke Dentinscheiben geschnitten. Pro
Zahn wurden 2 bis 4 Scheiben am nidhesten der Pulpa verwendet. Thre Dicke wurde mit einer
Mikrometerschraube (Biigelmessschraube, Mitutoyo Deutschland, Neuss, Deutschland)
kontrolliert, der Toleranzbereich betrug 190pum bis 210pum. Die pulpanahe Seite jeder Scheibe
wurde mit einem Bleistift markiert (Abb. 4). Alle Scheiben wurden beidseitig 30sec lang mit
50%iger Zitronensdure geitzt, in 20ml steriler 0.9%iger NaCl Losung gespiilt und bis zur
weiteren Verwendung, max. 30min, in sterilem 0,9%igem NaCl aufbewahrt. Sowohl die
50%ige Zitronensdure als auch die 0,9%ige Natriumchloridldsung wurden im Labor, durch
Losen der entsprechenden Mengen Zitronensdure (Chemikalienausgabe der Universitét
Regensburg, Deutschland) bzw. NaCl (Artikelnummer 1.06404, Merck Chemicals,
Darmstadt, Deutschland) in 18 Q-Millipore-Wasser, hergestellt. Die Dentinscheiben wurden
immer am Tag des Versuchsansatzes frisch geschnitten und nicht autoklaviert, um die
Struktur des Dentins vor der Infektion mit Enterococcus faecalis so wenig wie moglich zu

verandern. Es wurden stichweille Sterilproben durchgefiihrt.

Abb. 4:

Abb. 4:  200pum dicke Dentinscheibe auf der pulpanahen Seite beschriftet
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2.5 Versuchsaufbau und -ablauf

Ein 5 Werktage dauernder Versuchsansatz beinhaltete 4 Dentinscheiben in zwei Bottle Top
Filtern. Es wurden insgesamt 10 Versuchsansdtze mit 40 infizierten Dentinscheiben

ausgefiihrt (Tab.1).

Tab. 1:
TAG 1 e Inkulturnahme von Enterococcus faecalis
TAG2 e Ansetzen des Versuchsansatzes. Ein Versuchsansatz beinhaltet 4
Dentinscheiben (200pum) in zwei Bottle Top Filtern
e Durchziehzeit: 4 Stunden
e Inkubation der Dentinpléttchen (ausgeschnittener Durchziehbereich) in
TSB
TAG3 e Medienwechsel nach 24h Inkubation
e Inkubation flir weitere 24h
TAG 4 e Halbieren der Plittchen
e Auftragen und Einwirken der Testmaterialien (NaOCl 0,5%, 1,0%,
3,0%; CHX 0,2%) und des Kontrollmaterials (NaCl 0,9%);
Einwirkzeiten 30sec und 10min
e Beginn der Triilbungsmessungen zur Stunde 0 {iber einen Zeitraum von
26h am Spectrophotometer
TAG S5 e Letzte Messung nach 26h
e Auswertung der Ergebnisse
Tab. 1: Schematische Darstellung des Ablaufes eines Versuchsansatzes iiber 5 Tage

Tag 1-Inkulturnahme von Enterococcus faecalis

Eine 500ul Gefrierkultur Enterococcus faecalis in einem Eppendorfcup (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) wurde aus dem -86°C ULT-Tiefkiihlschrank entnommen und fiir
30min bei Raumtemperatur in der Sterilbank aufgetaut. Zwei sterile Erlenmeyerkolben mit

Glaskiigelchen wurden mit je 50ml TBS gefiillt. Als néchstes wurden mit sterilen,

30




automatischen Pipetten je 200ul der aufgetauten Bakteriensuspension entnommen und in die
Kolben mit dem Medium pippetiert. Die Erlenmeyerkolben wurden mit den dazugehorigen

Deckeln verschlossen und fiir 24h bei 37°C inkubiert.

Tag 2-Artifizielle Infektion des Dentins

Gewinnen der 200pm Dentinscheiben: Es wurden vier Scheiben pro Ansatz eingesetzt. In der
Sterilbank wurde der Bottle Top Filter vorbereitet, die Silikonmatte fliissigkeitsdicht
eingeklemmt und der Schlauch der Pumpe an das Bottle Top angeschlossen. Die
Bakterienkulturen wurden aus dem Inkubator entnommen, in die Sterilbank gestellt und zwei
Dentinscheiben so auf jeder Silikonmatte platziert, dass die zuvor geschnittenen Rechtecke

ganz vom Dentin bedeckt waren (Abb.2).

Als nidchstes wurden die Dentinscheiben leicht mit Pinzetten an die Silikonmatte fixiert.
Danach wurde der Anschaltknopf der Pumpe betétigt und 20ml Bakteriensuspension iiber die
Dentinscheiben gegossen. Nach einer Minute wurde mit Pinzetten kontrolliert, ob die
Dentinscheiben durch den Unterdruck sicher fixiert waren. War dies der Fall, so wurde der
sichtbare Durchziehbereich des Dentins mit Bleistift nachgezeichnet (Abb.5). Loste sich
jedoch eine der Dentinscheiben wihrend der Kontrolle, so musste der Ansatz abgebrochen
und ein neuer mit zwei anderen Dentinscheiben durchgefiihrt werden. Diese Kontrollprozedur

wurde wahrend der vierstiindigen Durchziehdauer jede halbe Stunde wiederholt.

Weiterhin wurde eine visuelle Kontrolle der Auffangflasche vorgenommen. Trat ein
kontinuierlicher, sichtbarer Fluss der Bakteriensuspension aus dem Filter in die Auffang-
flasche auf, musste der Versuch abgebrochen werden, da dies auf eine undichte Stelle in der

Konstruktion hinwies.

Nach 4 Stunden wurde die Membran-Vakuumpumpe abgeschaltet. Nachdem sich die
Dentinscheiben durch langsamen Abbau des Unterdrucks gelost hatten, wurden sie mit
Pinzetten herausgenommen und auf einer autoklavierten Serviette abgelegt. Mit einem
Skalpell wurde der vorher markierte Durchziehbereich des Dentins ausgeschnitten (Abb.6).
Die vier 2mm x 8mm messenden Dentinplittchen wurden jeweils in einen Elmeierkolben mit

25ml TBS eingelegt und bei 37°C fiir 24h inkubiert.
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Abb. 5: Abb.6:

Abb. 5:  Dentinscheibe mit markiertem Abb.6:  Detail aus Abb. 5: Ausgeschnittener

Durchziehbereich Durchziehbereich

Tag 3-Medienwechsel und Zugabe frischer Bakteriensuspension

Nach 24h wurden die Plittchen den Kolben entnommen, oberflachlich mit sterilen Wattepads
(Lot 3901, Lagerhaltung Klinikum der Universitit Regensburg, Deutschland) abgewischt und
dann jeweils in einem eigenen Kolben fiir weitere 24h in frischem, mit 100ul Bakterienkultur,

beimpften TBS inkubiert.

Tag 4-Desinfektion des artifiziell infizierten Dentins und Beginn der Triibungsmessung

Nach Ablauf von weiteren 24 h wurden die Elmeierkolben wieder aus dem Inkubator
entnommen. Die Testsubstanzen und die Kontrollsubstanz (0,9% NaCl) wurden aus dem
Kiihlschrank entnommen und in der Sterilbank bereitgestellt. Fiir jedes Dentinplattchen war
eine Testsubstanz vorgesehen: 0,5%, 1,0%, 3,0%NaOCl oder 0,2%CHX. Die Dentinpléttchen
wurden aus den Kolben entnommen und griindlich an beiden Seiten mit sterilen Wattepads
gesdubert. Mit einem Skalpell wurde jedes der 4 Dentinpléttchen halbiert (Abb. 7). Auf diese
Weise erhielt jedes Testplittchen seine eigene Kontrolle, die bisher mit den gleichen Mitteln
und unter den selben Voraussetzungen behandelt wurde. Die 8 Halften wurden mit Pinzetten
in 6-Well-Platten gelegt. Mit automatischen Pipetten (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
wurden jeweils Sml der Testsubstanzen auf jeweils eine der Hilften der Pléattchen aufgetragen
und auf die jeweils zugehorige andere Hilfte Sml der Kontrollsubstanz. Es wurden zwei
Einwirkzeiten fiir Test und Kontrolle gewéhlt. Nach Beendigung der Einwirkdauer wurden
die halben Pléttchen in 20ml NaCl ausgespiilt und in vorher vorbereitete und beschriftete

Elmeierkolben mit je 60ml TBS Medium eingelegt.
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Abb. 7:

Abb.7:  Mit Enterococcus faecalis infiziertes Dentinplittchen vor (links) und nach

Halbierung (rechts).

Unmittelbar nach Einlegen der halben Plittchen in je einen Kolben wurde die erste
Triibungsmessung (Stunde 0) durchgefiihrt. Wahrend der folgenden Inkubation fiir 26
Stunden wurden nach 2, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 20, 22, 24, 26 Stunden
Triibungsmessungen durchgefiihrt. Fiir die Triibungsmessungen wurden mit automatischen
Pipetten (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) jeweils 100pl der Suspension aus jedem Kolben

entnommen und in vorher sterilisierte und beschriftete Glaskiivetten eingespritzt.

3 Datenerfassung und statistische Auswertung

Es wurden jeweils 5 Stichproben pro Testmaterial und Einwirkzeit durchgefiihrt. Bei 4
Testmaterialien und zwei verschiedenen Einwirkzeiten ergeben sich 40 Stichproben in 8
Untersuchungsgruppen. Jede Stichprobe wurde nach Infektion mit Enterococcus faecalis

halbiert, so erhielt jedes Testmaterial seine bisher gleichbehandelte Kontrolle.

Uber einen Zeitraum von 26 Stunden wurden nephellometrischen Messung zu den Stunden 0,
2,4,6,7,8,9,10, 11, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 durchgefiihrt. Die so erhaltenen OD-
Daten (y-Achse) mit den zugehdrigen Messzeiten (x-Achse) wurden an einer 4-Parameter-
Logistischen-Dosis-Reaktionskurve gefittet (Tablecurve 2D Version 5.01, SPSS Inc.,
Chigago, USA). Aus den so ermittelten Kurven wurden folgende Parameter mit Hilfe der

verwendeten Software bestimmt (Abb.8).
e Die optische Dichte in der Lag- und der Plateau-Phase
e Die Zeitpunkte des Beginns und des Endes der Log-Phase

e Den Zeitpunkt und die OD im Wendepunkt (Zeitpunkt des maximalen Wachstums der
Bakterienkultur)
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Aus diesen mit der Software bestimmten Parametern wurde folgender Hauptparameter

berechnet und zur weiteren Analyse herangezogen:

e Differenz des Zeitpunktes des maximalen Wachstums zwischen Test und zugehdriger

Kontrollkultur (Abb.9)

Die deskriptive Darstellung erfolgte als Mediane mit zugehorigen 25-75% Quantilen. Zur
Uberpriifung der Signifikanz wurde der Mann-Whitney-Test und die Error-Rates-Methode
(ERM) auf dem Signifikanzniveau o. = 0,05 angewandt.

Abb. 8:

Time [h]

Abb. 8: Die im Photometer gemessenen OD-Daten (y-Achse) wurden gegen die
zugehorigen Messzeiten (x-Achse) aufgetragen (Rechtecke) und anschlieBend an
einer 4-Parameter-Logistischen-Dosis-Reaktionskurve gefittet. Dargestellt sind der
Fit (weile Kurve) und das 95% Konfidenzintervall (lila Kurven). Das Beispiel
zeigt die Daten der Scheibe Nr 56, die fiir 10 min mit CHX 0,2% desinfiziert

wurde.
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Abb. 9 Veranschaulichung der Differenz des Zeitpunktes des maximalen Wachstums

zwischen Test und zugehoriger Kontrollkultur in einer Grafik (Beispiel wie in
Abb. 8).

* Differenz des Zeitpunktes des maximalen Wachstums

4 Rasterelektronenmikroskopische Bilder

Zur exemplarischen Visiualisierung der Besiedlung der Dentinkandlchen mit Enterococcus
faecalis wurden von einigen Dentinscheiben Bilder im Rasrerelektronenmikroskop (Fei
Quanta 400 FEG, FEI Europe B.V., Eindhoven, Holland) erstellt. Die 200pm dicken
Dentinscheiben wurden ldngs gebrochen und mit Leit-C-Plast auf einem Stub fixiert. Die
Proben wurden im feuchten Zustand im low-vacuum Modus untersucht. Die Aufnahmen

zeigen jeweils die entstandene Bruchkante und den Verlauf der Dentinkanélchen.
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V Ergebnisse

1 Die optische Dichte in der Lag- und Plateau-Phase

Die Werte der optischen Dichte (OD) in der Lag-Phase war in allen Fillen kleiner oder gleich
0,01. Die OD Werte in der Plateau-Phase lagen fiir beide Einwirkzeiten (30sec und 10min)
alle tiber dem Wert von 1,3 mit der Ausnahme von NaOCI 3,0% nach 10min Einwirkzeit, wo
die OD konstant gleich Null war (Abb. 10, 11). Fiir 10min Einwirkzeit waren die OD Werte
in der Plateau-Phase fiir NaOCl 3,0% signifikant unterschiedlich zu allen anderen Materialien
(Tab. 2). Die OD Werte fiir die Einwirkzeiten unterschieden sich fiir das Testmaterial NaOCI
3,0% (Tab. 3). OD Werte von Test- und Kontrollmaterial unterschieden sich signifikant fiir
NaOCl 1,0% und 3,0% (Tab. 4). ERM ergab einen signifikanten Einfluss der Materialien.
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Abb. 10: Abb. 11:
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Abb. 10: OD in der Plateau-Phase bei 30s Einwirkzeit fiir alle Kontrollen und Abb.11: OD in der Plateau-Phase bei 10min Einwirkzeit fiir alle Kontrollen und
Testmaterialien. Dargestellt sind Mediane und 25-75% Perzentile aus 5 Testmaterialien. Dargestellt sind Mediane und 25-75% Perzentile aus 5
Stichproben. Stichproben.

2. Die Zeitpunkte des Beginns und des Endes der Log-Phase

Die Zeitpunkte des Beginns der Log-Phase lagen bei den Kontrollmaterialien bei beiden
Einwirkzeiten zwischen 4,8 und 5,7 Stunden (Abb. 12, 13). Die paarweisen Tests sowohl der
Materialien gegeneinander fiir jede der beiden Einwirkzeiten, als auch der Einwirkzeiten
gegeneinander fiir jedes der vier Materialien ergaben keinen signifikanten Unterschied
(Tab. 2, 3). Die Zeitpunkte des Beginns der Log-Phase der Testmaterialien nach 30sec
Einwirkzeit stieg mit der NaOCl Konzentration signifikant von 8,6h auf 15,1h an. ERM ergab
einen signifikanten Einfluss der Materialien (Tab. 2). CHX 0,2% unterschied sich mit einem
Wert von 8,6h signifikant von NaOCl 3,0%. Der Beginn der Log-Phase nach 10 min
Einwirkzeit lag fiir die NaOCl Konzentrationen 0,5% und 1,0% bei 13,0-13,6h. Bei NaOCl
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3,0% konnte kein Bakterienwachstum mehr nachgewiesen werden, somit konnte theoretisch

auch rechnerisch kein Beginn der Log-Phase ermittelt werden. Der Wert von 10,4h fir CHX
0,2% unterschied sich signifikant von 13,6h fiir NaOCl 1,0% (Tab.2). ERM ergab einen
signifikanten Einfluss von Testmaterial, Einwirkzeit und Test gegen Kontrolle (Tab. 2-4).

Abb. 12:

30 s Einwirkzeit

Abb.12:

Beginn Log-Phase [h]

24 - [ Kontrolle (0,9% NaCl)
[ Testmaterial

05% 3 0% 0.2%

200

Qv
1 N cPX

NeOC =™ (a0C!

Testmaterialien

Beginn der Log-Phase in h bei 30s Einwirkzeit fiir alle Kontrollen und
Testmaterialien. Dargestellt sind Mediane und 25-75% Perzentile aus 5

Stichproben.
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Abb. 13:

10 min Einwirkzeit
Beginn Log-Phase [h]

Abb.13:
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Beginn der Log-Phase in h bei 10min Einwirkzeit fiir alle Kontrollen und
Testmaterialien. Dargestellt sind Mediane und 25-75% Perzentile aus 5

Stichproben.

b) Bei NaOCl 3,0% fand in den Testkulturen kein Bakterienwachstum statt. Daher
war eine Log-Phase nicht vorhanden, somit konnte kein Beginn der Log-Phase

berechnet werden.

Die Zeitpunkte des Endes der Log-Phase lagen bei den Kontrollmaterialien bei beiden

Einwirkzeiten zwischen 8,7h und 10,1h (Abb. 14, 15). Die paarweisen Tests sowohl der

Materialien gegeneinander fiir jede der beiden Einwirkzeiten, als auch der Einwirkzeiten

gegeneinander fiir jedes der vier Materialien ergaben keinen signifikanten Unterschied

(Tab. 2, 3). Die Zeitpunkte des Endes der Log-Phase der Testmaterialien nach 30sec

Einwirkzeit stieg mit der NaOCl Konzentration signifikant von 12,9h auf 25,7h an. ERM
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ergab einen signifikanten Einfluss der Materialien (Tab. 2). CHX 0,2% unterschied sich mit
einem Wert von 12,9h signifikant von NaOCI 3,0%. Das Ende der Log-Phase nach 10min
Einwirkzeit lag fiir die NaOCl Konzentrationen 0,5% und 1,0% bei 16,4-22,7h. Bei NaOCl
3,0% konnte kein Bakterienwachstum mehr nachgewiesen werden, somit konnte theoretisch
auch rechnerisch kein Ende der Log-Phase ermittelt werden. Der Wert von 15,7h fir CHX
0,2% unterschied sich gerade nicht mehr signifikant (p=0.063) von 22,7h fiir NaOCl 1,0%
(Tab. 2). ERM ergab einen signifikanten Einfluss von Testmaterial, Einwirkzeit und Test
gegen Kontrolle (Tab. 2-4).

Abb. 14:
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Abb. 14:  Ende der Log-Phase in h bei 30s Einwirkzeit flir alle Kontrollen und
Testmaterialien. Dargestellt sind Mediane und 25-75% Perzentile aus 5

Stichproben.
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Abb. 15:
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Abb. 15:  Ende der Log-Phase in h bei 10min Einwirkzeit fiir alle Kontrollen und
Testmaterialien. Dargestellt sind Mediane und 25-75% Perzentile aus 5

Stichproben.

b) Bei NaOCl 3,0% fand in den Testkulturen kein Bakterienwachstum statt. Daher
war eine Log-Phase nicht vorhanden, somit konnte kein Ende der Log-Phase

berechnet werden.

3. Zeitpunkt und OD im Wendepunkt

Die Zeitpunkte im Wendepunkt der Kurve, d.h. die Zeitpunkte des maximalen Wachstums der
Bakterienkulturen lagen bei den Kontrollmaterialien bei beiden Einwirkzeiten zwischen 6,4
und 7,5h (Abb. 16, 17). Die paarweisen Tests sowohl der Materialien gegeneinander fiir jede
der beiden Einwirkzeiten als auch der Einwirkzeiten gegeneinander fiir jedes der vier

Materialien ergaben keinen signifikanten Unterschied (Tab. 2, 3). Die Zeitpunkte maximalen
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Wachstums der Testmaterialien nach 30sec Einwirkzeit stieg mit der NaOCl Konzentration
signifikant von 10,4h auf 20,0h an. ERM ergab einen signifikanten Einfluss der Materialien
(Tab. 2). CHX 0,2% unterschied sich mit einem Wert von 10,5h signifikant von NaOCl 3,0%.
Die Zeitpunkte maximalen Wachstums nach 10min Einwirkzeit lag fiir die NaOCI
Konzentrationen 0,5% und 1,0% bei 14,0 bis 17,0h. Bei NaOCl 3,0% konnte kein
Bakterienwachstum mehr nachgewiesen werden, somit konnte theoretisch auch rechnerisch
kein Zeitpunkt maximalen Wachstums ermittelt werden. Der Wert von 12,5h fir CHX 0,2%
unterschied sich signifikant von 17,0h fir NaOCl 1,0% (Tab. 2). ERM ergab einen

signifikanten Einfluss von Testmaterial, Einwirkzeit und Test gegen Kontrolle (Tab. 2-4).

Abb. 16:
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Abb. 16:  Zeitpunkt maximalen Wachstums in h bei 30sec Einwirkzeit fir alle Kontrollen

und Testmaterialien. Dargestellt sind Mediane und 25-75% Perzentile aus 5

Stichproben.
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Abb. 17:
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Abb. 17 Zeitpunkt maximalen Wachstums in h bei 10min Einwirkzeit fiir alle Kontrollen
und Testmaterialien. Dargestellt sind Mediane und 25-75% Perzentile aus 5

Stichproben.

b) Bei NaOCl 3,0% fand in den Testkulturen kein Bakterienwachstum statt. Daher
war eine Log-Phase nicht vorhanden, somit konnte kein Zeitpunkt maximalen

Wachstums berechnet werden.

Die OD im Wendepunkt der Kurven, d.h. die OD zur Zeit des maximalen Wachstums der
Bakterienkulturen lagen bei den Kontroll- und Testmaterialien bei beiden Einwirkzeiten
zwischen 0,625 und 0,687 (Abb. 18, 19), mit der Ausnahme, dass bei NaOCl 3,0% die OD
konstant gleich Null war. Fiir die Kontrollen ergaben sich fiir beide Einwirkzeiten keinerlei
signifikante Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen (Tab. 2, 3). ERM ergab
keinen signifikanten Einfluss von Testmaterial, Einwirkzeit und Test gegen Kontrolle (Tab. 2-
4).
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Abb. 18:  OD zur Zeit maximalen Wachstums bei 30s Einwirkzeit fiir alle Kontrollen und Abb. 19:  OD zur Zeit maximalen Wachstums bei 10min Einwirkzeit fiir alle Kontrollen und
Testmaterialien. Dargestellt sind Mediane und 25-75% Perzentile aus 5 Testmaterialien. Dargestellt sind Mediane und 25-75% Perzentile aus 5
Stichproben. Stichproben.

b) Bei NaOCl 3,0% fand in den Testkulturen kein Bakterienwachstum statt. Daher
war eine Log-Phase nicht vorhanden, somit konnte kein Zeitpunkt maximalen

Wachstums berechnet werden.

4. Differenz des Zeitpunktes des maximalen Wachstums zwischen Test und zugehoriger

Kontrollkultur

Bei 30sec Einwirkzeit war die Zeitdifferenz maximalen Wachstums zwischen Test- und
Kontrollkulturen fiir NaOCI 3,0% mit 13,2h signifikant hoher als mit 4,0h und 5,2h fiir
NaOCl 0,5% und 1,0% (Abb. 20, Tab. 2). CHX 0,2% war mit 3,8h signifikant unterschiedlich
zu NaOCl 3,0%. ERM zeigte einen Einfluss der Materialien.
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Bei 10min Einwirkzeit war die Zeitdifferenz maximalen Wachstums zwischen Test- und
Kontrollkulturen fir NaOCI 1,0% mit 10,8h signifikant hoher als mit 6,4h fiir NaOCI 0,5%
(Abb. 20, Tab. 2). Nach der Einwirkung von NaOCl 3,0% konnte kein Bakterienwachstum
festgestellt werden und somit konnte formal kein Zeitpunkt maximalen Wachstums bestimmt
werden. Zur grafischen Darstellung in Abb. 18 wurde zur Veranschaulichung ein Balken mit
,unendlich® scheinender Zeitdifferenz dargestellt. CHX 0,2% war mit 5,6h signifikant
unterschiedlich zu NaOCI 1,0% und 3,0%. ERM zeigte einen Einfluss der Materialien fiir
10min Einwirkzeit und fiir die Einwirkzeiten gegeneinander (Abb. 20, Tab. 2, 3).
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Abb. 20:  Differenz der Zeitpunkte in h maximalen Bakterienwachstums zwischen Test- und
Kontrollkulturen fiir beide Einwirkzeiten und alle Testmaterialien. Dargestellt sind

Mediane und 25-75% Perzentile aus 5 Stichproben.

a) Bei NaOCl 3,0% fand in den Testkulturen kein Bakterienwachstum statt. Daher
war eine Log-Phase nicht vorhanden, somit konnte keine Zeitdifferenz maximalen
Wachstums berechnet werden. Zur Veranschaulichung wurde graphisch ein Balken

mit ,,unendlich® scheinender Zeitdifferenz dargestellt.

5. Rasterelektronenmikroskopische Bilder

Zur exemplarischen Visualisierung wurden von einigen Dentinscheiben Bilder im Raster-
elektronenmikroskop erstellt. Durch die beidseitige Behandlung jeder Scheibe mit 50%iger

Zitronensdure sind die Dentinkanélchen gedffnet und somit frei zugénglich fiir Bakterien.
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Abbildung 21 zeigt ein rasterelektronenmikroskopisches Bild der lings gebrochenen 200um Abb. 22:
dicken Dentinscheibe 28 in der Mitte der Scheibe. Die Bakterien lagern sich an den Wanden
der Kanilchen an (Pfeile). Um zu sehen, ob die Bakterien wirklich als ,Ketten* in die
Dentintubuli hineinragen, wurden Aufnahmen von den Bruchkanten gemacht, da hier die
Kanile ihrer Lange nach beim Spalten gebrochen wurden. Abbildung 22 zeigt, dass die
Bakterien in einige der Dentinkandlchen hineinragen (Pfeile). Andere wiederum bleiben
unbewachsen. Abbildung 23 zeigt, dass das Bakterienwachstum bis zum unteren Ende der

Bruchstelle der 200 pm dicken Dentinscheiben reicht (Pfeile). Wiederum sind einige

Kanilchen dicht besiedelt, andere bleiben leer.

Abb. 22:  Dentinscheibe 35, Dentinkandlchen bewachsen (Pfeile) mit Enterococcus faecalis,

nahe an der Bruchkante (oben)

Abb. 23:

AbDb. 21: Dentinscheibe 28, Enterococcus feacalis lagert sich an die Wénde der

Dentinkanélchen an (Pfeile).

Abb. 23:  Dentinscheibe 35, Dentinkandlchen am unteren Ende der Bruchstelle der 200pum

dicken Dentinscheibe bewachsen (Pfeile) mit Enterococcus faecalis
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VI Diskussion

1 Rinderdentin

In dieser Arbeit wurden extrahierte bovine Zihne zur Herstellung der Probekorper
ausgewdhlt, so wie auch in vielen Untersuchungen Rinderzéhne zur artifiziellen Infizierung
von Dentin verwendet wurden (57;116;134;162). Rinderzdhne sind leicht und in grofen
Mengen erhiltlich. Sie sind menschlichen Zédhnen in ihrer Struktur dhnlich (64), jedoch sind
Dentinkandlchen von Rinderzdhnen im Durchmesser grofer (131) und die Zahl quer
angeschnittener Dentinkanilchen pro mm® im Wurzeldentin von Rinderzihnen ist im
Vergleich hoher. Im Kronenanteil sind Querschnitt und Anzahl von Dentinkandlchen bei
Menschen- und Rinderzihnen fast gleich (150). Schmalz et al. (152) untersuchten
Wasserdiffusionsrate und hydraulische Leitfahigkeit von Rinder- und Menschendentin im
Vergleich. Die Variabilitdt von Proben menschlichen Dentins erwies sich als doppelt so grof3
wie bei Rinderdentinproben. Menschliches Dentin wird in der Literatur mit der Begriindung
verwendet, dass der Grossenunterschied zwischen Rinder - und Menschenzidhnen bedeutend

sei, und somit auch der Unterschied in der Menge der verwendeten antibakteriellen Mittel (9).

2 Bakterienauswahl

Enterococcus faecalis wird in der zahnmedizinischen Forschung hdufig als Zielkeim
ausgewdhlt. In vivo gilt er als Mitverursacher endodontischer Miflerfolge (108;165;166;174)
und konnte aus ca. 23-70% Zadhnen mit gefiillten Wurzelkanidlen und chronischer apikaler
Parodontitis isoliert werden (83;108;174). Weiterhin ldsst sich Enterococcus faecalis nur
schwer wieder aus infzierten Wurzelkanélen entfernen. In vitro ist Enterococcus faecalis ein
fakultativ anaerobes Bakterium, das nicht anspruchsvoll ist, unter einfachen Bedingungen
wichst und erfolgreich und schnell Dentinkanélchen besiedelt (101). So beschrieben Saleh et
al. (148), dass Enterococcus faecalis nach drei Wochen Inkubationszeit die Dentinkanélchen
auf einer Linge von 300-400pum besiedelten. Nach 14 Tagen Inkubationszeit wurde das
Bakterium von Orstavik und Haapasalo (116) und Heling et al. (71) in einer Tiefe von iiber
500um nachgewiesen. In einer anderen Studie konnte schon nach drei Tagen Inkubation eine

Infektion der gesamten Weite des circumpulpalen Dentins erzielt werden (116).
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3 Methode

Eine notwendige Voraussetzung, um die in vitro Wirkung antibakterieller Mittel auf
Bakterien im Dentin zu testen, ist die artifizielle, gezielte und kontrollierte Infektion des
Dentins. Vorreiter auf diesem Gebiet sind Haapasalo und Orstavik, deren Methode zur
kiinstlichen Infizierung des Dentins in vielen Studien wirklichkeitsgetreu oder mit
Verdnderungen der Versuchsparameter (Bakterienart, Medikamente und deren
Konzentrationen) nachgeahmt wurde (49;101;132;180). Diese Methode beruht auf der
Herstellung von zylinderférmigen Dentinblocken, 4mm hoch und 6mm breit, mit einem
zentralen Pulpalumen von 2,3mm Durchmesser. Diese Dentinblocke wurden in
Bakteriensuspension inkubiert, die Inkubationszeiten variieren zwischen 3 Tagen und 6
Wochen. Dann wurden je nach Versuchsansatz entweder direkt die antibakteriellen
Substanzen getestet (117), oder zuerst mit Rosenbohren Dentinspéaneproben entnommen (116)
und diese dann auf Bakterienanwesenheit getestet. Erst nachdem die Bakterien bis zur
gewiinschten Tiefe penetriert waren, wurde das Kanallumen mit Antiseptika gefillt (116).
Jede neue Studie der Autoren beruhte auf der gleichen Methode der artifiziellen Infektion, mit
Verdnderungen einiger Versuchsparameter, wie zum Beispiel die Testart der Medikamente
oder Medikamenteart. Nur einmal, in Zusammenarbeit mit Waltimo, versuchten Orstavik und
Haapasalo eine andere Art der artifiziellen Infektion von Dentin (182). Hierzu wurden ca.
2mm dicke Dentinscheiben zwischen zwei Plastikkiivetten fixiert. Beide Kiivetten besaflen
eine runde Offnung zur Dentinscheibe hin. Die Kiivette der pulpanahen Seite der
Dentinscheibe wurde mit 2,5ml Medium (TSB) gefiillt und die Konstruktion fiir 24h bei 37°C
inkubiert. Nach der Inkubationszeit waren beide Kiivetten mit TSB gefiillt. Mit einer 0,1ml
Injektionsnadel wurde der Kiivette auf der pulpanahen Seite Bakteriensuspension
(Enterococcus faecalis) hinzugefiigt, die Konstruktion wieder bei 37°C inkubiert, bis
Bakterienwachstum sichtbar wurde, aber maximal bis zu dreiig Tagen. Nach der Inkubation
wurde jeweils 0,1ml TSB aus jeder der beiden Kiivetten entnommen und kultiviert, um das

Bakterienwachstum und die Reinheit der Kultur zu kontrolieren.

Aus der Literatur konnte man entnehmen, dass eine schnelle Infektion des Dentins nur durch
Inkubation nicht erreicht werden konnte. Die Infektionszeiten betrugen 3 Tage bis 4 Wochen
(57) und mit wenigen Ausnahmen wurden in dieser Zeitspanne Infektionstiefen von ca.

300pm bis 400pm erreicht.

In der vorliegenden Studie wurde zunidchst eine Methode entwickelt, um eine kiinstliche

Infizierung von 200um diinnen Rinderdentinscheiben zu erhalten. Das Konzept des
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Versuchaufbaus sollte dabei so wenig kompliziert wie mdglich sein und zu einer
weitflachigen Infektion der Dentinkanélchen bei verkiirzter Inkubationszeit fiihren. Aus der
Literatur konnte entnommen werden, dass bei erfolgreicher Infektion eine Besiedlung des
Dentins bis in eine Tiefe um 300um auftrat (148;180). In der vorliegenden Studie wurden
Dentinscheiben mit einer Dicke von 200pum gewéhlt, um so eine durchgehende Infektion der
Kanélchen dieser Dentinscheiben zu ermoglichen. Als néchstes wurden die Dentinscheiben
beidseitig gedtzt, um so die Dentinkandlchen moglichst weit zu 6ffnen und die Schmierschicht

zu entfernen, da dies zu besseren Ergebnissen wihrend der Kontaminierung fiihrte (134).

Die Idee des Versuches war es, mit Unterdruck Bakterien in die Dentinkandlchen zu saugen.
Hierzu wurden Bottle Top Filter verwendet, welche im Labor routineméfig zum Filtern von
verschiedenen Substanzen, wie z.B. Zellkulturmedien, dienen. Der Unterdruck wurde durch
Einsatz einer Vakuum-Membranpumpe ausgeiibt, die -wie vom Hersteller des Bottle Tops
vorgesehen- an den Filter angeschlossen wurde. Um die Infizierung des Dentins zu
beschleunigen wurde in diesem Versuch die Bakteriensuspension mit Unterdruck durch die
Dentinscheiben gesogen. Durch Einsetzten der Pumpe konnte in kiirzerer Zeit eine zu anderen
Studien dhnliche Infektionstiefe erreicht werden (180). Die im Bottle Top standardmaiBig
vorhandene Filtermembran wurde durch eine Imm dicke Silikonmatte ersetzt. Diese sollte
einen fliissigkeitsdichten Verschluss garantieren. Die einzige Abfliesmoglichkeit der nach
Einschalten der Pumpe hineingegossenen Bakteriensuspension stellten die beiden in die Matte
geschnittenen Rechtecke dar, auf welchen sofort nach Einschalten der Pumpe zwei
Dentinscheiben festgesaugt und somit fixiert wurden. Die beiden letzten Tétigkeiten (Fixieren
der Dentinscheiben und Zuschiitten der Bakteriensubstanz) mussten fast zeitgleich, jedoch
sicher sehr rasch aufeinander folgen, um zu verhindern, dass der Unterdruck nur auf das
Dentin ausgeiibt wurde und es so zum Austrocknen der Scheiben kam. Weiterhin war aber
auch wichtig, dass das Anschalten der Pumpe mit einigen Sekunden Vorsprung ausgefiihrt
wurde, da sich nur so unter der Wirkung des Unterdrucks die Scheiben und das Bottle Top
Filter mit der Silikonmatte gut und dicht verbinden konnten. Nach genau vier Stunden wurde
die Pumpe ausgeschaltet und gewartet, bis sich die Dentinscheiben selbststindig von der
Silikonmatte geldst hatten (ca. 15 bis 30min). Auf diese Weise sollte die durch eine abrupte
Unterbrechung des Unterdrucks mogliche Beschddigung der Bakterien verhindert werden.
Aus den Dentinscheiben wurde der vorher nachgezeichnete Durchziehbereich ausgeschnitten.
Auf diese Weise wurde nur der konzentriert infizierte Bereich weiter verarbeitet. Die so
erhaltenen Dentinpléttchen wurden fiir 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf von 24

Stunden wurde ein Medienwechsel vorgenommen. Dieser sollte den Bakterien die Zufuhr von
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frischem Nahrmittel garantieren. Nach der Inkubation wurden die Plittchen in der Mitte
geteilt. Auf die eine Hilfte wirkte eine Testsubstanz ein, auf die andere Hilfte die
Kontrollsubstanz. Somit war jeder Testkorper gleichzeitig auch seine eigene Kontrolle, die bis
zum Moment der Teilung der Plittchen kurz vor Auftragen der Materialien in identischer
Weise behandelt wurde. Die Einwirkzeiten der Materialien betrugen 30sec und 10min. Die
Messungen der Kontamination der Plattchen (Kontrollmaterial) und der Desinfektion der
Plattchen (Testmaterialien) wurde iiber einen Zeitraum von 26 Stunden am Photospektrometer

durchgefiihrt.

Der hauptsdchliche Unterschied zu allen anderen Studien mit dem Ziel der artifiziellen
Infektion des Dentins ist die Verwendung von Dentinscheiben anstatt Dentinblocken und die

Verkiirzung der Infektionszeit durch Einsetzen der Vakuum-Membran-Pumpe.

4 Ergebnisse

4.1 Infektionsdauer

Die artifizielle Infektion des Dentins gelingt in fast allen Studien, unabhingig von der
verwendeten Methode. Unterschiedlich ist die Dauer der Inkubation. Haapasalo und Orstavik
(116) geben in ihren zahlreichen Studien Inkubationszeiten von 3 Tagen bis zu 6 Wochen an,
aber auch 24 Stunden (135) und 48 Stunden (56). Wie auch in dem vorliegenden Versuch
wurde wihrend der meisten Studien die optimale Inkubationszeit in Vorversuchen ermittelt
oder von Vorreitern auf diesem Gebiet mit der Begriindung iibernommen, dass dies sich

bewihrt habe.

Vahadaty et al. (180) ereichten nach 6 Tagen Inkubation des Dentins in Medium eine
Besiedelung von 300pm. Waltimo et al.(182) gaben eine tiefe Penetration des Enterococcus
faecalis an, bei einer Dentinscheibendicke von 2mm, bei einer Inkubationszeit von 30 Tagen.
Orstavik und Haapasalo (116) beschrieben, dass bei Inkubationszeiten von 3 Tagen bis 6
Wochen Enterococcus faecalis nach zwei Tagen die gesamte Weite des circumpulpalen
Dentins penetriert hatte. Lynne et al (101) gaben an, dass Enterococcus faecalis schon nach
24 Stunden auf der ganzen Breite der Dentinproben vorhanden waren, jedoch die Anzahl der
Bakterien rapide abnahm, je weiter die Entfernung zum Lumen war. In der vorliegenden
Studie wurde nach mehren Wochen Vorversuchen 48 Stunden als die optimale

Inkubationszeit bestimmt, mit einem Medienwechsel nach 24 Stunden. Enterococcus faecalis
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penetrierte die gesamte Weite der 200um dicken Dentinscheiben. Wie auch Waltimo et al.
(197) konnten wir feststellen, dass Enterococcus faecalis einige Kanélchen sehr dicht und auf

der ganzen Linge besiedelte, mehrere Kanédlchen jedoch vollig leer blieben (siche Abb. 22).

4.2 Wirkung der antibakteriellen Mittel

Kalziumhydroxid galt dank seiner bakteriziden Eigenschaften sehr lange als fiihrende
medikamentose Wurzelkanaleinlage. Sjogren et al. (167) und Bystrom et al. (23) berichteten,
dass eine Applikation von Kalziumhydroxid iiber einen Zeitraum von 7 Tagen und 30 Tagen
erfolgreich Bakterien eliminiert hat, welche eine Wurzelkanalbehandlung und -fiillung
iiberlebt haben. Jedoch schon 1987 beschrieben Haapasalo und Orstavik (57), dass
Kalziumhydroxid gegen Infektion der Dentinkandlchen mit Enterococcus faecalis, eines
Bakteriums, das aus nicht erfolgreich behandelten und gefiillten Wurzelkandlen isoliert

wurde, ineffektiv sei.

Weiterhin ergab sich, dass nur die mechanische Bearbeitung des Wurzelkanals und eine
medikamentose Einlage nicht ausreichend waren, um alle Mikrooganismen zu eliminieren, da
es UnregelméaBigkeiten in Wurzelkanédlen gibt (114), die auf diese Weise nicht erreicht
werden kdnnen. Der Erfolg einer Wurzelkanalbehandlung ist abhéngig von der mechanischen

Aufbereitung, Spiilung mit Antiseptika und einer dichten Fiillung des Wurzelkanals (180).

In der vorliegenden Studie wurde die antibakterielle Wirksamkeit von 0,5%, 1,0% und 3,0%
NaOCl im Vergleich zu 0,2% CHX untersucht. Die Einwirkzeiten der Flissigkeiten auf das
infizierte Dentin betrugen 30sec und 10min. Die Ergebnisse zeigen, dass nur NaOCI mit einer
Konzentration von 3,0% und einer Einwirkzeit von 10min das Bakterienwachstum stoppen
konnten. NaOCl 0,5% und 1,0% und CHX 0,2% bewirkten bei beiden Einwirkzeiten im
Vergleich zu den Kontrollkulturen zwar eine zeitliche Verzogerung des Bakterienwachstums,
jedoch erreichte das Bakterienwachstum letztendlich die gleiche optische Dichte wie die
Kontrollen. Hierbei war der Zeitraum der Verzogerung des bakteriellen Wachstums, und
somit die Desinfektionskraft von NaOCl 0,5%, geringer als von NaOCl 1,0% und CHX 0,2%.
Diese Ergebnisse stimmen nicht mit denen von Vahadaty et al.(180) iiberein. Die Autoren
testeten in ihrer Studie 0,2% und 2,0% CHX gegen 0,2% und 2,0% NaOC]I. Dabei basierten
sie auf der Methode von Haapasalo und Orstavik (57) Die Materialien erzielten dhnliche
Ergebnisse unabhéngig von ihrer Konzentration. In der vorliegenden Studie entsprach die
Wirkung von 0,2% CHX der Wirkung von dem 5 mal hoher konzentrierten NaOCI (1,0%).

Eine dhnliche Erfahrung machten auch Ringel und Patterson (140). Sie verglichen in vivo
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0,2% CHX und 2,5% NaOCI als Spiillosungen. Bei jedem Behandlungstermin wurden vor
Beginn und nach Beendigung der Sitzung aus dem Wurzelkanal Proben entnommen und auf
Bakterienkulturen hin untersucht. Auf den ersten Blick wirkte 2,5% NaOCI effektiver als
0,2% CHX. Doch bei genauerer Untersuchung erreichte NaOCl erst am Ende der zweiten
Sitzung bessere Werte und erst bei der dritten Sitzung war dieser Unterschied signifikant.
Dies lésst sich jedoch nach den Autoren darauf zuriickfiihren, dass mit jeder Sitzung das
Kanallumen erweitert wurde, was wiederum die gewebslosende Wirkung von NaOCl
vergroferte. In einem &dhnlichen Experiment, jedoch mit anderem Keimspektrum, konnten

Ayhan et al. (7) diese Beobachtung bestatigen.

In ihrer in vivo Studie stellten Bystrom et al. (23) fest, dass nach Instrumentierung von
Zahnen mit apikaler Parodontitis kein statistisch signifikanter Unterschied in der Reduktion
der Bakterienzahl erhalten werden konnte, wenn eine 0,5%ige und eine 5%ige NaOCl-Losung
eingesetzt wurde. In der vorliegenden in vitro Studie war jedoch der Unterschied zwischen
den geringeren Konzentrationen von NaOCl (0,5% und 1,0%) im Vergleich zu dem hdher

konzentrierten NaOCl (3,0%) signifikant.

Im Gegensatz zu der vorliegenden Studie, in welcher ein signifikanter Unterschied in der
antimikrobiellen Wirksamkeit zwischen CHX 0,2% und NaOCl 3,0% auftrat, konnten White
et al. (189), Seichter et al. (153) und Jeansonne et al. (77) in ihren Untersuchungen keine
Unterschiede zwischen diesen beiden antiseptischen Mitteln feststellen. Auch Orstavik und
Haapasalo (116) erhielten beim Vergleich zwischen 0,2%igem CHX und 5,25%igem NaOCl

keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Tiefe der Desinfektion in den Dentintubuli .

4.3 Visualisierung der Infektion der Dentinscheiben am Rasterelektronenmikroskop

Eine Tendenz fiir die unterschiedlichen Infektionsgrade der gebrochenen Dentinscheiben
wurde in der Untersuchung unter dem Rasterelektronenmikroskop gefunden. Hier zeigte sich
eine unterschiedliche Verteilung der Dentinkanélchen innerhalb eines Zahnes. Die sichtbaren
Dentinkanélchen waren dariiber hinaus nicht gleichméBig mit Enterococcus faecalis infiziert.
Wie auch Waltimo et al. (197) konnten wir feststellen, dass Enterococcus faecalis einige
Kanilchen sehr dicht und auf der ganzen Lénge besiedelte, mehrere Kanilchen jedoch vollig

leer blieben.
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VII Zusammenfassung

Die Infektion und die darauffolgende Desinfektion von Dentin in vitro ist die Voraussetzung
fir in vitro Priiffung von antibakteriell wirkenden Substanzen. Die dazu in der Literatur
beschriebenen Verfahren weisen einige Nachteile auf, zum Beispiel, dass es sich bei der in
vitro Infektion von Dentin um einen langwierigen Prozess von oft von mehreren Wochen
handelt. AuBerdem eignet sich nicht jede Bakterie fiir diese Versuche, die Infektionen
gelingen nur im geringen Mafle und sehr langsam. Enterococcus faecalis ist ein geeigneter
Zielkeim, da er sich leicht identifizieren ldsst. Er ist aerob und fakultativ anaerob, leicht zu
kultivieren, nicht anspruchsvoll und von allen in den Versuchen verwendeten Bakterien

bevolkert er die Dentinkandlchen am schnellsten.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode entwickelt, um die Infizierung von Dentin zu
beschleunigen. 200um dicke Dentinscheiben wurden in Bottle Top Filtern fixiert. Mit
Unterdruck, ausgeiibt durch eine Vakuum-Membran-Pumpe, wurde Bakteriensuspension iiber
einen Zeitraum von 4 Stunden durchgesaugt wurde. 48h Stunden Inkubationszeit erschienen
ausreichend um eine Infektion der Dentinscheiben zu erhalten. Auf den so infizierten
Dentinscheiben wurde die Wirkung von NaOCl 0,5%, 1,0%, 3,0% und CHX 0,2%. NaCl
0,9% diente als Kontrolle. Die Einwirkzeiten der Materialien betrugen 30sec und 10min. Die
jeweilige Testsubstanz und die dazugehdrige Kontrolle wurden immer auf der selben
Dentinscheibe getestet. Auf diese Weise wurden Tragerobjekt fiir Test- und Kontrollsubstanz,
bis zum Moment der Teilung in zwei Hailften und Auftragen der Substanzen, unter
identischen Voraussetzungen behandelt, sie stellten eine Einheit dar. Alle Kontrollkulturen

erreichten ungefihr eine optische Dichte von 1,200.

Die gewonnenen Ergebnisse zeigten, dass die Wirkung antibakterieller Substanzen sowohl
von der Einwirkzeit, als auch von der Hohe der Konzentration abhéngig sind. Dies stimmt mit
den Ergebnissen anderer Studien iiberein. Bei 30sec Einwirkzeit konnten die Testsubstanzen
das Bakterienwachstum verlangsamen, jedoch nicht aufhalten. Das Bakterienwachstum
erreichte letztendlich dhnliche OD-Werte wie die Kontrollkulturen, jedoch mit einer zeitlichen
Verzogerung. Nach 10min Einwirkzeit der Testsubstanzen 0,5% NaOCl, 1,0% NaOCI und
0,2% CHX wurde das Bakterienwachstum im Vergleich zu den Ergebnissen nach 30sec
Einwirkzeit zeitlich noch mehr verlangsamt. Doch auch nach 10min Desinfektion erreichten
die Testkulturen letztendlich eine dhnliche optische Dichte wie die dazugehorigen Kontrollen.
Nur die Testkulturen, deren Dentinpléttchen mit 3,0% NaOCl iiber einen Zeitraum von 10

min behandelt wurden, wiesen keinerlei Bakterienwachstum auf.
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In kurzer Zeit kann eine dichte bakterielle Infektion von Rinderdentin erreicht werden, das
mit in der tdglichen Praxis verwendeten Agenzien wieder desinfiziert werden kann. Daraus
kann geschlossen werden, dass sich die von uns erarbeitete Methode als ein geeignetes

System zur artifiziellen Infektion des Dentins erwiesen hat.
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IX Anhang

1 Tabellarischer Anhang

Tab. 2: Testsubstanzen NaOCl CHX 0,2% gegen NaOCl
gegeneinander
0,5% :1% | 0,5%:3% 1% : 3% 0,5% 1,0% 3,0%
30s ns ns ns ns ns ns
OD im Wdpkt. Ktr.
600s ns ns ns ns ns ns
30s ns 0,032 ns ns ns ns
OD im Wdpkt Test
600s ns /* / ns 0,016 /
30s ns ns ns ns ns ns
OD in Plat.-Ph. Ktr
600s ns ns ns ns ns ns
30s ns (0,056) ns ns ns ns
OD in Plat.-Ph. Test
600s ns 0,008 ns ns 0,008 0,008
30s ns ns ns ns ns ns
BeginnLog-Ph.Ktr.
600s ns ns ns ns ns ns
30s ns 0,008 0,016 ns ns 0,008
BeginnLog-Ph. Test
600s ns / / ns 0,016 /
30s ns ns ns ns ns ns
Zeitpkt.max.Wachs.Ktr.
600s ns ns ns ns ns ns
30s ns 0,008 0,016 ns ns 0,008
Zeitpkt.max.Wachs.Test
600s ns / / ns 0,016 /
30s ns ns ns ns ns ns
Ende Log-Ph. Ktr.
600s ns ns ns ns ns ns
30s ns 0,008 0,008 ns (0,056) 0,008
Ende Log-Ph. Test
600s 0,032 / / ns (0,063) /
Tab. 2: p-Werte der paarweisen Tests (Mann-Whitney-Test) der untersuchten

Testsubstanzen gegeneinander fiir die verwendeten Parameter und fiir beide
Einwirkzeiten (ns = nicht signifikant, d.h.: p > 0,05).

*Bei NaOCl 3,0% fand in den Testkulturen kein Bakterienwachstum statt. Daher
war eine Log-Phase nicht vorhanden, somit konnte keine Zeitdifferenz maximalen

Wachstums berechnet werden.

Tab. 3: Einwirkzeiten gegeneinander NaOCl CHX
0,5% 1,0% 3,0% 0,2%

OD im Wendepkt. Ktr. ns ns ns ns

OD im Wendepkt. Test ns ns /* ns

OD in Plateau-Phase Ktr. ns ns ns ns

OD in Plateau-Phase Test ns (0,056) 0,008 ns

Beginn Log-Phase Ktr. ns ns ns ns

Beginn Log-Phase Test 0,008 0,016 / 0,016

Zeitpkt. max. Wachs. Ktr. ns ns ns ns

Zeitpkt. max. Wachs. Test 0,008 0,016 / 0,016

Ende Log-Phase Ktr. ns ns ns ns

Ende Log-Phase Test 0,008 0,016 / (0,056)

Tab. 3: p-Werte der paarweisen Tests (Mann-Whitney-Test) der untersuchten

Einwirkzeiten (30 sec und 10 min) gegeneinander fiir die verwendeten Parameter

und fiir alle Testsubstanzen (ns = nicht signifikant, d.h.: p > 0,05).

*Bei NaOCl 3,0% fand in den Testkulturen kein Bakterienwachstum statt. Daher

war eine Log-Phase nicht vorhanden, somit konnte keine Zeitdifferenz maximalen

Wachstums berechnet werden.

Tab. 4: Test gegen 30 sec Einwirkzeit 10 min Einwirkzeit
Kontrollpléttchen
NaOCl CHX NaOCl CHX

0,5% 1,0% 3,0% 0,2% 0,5% 1,0% | 3,0% 0,2%
OD im Wendepunkt ns ns ns ns ns (0,069) |/* ns
OD in der Plateau-Ph. ns ns ns ns ns 0,043 0,043 | ns
Beginn Log-Phase 0,042 0,043 0,043 0,042 0,043 | (0,068) |/ 0,042
Zeitpkt.max. Wachstums 0,043 0,043 0,043 0,043 0,043 [(0,068) |/ 0,043
Ende Log-Phase 0,042 0,043 0,043 0,043 0,043 [(0,068) |/ 0,043
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Tab. 4:

p-Werte der paarweisen Tests (Mann-Whitney-Test) der Test- gegen die
Kontrollpldttchen gegeneinander fiir die verwendeten Parameter fiir beide
Einwirkzeiten (30 sec und 10 min) und fiir alle Testsubstanzen (ns = nicht
signifikant, d.h.: p > 0,05).

*Bei NaOCl 3,0% fand in den Testkulturen kein Bakterienwachstum statt. Daher

war eine Log-Phase nicht vorhanden, somit konnte keine Zeitdifferenz maximalen

Wachstums berechnet werden.
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2 Verwendete Materialien und Gerate

2.1 Nahrmedien und Standardlésungen

Dynexan proaktive Mundspiillosung:

Hypochlorit-Speiko,

NaCl

Trypticase-Soy-Broth Pulver

Zitronensaure

0,5%-ige Chloramin-T-Ldsung

Ethanol abs.

Mucasept Handedesinfektion

2.2 Verbrauchsmaterialien

Nitril-Handschuhe

Mundschutz

Eppendorfcup

Erlenmeierkolben

Glaskiivetten

Parafilm

Wirkstoff Chlorhexidindigluconat 0,2%;

Kreussler Pharma, Deutschland

Wirkstoff Natriumhypochlorit 5,25%; Speiko,

Miinster, Deutschland

Artikelnummer 1.06404, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

TSB-Beckton Dickingson, USA

Chemikalienausgabe der Universitét

Regensburg, Deutschland

Artikelnummer 1.02426, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

Chemikalienausgabe, Universitit Regensburg,

Deutschland

Merz; Frankfurt am Main, Deutschland

Sempercare, Semperit Technische Produkte,

Wien, Osterreich

Sentinex, Lite El, Lohmann&Rauscher;

Neuwied, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Weithals, 100ml; Schott Instruments, Mainz,
Deutschland

104-0S, Hellma; Miillheim, Deutschland

Pechiney plastic packaging; Menasha, USA
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Bottle Top Filter

Sterile Wattepads

CASO-Platten

PalaDur Autopolimerisat

2.3 Geritschaften
Millipore-Apparat

Laborkiihlschrank
Inkubator
Werkbank

Photometer

ULT-Tiefkiihlschrank

Autoklav

Membran-Vakuumpumpe

Innenloch-Sagemikrotom

Mikrometerschraube

automatischen Pipetten

Bottle Top-Filter 150ml, Falcon 35, 7105
Becton Dickson Labware, Becton Dickinson
and Company, Franklin Lakes, N.J., USA;
(Abb.1)

Lot 3901, Lagerhaltung Klinikum der

Universitdt Regensburg, Deutschland

hergestellt im Institut fiir medizinische
Mikrobiologie und Hygiene, Universitét
Regensburg, Deutschland, Leiter Prof. Dr. H.
Wolf

PalaDur Lot 015809-Pulver; Lot 022389-
Flissigkeit; Heraeus Kulzer, Hanau,

Deutschland

MilliQUFplus, Millipore; Molsheim, Frankreich
Privileg de luxe, Typ 2647

T 5050E; Heraus; Hanau, Deutschland

HF48, GelaireFlow Laboratoires; Opera, Italien

Ultrospec 3300 pro,UV/Visible

Spectrophotometer, Amersham Biosciences, UK

Forma-86 Freezer, Thermo Electron

Corporation; Marietta, USA
Fedegari Autoclavi; Albuzzano, Italien

Membranpumpe einstufig, ME4, Vacuubrand
GmbH, Wertheim, Deutschland

Typ 025-097.25, Leitz; Wetzlar, Deutschland

Biigelmessschraube, Mitutoyo Deutschland,
Neuss, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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