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1. Abstrakt

Einleitung: FUr den langfristigen Erfolg einer endodontischen Behandlung ist die
mechanische Erweiterung und die suffiziente Desinfektion des Kanalsystems von
entscheidender Bedeutung. Eine groRtmdgliche Entfernung der Mikroorganismen ist
das Ziel. Konventionelle Therapieprotokolle kdnnen diese Anforderung aufgrund der
Komplexitat des Wurzelkanalsystems nicht immer erfullen. Gegenwartig wird nach
Behandlungsstrategien gesucht, die eine zuverlassige Desinfektion des Wurzelkanals

sicherstellen.

Zielsetzung: Ziel dieser In-vitro-Studie war die bakterienreduzierende Wirksamkeit
verschiedener Spulprotokolle, der photodynamischen Therapie (PDT) sowie der
kombinierten Anwendung von chemomechanischer Aufbereitung und adjuvanter PDT

auf einen Multispeziesbiofilm zu untersuchen.

Material und Methode: 160 extrahierte, humane Z&hne wurden standardisiert
aufbereitet und sterilisiert. Es folgte eine Inokulation der Proben mit den Spezies
Enterococcus faecalis (E. faecalis), Streptococcus oralis (S. oralis) und Prevotella
intermedia (P. intermedia). Der Nachweis fur die Ausbildung eines Multispeziesbiofilmes
entlang der Kanalwand wurde durch eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
erbracht. Zu Beginn der Versuchsdurchfuhrung wurde in jedem Wurzelkanal die
planktonische  Bakterienkonzentration  bestimmt.  Anschlie@end erfolgte die
endodontische Therapie mit der Aufbereitung des Wurzelkanals um drei weitere ISO-
GroRRen. Die Proben wurden auf vier Hauptgruppen (HG) aufgeteilt. Die HG 1 erfuhr
keine chemomechanische Aufbereitung, sie diente als Kontrollgruppe. In der HG 2
wurde intermittierend mit Natriumchloridldsung (NaCl) 0,9 % gespilt. HG 3 und HG 4
erfuhren eine Aufbereitung mit Natriumhypochloritspilung (NaOCIl) 1 %. In der HG 4
erfolgte eine Abschlussspulung mit Chlorhexidindigluconatlésung (CHX) 2 %. Die Halfte
der Proben in jeder HG erhielt eine adjuvante PDT. Nach der Behandlung wurden in
jedem Wurzelkanal die planktonische sowie die dentinadharente Bakterienkonzentration
bestimmt. Die Probenentnahmen erfolgten zu zwei Zeitpunkten: direkt nach der

Therapie (T1) oder nach finf Tagen erneuter Inkubation (T2).

Ergebnisse: FiUr die planktonischen Bakterien wurde ein signifikant hoherer
Reduktionsfaktor (LRF) der koloniebildenden Einheiten pro Milliliter (KBE/ml) zu beiden
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Zeitpunkten T1 (HG 3: 6,3 £ 1,3; HG 4: 6,3 £ 0,7) und T2 (HG 4: 2,4 + 2,4) durch die
Spulung mit desinfizierenden Losungen nachgewiesen (p < 0,0001; ANOVA).

Ein signifikanter Einfluss der PDT zeigte sich nur zum Zeitpunkt T2. Die Kombination
aus chemomechanischer Aufbereitung mit NaOCl und CHX und anschlielender PDT
erzielte sowohl gegeniiber der Kontrollgruppe (p < 0,0001; Tukey-HSD) als auch
gegenuber der alleinigen chemomechanischen Aufbereitung (p = 0,001; T-Test) eine
signifikant hohere Bakterienreduktion. In 85,6 % aller Wurzelkanéle stimmten die
kategorialen Ergebnisse der Bakterienkonzentration im Dentin mit denen der

planktonischen Bakterien tberein.

Schlussfolgerung: Eine zuverlassige Bakterienreduktion wurde durch die Spilung mit
desinfizierenden Losungen erzielt. Die PDT konnte nur unter bestimmten

Voraussetzungen als therapieerganzende Malinahme die Bakterienreduktion steigern.
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V. Abstract

Introduction: For the long-term success of endodontic treatment chemomechanical
debridement is of great importance. Conventional root canal therapy does not always
achieve complete disinfection of the root canal system. Todays research focuses on
additional treatment strategies for eradication of microorganisms in the root canal

system.

Aim: The objective of this study was to compare the antibacterial effect of conventional
endodontic treatment with various irrigation protocols and photodynamic therapy (PDT)
and the combination of both strategies on the removal of a multispecies biofilm in

human root canals in vitro.

Methodology: A total of 160 extracted human single-rooted teeth were divided into four
groups (n = 40). In group G1 (control group) preparation was performed up to size 60.
In group G2 to G4 root canals were enlarged up to size 40. All root canals were
inoculated with the bacterial species Streptococcus oralis (S. oralis), Prevotella
intermedia (P. intermedia) and Enterococcus faecalis (E. faecalis) for four days. The
presence of a multispecies biofilm covering the dentinal wall was verified by
Fluorescence-in-situ-Hybridization (FISH). In all specimen samples of planktonic
bacteria were taken at baseline. In G2 to G4 root canals were enlarged up to size 60
using the following irrigation solutions: 0.9% sodium chloride (NaCl) (G2), 1% sodium
hypochlorite (NaOCI) (G3), 1% sodium hypochlorite (NaOCI) and a final rinse with 2%
chlorhexidine (CHX) (G4). Half of the root canals of each group received an adjunctive
PDT. After treatment planktonic and dentine-adherent bacterial concentration were
evaluated by counts of colony-forming units (CFUs) immediately after treatment (T1) or

after five days of further incubation (T2).

Results: Irrigation protocol using antibacterial solutions reduced the concentration of
planktonic bacteria at T1 and T2 significantly (p < 0.0001; ANOVA). Adjunctive PDT
significantly reduced bacterial levels only at T2 (p < 0.0001; ANOVA). PDT after
irrigation using NaOCl and CHX was significantly more effective in reducing CFU
compared to both, control group (p < 0.0001; Tukey-HSD) and chemomechanical
debridement alone (p = 0.001, T-Test). For both planktonic and dentine-adherent
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bacteria the same categories of CFU counts were registered in 85.6 % of all samples at
Tland T2.

Conclusion: An irrigation protocol including disinfectant solutions reduced bacterial
counts reliable. After five days of further incubation in combination with an irrigation
protocol including NaOCl and CHX adjunctive PDT achieved a higher bacterial

reduction in root canals than irrigation alone.
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1 Einleitung

Fur das Gelingen einer Wurzelkanalbehandlung ist die Desinfektion des Kanalsystems
vor dessen suffizienter Fullung eine der wichtigsten Voraussetzungen. Eine
weitestgehende Reduktion der Mikroorganismen wird durch die mechanische
Bearbeitung des Dentins unter gleichzeitigem Einsatz von antibakteriellen Spullésungen
erreicht und gegebenenfalls durch eine temporare medikamentdse Einlage erganzt. Es
gibt jedoch regelméRig Wurzelkanalabschnitte, die von der chemomechanischen
Reinigung unerreicht bleiben und somit ein Reservoir fur Bakterien darstellen [1, 2].
Verbleiben Mikroorganismen im Kanal erhéht sich das Risiko eines Misserfolges.
Primare Infektionen des endodontischen Systems bestehen Uberwiegend aus
Mischkulturen gramnegativer Anaerobier. Die mit einer fehlgeschlagenen
endodontischen Behandlung assoziierte persistierende Infektion ist haufig von einer
deutlich kleineren Speziesvielfalt gepragt. Die beteiligten Spezies gehéren mehrheitlich
zur Gruppe der grampositiven Anaerobier [3, 4]. Eine grol3e Anzahl an Studien verweist
auf den Enterococcus faecalis (E. faecalis) als ausgesprochen resistente Spezies. Sie
ist besonders haufig mit endodontischen Misserfolgen assoziiert [5]. Biofilme, in denen
unter anderen auch E. faecalis, Streptococcus oralis (S. oralis) und Prevotella
intermedia (P. intermedia) vorkommen, konnten sowohl in priméren als auch in
sekundaren Infektionen nachgewiesen werden [3, 4, 6, 7].

Gegenwartig wird nach Methoden gesucht, die es ermdglichen, bisher unerreichte
Wurzelkanalabschnitte zu desinfizieren und resistente Spezies, die sich der
chemomechanischen Aufbereitung entziehen, zu eleminieren. Die photodynamische
Therapie (PDT) wird seit einigen Jahren in der Parodontitistherapie angewandt. Der
Einsatz photoaktiver Substanzen zur Desinfektion des endodontischen Systems wird
zurzeit erprobt. Die Uberwiegende Mehrzahl der Studien untersuchte die desinfizierende
Wirkung der PDT auf einzelne Spezies meist in planktonischer Phase [8]. Das
antibakterielle Potential gegenuber polymikrobiellen Biofilmen wurde bisher nur
unzureichend geklart.

In der vorliegenden In-vitro-Studie wurde die Effektivitat verschiedener Spulprotokolle
wahrend der Aufbereitung sowie der Effekt der adjuvanten PDT auf
Multispeziesbiofilme, bestehend aus E. faecalis, S. oralis und P. intermedia, in

humanen Wurzelkanalen tberprift.
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2 Literaturubersicht

2.1 Erkrankungen des Endodonts und des Periapex

Als Endodont wird die anatomisch-funktionelle Einheit aus Pulpa und umgebendem
Dentin bezeichnet. Uber das Foramen apicale der Wurzelspitze und akzessorische
Wurzelkanale steht das Endodont mit dem Parodont in Verbindung. Die Ausbreitung
endodontischer Erkrankungen in das Parodont, vor allem im Bereich des Periapex, wird
somit moglich [9].

Die haufigste Ursache der Pulpitis ist die bakterielle Infektion des Pulpa-Dentin-
Komplexes [10]. In der Mehrzahl der Falle ist diese auf eine Caries profunda
zurUckzufuhren. Seltener sind marginale Parodontopathien Ausgangspunkt bakterieller
Migration in das Zahnmark. Traumatische Ereignisse oder iatrogen verschuldete Reize,
zum Beispiel im Rahmen umfangreicher Préaparationsmafinahmen, kénnen auch ohne
Beteiligung von Mikroorganismen zur Schadigung der Pulpa fihren. Die Pulpitis folgt
grundsatzlich den typischen Gesetzmaligkeiten einer Entziindungsreaktion. Jedoch
bedingt die hartgewebige Ummantelung der Pulpa die fur dieses Krankheitsbild
charakteristischen Verlaufsformen [11]. Die Terminologie der Pulpitis ist uneinheitlich.
Zur Beurteilung des Entzindungszustandes kdnnen sowohl histologische als auch
klinische Aspekte herangezogen werden. Oftmals besteht aber nur eine geringe
Kongruenz zwischen dem histologischen Bild und der klinisch erstellten Diagnose [12].
Die Pulpanekrose ist als finales Stadium der Pulpitis zu sehen und beschreibt den
irreversiblen lokalen Zelltod. Dieser kann herdférmig in umschriebenen Bereichen oder
in der gesamten Pulpa auftreten.

Fur den Zahnarzt, der auf Grundlage der Symptomatik und der Kklinischen
Erscheinungsform der Pulpitis seine Therapiemaldnahmen auswabhlt, ist die Beurteilung
der Pulpapathologie anhand klinischer Untersuchungsergebnisse zielfihrend. Klinisch
erfolgt bei vitaler, entzindeter Pulpa die Abgrenzung der reversiblen von der
irreversiblen Pulpitis. Im Fall einer reversiblen Pulpitis ist nach Beseitigung des
ursachlichen Reizes eine Ausheilung der Entziindung moglich. Eine irreversible Pulpitis
indiziert eine Wurzelkanalbehandlung [13].

In der Folge der Pulpitis kann die Entziindung auf das periapikale Gewebe Ubergehen.
Man spricht dann von einer Parodontitis apicalis. Voraussetzung dafur ist die mikrobielle

Besiedelung des Wourzelkanals [14]. Verbleiben nach der chemomechanischen
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Aufbereitung Mikroorganismen im Kanalsystem, besteht auch bei einer suffizienten
Wurzelfullung das Risiko, dass sich im weiteren Verlauf eine periapikale
Entziindungsreaktion mit fortschreitender Knochendestruktion etabliert.

Gelangen bakterielle Toxine oder Antigene Uber das apikale Foramen oder Uber
Seitenkandle in das Desmodont, fuhrt dies entweder direkt zur Lyse oder indirekt Gber
die Immunantwort des Wirtsorganismus zur Destruktion der umgebenden Strukturen
[15]. Vor allem Endotoxine, Lipopolysaccharide (LPS) in der Zellwand gramnegativer
Bakterien, scheinen an der Aktivierung verschiedener Immunzellen beteiligt zu sein
[16]. Daruber hinaus kénnen Zerfallsprodukte der Pulpa und des Dentins als Antigene
fungieren und so zur Destruktion der apikalen Gewebe beitragen [17]. Die haufigste
Form der chronischen periapikalen Lasion ist das apikale Granulom. Durch anhaltende
Reize kommt es zur fortschreitenden Knochendemineralisation und Ausbildung von
Granulationsgewebe. Wesentlich seltener entwickeln sich im chronischen Verlauf

radikulare Zysten [18].

2.2 Mikrobiologische Aspekte der Wurzelkanalinfektion

Es ist heute allgemein anerkannt, dass sich die endodontische Infektion aus einer
Vielzahl von Bakterien zusammensetzt. Jedoch schafft es nur ein Bruchteil der aktuell
mehr als 700 nachgewiesenen Spezies [19], die Bestandteil der natirlichen
Mundhdhlenflora sein kénnen, sich im Wurzelkanalsystem zu etablieren und sich gegen
den dort herrschenden Selektionsdruck durchzusetzen.

Die frihe Wourzelkanalinfektion wird von Aerobiern und fakultativen Anaerobiern
dominiert. Durch einen stetigen Sauerstoffverbrauch stellt sich intraradikular schnell ein
anaerobes Milieu ein. Die Zusammensetzung der Mikroflora im Wurzelkanal
unterscheidet sich in der Artenvielfalt und in der Anzahl der beteiligten Spezies in
Abhéangigkeit davon, ob es sich um einen Zahn mit nekrotischer Pulpa oder einen
bereits endodontisch behandelten Zahn handelt. Es wird allgemein die sogenannte
Primérinfektion von der persistierenden Infektion unterschieden. Fir letztere wird
haufig, insbesondere im englischen Sprachgebrauch, auch synonym der Begriff der
Sekundarinfektion verwandt. Siqueira, J. F., Jr. beschreibt in seinem Artikel ,Endodontic
infections: concepts, paradigms, and perspectives® [20] die initiale Besiedlung der
nekrotischen Pulpa durch Mikroorganismen als Primarinfektion. Dem gegeniber stellt er
die Sekundarinfektion, die sich im Laufe oder nach Abschluss der endodontischen
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Behandlung etabliert und durch Spezies, die nicht an der primaren Infektion beteiligt
waren, unterhalten wird. Eine anhaltende mikrobielle Besiedlung waéahrend der
Aufbereitung kann durch nicht einhalten der hygienischen Richtlinien bedingt sein oder
zwischen zwei Behandlungssitzungen durch einen undichten provisorischen Verschluss
der Zugangskavitat erfolgen. Weiterhin erméglichen eine undichte postendodontische
Restauration sowie eine insuffiziente Wurzelfiillung den Zutritt von Mikroorganismen in
das Kanalsystem auch nach Beendigung der Therapie. Unter einer persistierenden
Infektion versteht Siqueira das Verbleiben von Mikroorganismen der Primar- und/ oder
der Sekundarinfektion im Kanal. Ursachlich hierfir sieht er die unvollstandige
chemomechanische Desinfektion des Kanalsystems sowie die Fahigkeit einzelner
Spezies auch wahrend andauernder Phasen ohne Substratzufuhr im gefillten
Wurzelkanal tiberleben zu kdnnen.

Der Einsatz molekularbiologischer Nachweistechniken zur Erforschung der
mikrobiologischen Zusammensetzung endodontischer Infektionen brachte in den
1990er Jahren neue Erkenntnisse Uber die Vielzahl der beteiligten Taxa und die
Artenvielfalt der Mischinfektion.  Kulturelle  Nachweismethoden weisen in
Primarinfektionen durchschnittlich 3-6 Spezies pro Kanal nach. Molekularbiologisch
lasst sich eine wesentlich hohere Komplexitat dieser Infektionen belegen [7, 21].
Entsprechende Verfahren zeigten 10 - 30 Spezies in Einzelfallen sogar bis zu 50
Spezies pro Kanal auf. Die Mischinfektion wird von gramnegativen, anaerob
wachsenden Bakterien dominiert. Zu den am haufigsten nachgewiesenen Gattungen
zahlen Fusobakterien, Porphyromonas, Prevotella und Campylobacter. Grampositive
Anaerobier wie Peptostreptokokken, Eubacteria, Pseudoramibacter und fakultativ
anaerobe oder mikrophile  Streptokokken sind ebenfalls regelmaRig an
Primarinfektionen beteiligt [7].

Durch die chemomechanische Aufbereitung des infizierten Kanalsystems wird die
Mehrheit der gramnegativen Bakterien abgetttet. Eine Ausnahme bilden immer wieder
anaerobe Stabchen wie Fusobacterium nucleatum, P. intermedia und Campylobacter
rectus. Grampositive Spezies, vorrangig Streptokokken, Actinomyceten, Laktobazillen,
Propionibakterien sowie E. faecalis erscheinen gegeniber den desinfizierenden
Mafl3nahmen deutlich resistenter und verbleiben oftmals nach erfolgter endodontischer
Therapie im Wurzelkanal [4]. Pilze, insbesondere Candida albicans, besiedeln seltener
das endodontische System. Vorrangig sind sie im Rahmen persistierender Infektionen

nachgewiesen worden [4, 22]. Die Speziesvielfalt in Z&hnen mit revisionsbedurftigen
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Wurzelkanalftillungen kann deutlich geringer ausfallen. Bei einer lege artis ausgefuhrten
endodontischen Behandlung finden sich pro Kanal etwa eine bis funf Spezies.
Unzureichend aufbereitete Wurzelkanale weisen eine ahnlich hohe Speziesvielfalt wie
Primarinfektionen auf (bis zu 30 Spezies) [4, 7]. Die Infektion wird in der Regel von
grampositiven, fakultativ anaerob lebenden Bakterien dominiert. E. faecalis scheint
sowohl durch Anzuchtverfahren als auch durch molekularbiologische Methoden die am
haufigsten nachgewiesene Spezies zu sein [4, 6].

Alle drei in dieser Studie zur Erzeugung eines Multispeziesbiofiimes verwandten
Bakterienspezies wurden wiederholt sowohl in Priméar- als auch in Sekundéarinfektionen
nachgewiesen [4, 7]. S. oralis ist Uberwiegend an Primarinfektionen beteiligt. Vielfach
wurde diese Spezies jedoch auch im Anschluss an die desinfizierenden MalRnahmen
zum Zeitpunkt der Wurzelkanalftillung nachgewiesen [23]. P. intermedia ist regelmalig
an Primarinfektionen beteiligt, insbesondere an solchen, die mit apikalen Lasionen
einhergehen [24, 25]. E. faecalis verbleibt haufig nach erfolgter Therapie im
Wurzelkanal und unterhalt als persistierender Besiedler eine chronische Infektion des
Endodonts [5, 6].

2.2.1 Biofilme in der Endodontie

Als Biofilm wird die Lebensgemeinschaft von Mikroorganismen an einer Grenzflache
bezeichnet. Mikroorganismen besiedeln die Mundhdhle als frei im Speichel
schwimmende planktonische Zellen. Lagern sich diese freibeweglichen Zellen an eine
Oberflache an, entsteht ein Biofilm. Ein typisches Beispiel fur einen oralen Biofilm ist die
dentale Plaque.

Der Biofilm ist eine dynamische Lebensform, in der es fortwahrend zur Anlagerung und
zum Abspalten von Bakterien kommt. Der ausgereifte Biofilm besteht aus Zellen
eingebettet in eine extrazellulare Matrix aus Polysacchariden, Proteinen und Wasser.
Auf das Gesamtvolumen bezogen machen die Bakterienzellen nur etwa 5 bis 25 % aus
[26, 27].

Das Zusammenleben im Biofilm bietet gegentber der planktonischen Phase
verschiedene Vorteile fir die Zellen. Es entstehen Nahrungsketten, durch die auch in
substratarmen Perioden der mikrobielle Stoffwechsel aufrecht erhalten werden kann
[28]. Innerhalb des Biofilmes ist eine interzellulare Kommunikation méglich [29]. Diese
kann eine modifizierte Proteinbiosynthese in der Zelle bewirken [30]. Im Biofilm
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entstehen biochemische Gradienten [27, 31, 32]. Die daraus resultierende Modifikation
der Genexpression fuhrt wiederum zu physiologischen und morphologischen
Anpassungserscheinungen der Zellen. Haufig ergibt sich daraus eine hdhere
Widerstandsfahigkeit gegentuber externen Noxen [33]. Verschiedene Antibiotika sind in
ihrer Wirksamkeit eingeschrankt und chemische Desinfektiva zeigen eine deutlich
verminderte Wirksamkeit auf Bakterien im Biofilm als auf solche in planktonischer
Phase [34, 35]. Einzelne Spezies steigern durch die veranderten Stoffwechselprozesse
ihre Pathogenitat, indem sie vermehrt gewebeschadigende Stoffe produzieren.
Andererseits kann durch den im Biofilm herrschenden Selektionsdruck das Wachstum
pathogener Spezies gefordert werden [26].

Ein weiterer Aspekt, der dem Schutz der einzelnen Zellen zugutekommt, ist der
strukturelle Aufbau des Biofilmes. Eindringende Molekile kdnnen in der extrazellularen
Matrix abgefangen und inaktiviert werden. Je dicker der Zellverband ist, umso
schwieriger ist es fur von aufRen einwirkende antibakterielle Substanzen die tiefer
angesiedelten Mikroorganismen zu erreichen [36].

Naturgemald sind an oralen Biofilmen immer mehrere Spezies beteiligt (so genannter
Multispeziesbiofilm) [4, 37].

Im Wourzelkanal wurden erstmals 1987 durch Nair biofilméhnliche Zellverbande
nachgewiesen [38]. Bislang gibt es nur wenige Studien zu endodontischen Biofilmen
und die Kenntnisse diesbeziglich sind begrenzt. Sehr wahrscheinlich sind auch an den
im Wurzelkanal entstehenden Biofilmen in der Regel mehrere Spezies beteiligt [37]. Die
mikrobiologische Zusammensetzung endodontischer Infektionen unterscheidet sich von
denen der Karies und der Parodontitis [37, 39].

Kommt es in der Folge von Karies zur Pulpanekrose, entstehen im Wurzelkanal
mehrere 6kologische Nischen mit lokal sehr unterschiedlichen Umweltfaktoren, die das
Zusammenleben von Zellgemeinschaften limitieren. Der Sauerstoffgehalt nimmt von
koronal nach apikal ab. Nahrstoffe sind vor allem koronal tber den Speichel und apikal
Uber den Anschluss an die periapikale Region zugénglich. Im mittleren Kanaldrittel gibt
es weniger direkte Energielieferanten. Ein weiterer Aspekt ist die Erreichbarkeit durch
chemomechanische DesinfektionsmalRnahmen. Diese nimmt ebenfalls zum Apex hin ab
und ist in akzessorischen Seitenkanélen sehr oft unzureichend [37]. Daraus folgt, dass
vor allem die Seitenkanéle nach erfolgter endodontischer Therapie Lebensrdume mit

guten Voraussetzungen zum Uberleben anpassungsfahiger Spezies darstellen [39, 40].
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2.2.1.1 Enterococcus faecalis

Bei der Gattung der Enterokokken handelt es sich um fakultativ anaerobe, grampositive
Kettenkokken. Die am héaufigsten auftretenden Spezies sind E. faecalis und
Enterococcus faecium. Als physiologischer Bestandteil der menschlichen Darmflora
zeichnet sich E. faecalis durch eine hohe Resistenz gegeniber extremen
Umweltbedingungen aus. In der Mundhohle gesunder Patienten wurde diese Spezies
selten nachgewiesen. Vereinzelt fanden sich kleine Mengen auf der Zunge, den
Tonsillen, im Speichel und im Sulkus getesteter Probanden [41]. Aulerhalb des
Verdauungstraktes ist E. faecalis potenziell pathogen. Die Spezies ist vorrangig an
Harnwegsinfektionen, nosokomialen Infektionen, an intraabdominalen Infektionen und
an Entzindungen des Endokards beteiligt [42].

E. faecalis verfigt Uber eine Vielzahl an Schutzmechanismen gegen die
wirtsspezifische Immunabwehr und gegen antiseptische MaRnahmen. Zusatzlich besitzt
diese Spezies ein hohes pathogenes Potential. Zu den Virulenzfaktoren des E. faecalis
gehoren verschiedene zellmembrangebundene Molekule. Dartber hinaus wird die
Pathogenitat durch die Produktion lytischer Enzyme und Toxine gesteigert [43, 44].
Aufgrund der guten Adhéarenzeigenschaften ist E. faecalis an der Bildung von Biofilmen
maf3geblich beteiligt [45]. E. faecalis ist zudem in der Lage, tief in die Dentintubuli
einzudringen und sich so der Wirkung endodontischer Spulldsungen zu entziehen [46].
In den Tubuli kann diese Spezies lange Zeit Uberleben. In Perioden ohne
Substratzufuhr ist die Proteinsynthese reduziert. Dieser Zustand wird auch als
stationdre = Phase oder Nicht-Wachstumsphase bezeichnet. Bei  Fehlen
beziehungsweise starker Reduktion der auf3eren Glukosezufuhr synthetisiert E. faecalis
spezielle Stressproteine, die dieser Spezies zu einer erhdohten Toleranz gegeniber
Hitze, Wasserstoffperoxid, Sauren (pH 3,7), Ethanol und Natriumhypochlorit verhelfen.
In der stationaren Phase ist E. faecalis bis zu 900-fach resistenter gegentber
Natriumhypochlorit. Starke pH-Wertschwankungen werden auch von Zellen in der
Wachstumsphase toleriert [42, 47]. Unter alkalischen Bedingungen, wie sie durch
Spulungen mit Natriumhypochlorit oder Kalziumhydroxideinlagen erzeugt werden,
pumpt eine membranstandige H*-K*-ATPase Kationen und Protonen in das Zellinnere.
Der pH-Wert im Zytoplasma wird so innerhalb eines engen Schwankungsbereichs
gehalten und die Funktion der Enzyme sichergestellt. Studien zeigen, dass erst ein pH-

Wert hoher als 11,5 sicher letal auf E. faecalis-Zellen wirkt [48]. Der im Wurzelkanal
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erreichte pH-Wert durch Kalziumhydroxideinlagen und Hypochloridspilungen liegt meist
darunter, was auf die Pufferkapazitat des Dentins zurtickgeftihrt wird [49].

In der Zahnmedizin gqilt E. faecalis insbesondere beim Krankheitsbild der
persistierenden, therapieresistenten Parodontitis apicalis als ausgesprochen resistente
Spezies [42].

2.2.1.2 Streptococcus oralis

Streptokokken sind grampositive Kokken, die sich kettenformig oder in Paaren
aneinanderlagern. Sie gehdren zur normalen Standortflora der Mundhohle, des
Rachenraumes, des Darms sowie der Vagina [50, 51]. Bakterienzellen der Spezies
S. oralis zeigen eine grol3e phenotypische sowie genetische Variabilitat [52, 53].
S. oralis ist, wie der Grof3teil der Streptokokken, fakultativ pathogen. Insbesondere bei
immunsupprimierten Patienten wurde dieses Bakterium h&ufig in Féllen einer subakuten
Endokarditis [54] oder einer Sepsis isoliert [55].

Mit Hilfe des Enzyms Sialidase (Neuraminidase) spaltet S. oralis Sialinsaure aus
Glykoproteinen. Sialinsdure dient als garungsfahiges Kohlenhydrat einerseits der
bakteriellen Vermehrung und ermdglicht andererseits durch das Freilegen von
Bindungsstellen die Anheftung des Bakteriums an Zellen des Wirtsorganismus. Daruber
hinaus ist die Sialinsaure ein wichtiges Signalmolekil in der interzellularen
Kommunikation [56]. S. oralis verflugt Uber spezielle Bindungsproteine in seiner
Zelloberflache und ist als einer der Erstbesiedler des Dentin mafRgeblich an der
Biofilmformation beteiligt [57, 58]. Die Fahigkeit dieser Spezies auch niedrige pH-Werte
zu tolerieren sowie das Vermdgen die Dentintubuli zu infiltrieren machen das Bakterium
fur endodontische DesinfektionsmalRnahmen schwer erreichbar [59, 60]. Dariber
hinaus scheint S. oralis durch die Produktion extrazellularer Proteine an der Schadigung

periapikaler Gewebe beteiligt zu sein [23, 61].

2.2.1.3 Prevotella intermedia

P. intermedia ist ein gramnegatives, obligat anaerob wachsendes, kokkoides Stabchen,
welches auf Blutagarplatten schwarz pigmentierte Kolonien bildet.

Zu den physiologischen Standorten der P. intermedia z&hlen die Mundhohle, der obere
Respirationstrakt und der Urogenitaltrakt [62]. Zu den starksten Virulenzfaktoren dieser

Spezies gehdren die in der duReren Zellmembran verankerten Lipopolysaccharide. Sie
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induzieren die Freisetzung osteolytisch wirksamer Entziindungsmediatoren und
stimulieren so indirekt die Knochenresorption [63]. Dartber hinaus produziert
P. intermedia zelltoxische Stoffwechselprodukte und tragt damit zur weiteren
Gewebeschadigung bei [64]. Zum Schutz gegen die Immunantwort des
Wirtsorganismus verfigt P. intermedia (ber verschiedene Proteasen, die die
Opsonierung der Mikroorganismen verhindern und so die Phagozytose durch
Leukozyten deutlich erschweren [65].

P. intermedia ist zur Invasion der Dentintubuli fahig [66, 67]. Durch die Produktion und
Speicherung intrazellularer Polysaccharide Uberlebt P. intermedia auch substratarme
Perioden [68]. Zudem ist P. intermedia in der Lage Serumproteine in Peptide und
Aminosauren aufzuspalten. Dies dient einerseits der eigenen Energiegewinnung und
ermdglicht andererseits das Wachstum anderer Spezies. Bakterien, die auf Peptide
angewiesen sind, selbst jedoch nicht die Enzyme zur Hydrolyse von intakten Proteinen
besitzen, profitieren vom Zusammenleben mit P. intermedia [69]. Das Wachstum von
P. intermedia selbst ist abhangig von Vitamin K und Hamin. Die Hamolyseaktivitat
sichert der Spezies die Bereitstellung des essentiellen Wachstumsfaktors Hamin. Fur
die Versorgung mit Vitamin K ist sie auf andere Spezies angewiesen, da dieses von ihr
nicht selbst erzeugt werden kann [70-72].

Von zahnmedizinischer Relevanz ist, dass P. intermedia haufig mit oralen Abszessen
und Parodontitiden assoziiert ist [73, 74]. Das Risiko der Ausbildung einer periapikalen
Lasion scheint deutlich erhoht bei Wurzelkanalinfektionen, an denen P. intermedia
beteiligt ist [67, 74]. Die Spezies ist Uberwiegend in Primarinfektionen des Endodonts zu

finden, wurde aber auch aus revisionsbedurftigen Wurzelkanélen isoliert [24, 74].

2.3 Chemomechanische Aufbereitung

Das Ziel der Wurzelkanalbehandlung ist die Beseitigung der bakteriellen Infektion des
Endodonts. Zu diesem Zweck wird das Wurzelkanalsystem sowohl mechanisch als
auch chemisch aufbereitet. Die mechanische Praparation mittels Feilen und anderer

geeigneter Instrumente verfolgt nach Grossman et al. [75] im Wesentlichen die Ziele:

- Erweiterung und Formgebung des Kanalsystems,
- Ausraumen des vitalen beziehungsweise nekrotischen Pulpagewebes,

- Entfernen des infizierten Dentins.
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Darlber hinaus zerstort die Instrumentierung des Wourzelkanals die Integritat
vorhandener Biofilme. Dieser Effekt und das durch die Aufbereitung zunehmende
Kanalvolumen erhthen die reinigende und desinfizierende Wirkung der eingesetzten
Spullésungen [76]. Allein durch die mechanische Bearbeitung der Dentinwande wird ein
Grolteil der endodontischen Mikroflora ausgeraumt. Jedoch bleiben abhangig von der
angewandten Technik ein Drittel bis die Halfte der Wurzelkanaloberflache unbearbeitet
[1, 2]. Diese Areale konnen als potenzieller Ausgangspunkt fur eine Rekolonialisierung
verbliebener Mikroorganismen dienen. Das Spilen mit desinfizierenden L6sungen
wahrend der Aufbereitung ist heute obligat, da es eine deutlich verstarkte Reduktion der
mikrobiellen Belastung im Wurzelkanal bewirkt [77]. Die Anforderungen an

endodontische Spullésungen sind vielféltig. Sie sollten:

- eine antimikrobielle Wirkung mit einem breiten Wirkspektrum und einer hohen
Effektivitat gegenlber anaeroben und fakultativ anaeroben Mikroorganismen
aufweisen.

- in den mikrobiellen Biofilm eindringen.

- organischen und anorganischen Kanalinhalt auflosen.

- bakterielle Lipopolysaccharide inaktivieren.

- die Bildung einer Schmierschicht (smear layer) wahrend der Kanalaufbereitung
verhindern beziehungsweise eine entstandene Schmierschicht entfernen.

- als Gleitmittel fr die Wurzelkanalinstrumente dienen.

- eine geringe toxische Wirkung auf das periapikale Gewebe haben.

- keine Veranderungen der Zahnhartsubstanzen bewirken. [78]

Eine intermittierende Spiltechnik sorgt zusatzlich fur den stetigen Abtransport der
wahrend der Aufbereitung entstehenden Zerfallsprodukte und der anfallenden
Dentinspane [78, 79]. Die Auswahl an endodontischen Spulldsungen ist grof3. Unter
anderem sind dies Natriumhypochlorit (NaOCI), Chlorhexidindigluconat (CHX),
Wasserstoffperoxid (H202), Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Zitronensaure und
Alkohol [78]. Die am haufigsten verwendete Spulldsung ist NaOCI [79]. In der Mehrzahl
der endodontischen Behandlungen scheinen die reinigenden und desinfizierenden
Eigenschaften des NaOCI ausreichend, um die Ausheilung eines apikalen Prozesses zu
ermoglichen beziehungsweise dessen Entstehung vorzubeugen [80]. Die Kombination

verschiedener Spulflussigkeiten kann unter bestimmten Voraussetzungen sinnvoll sein.
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2.3.1 Natriumhypochlorit

NaOClI ist bis heute bei Zahnarzten weltweit das Desinfektionsmittel der ersten Wahl im
Rahmen einer Wurzelkanalbehandlung [79, 81]. Es zeichnet sich durch seine starke
antimikrobielle Wirkung und sein breites Wirkspektrum aus. Die desinfizierenden
Eigenschaften sind nicht nur auf Bakterien beschrankt, sondern wurden auch fur Pilze,
Sporen, Protozoen und Viren nachgewiesen [82].

Der antimikrobielle Charakter des NaOCI ist zurickzufiihren auf die Desintegration der
Zellmembran, die Stérungen des Zellstoffwechsels durch veréanderte beziehungsweise
gehemmte Enzymaktivitat und die Bildung von Chloraminen als hoch toxische Zellgifte
[83].

NaOCI ist als einzige Spullésung in der Lage in den endodontischen Biofilm
einzudringen und diesen zu zerstoren [84, 85]. Bereits bei niedrigen Konzentrationen
zeigt es im Vergleich zu anderen endodontischen Spulmedien das grol3te Vermdgen
sowohl vitales als auch nekrotisches Pulpagewebe aufzulésen [82, 86, 87]. In einigen
Ubersichtsarbeiten wird NaOCI die Fahigkeit zur Inaktivierung von Endotoxinen
zugesprochen [79]. Diese ist jedoch unvollstdndig. Durch die Spulung des Wurzelkanals
mit NaOCI kdnnen die bakteriellen LPS reduziert werden. Geringe Mengen bleiben
jedoch regelmafRiig im Kanalsystem zurtick [88, 89].

In der Endodontie wird NaOCI in Konzentrationen zwischen 0,5 % und 5,25 %
verwendet [79]. Die antimikrobielle Wirkung dieser Spullésung ist abhangig von der
Menge freien Chlorids. Im Wurzelkanal wird das Chlorid vom Dentin gebunden und
damit die Wirksamkeit des NaOCI herabgesetzt [49, 90]. Mit steigender Konzentration
nehmen die zytotoxischen Eigenschaften und somit die Irritation des periapikalen
Gewebes beim Uberpressen der Spillésung zu [91]. Da in mehreren Studien keine
nennenswerten Unterschiede der antimikrobiellen Wirkung von verschiedenen
Konzentrationen beschrieben werden [92, 93], werden in der Literatur Uberwiegend
Empfehlungen fur 1- bis 3%ige Losungen ausgesprochen [78, 79]. Dariiber hinaus sorgt
ein haufiger Austausch der Spulldsung fir eine andauernd hohe Verflugbarkeit von
freiem Chlorid [78].

2.3.2 Chlorhexidindigluconat

Chlorhexidin ist ein synthetisch hergestelltes kationisches Biguanid. Da Chlorhexidin

nur sehr gering in Wasser l6slich ist, werden hauptsachlich die Salze dieser Verbindung
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als Antiseptika genutzt. Chlorhexidindigluconat (CHX) findet heute seine Anwendung in
der Ophthalmologie, Gynékologie, Urologie und Zahnheilkunde. Es wird zur
Desinfektion der Haut und von Operationssitus genutzt. In der Zahnmedizin kommt es
standardmaliig zur Desinfektion der Mundhothle vor operativen Eingriffen und in der
Parodontolgie zum Einsatz. Von einigen Autoren wird es zur Desinfektion des
Wurzelkanalsystems als adjuvantes Spulmedium insbesondere in Revisionsfallen
empfohlen [79, 94]. Im Gegensatz dazu kamen Ng et al. in einer prospektiven Studie zu
dem Ergebnis, dass der zuséatzliche Gebrauch von CHX wahrend der Aufbereitung des
Kanalsystems die Wahrscheinlichkeit der Ausheilung einer apikalen Parodontitis
herabsetzt. Der Einsatz von CHX als medikamentbse Einlage zwischen zwei
Behandlungssitzungen in Kombination mit oder als Ersatz fur Kalziumhydroxid ist trotz
guter Ergebnisse in In-vitro-Studien als kritisch zu betrachten [94, 95].

CHX hat keine gewebeauflosenden Eigenschaften [86, 96] und ist nicht in der Lage
bakterielle Endotoxine zu neutralisieren [88, 97]. Auch die wahrend der Aufbereitung
erzeugte Schmierschicht an der Kanalwand wird durch CHX nicht ad&quat entfernt [98].
Dennoch zeichnet sich dieses Desinfektivum durch Eigenschaften aus, die deutliche
Vorteile gegenuber anderen Spulmedien aufweisen. Hierzu zahlen die Substantivitat,
also die prolongierte antiseptische Wirkung [99, 100] des CHX, als auch seine breite
mikrobiologische Effektivitat gegenuber grampositiven und gramnegativen Bakterien
sowie seine antimykotische Wirkung [101]. Ein weiterer positiver Aspekt ist die im
Vergleich zu NaOCI geringe Toxizitat [102]. In verschiedenen Studien wurde durchaus
ein letaler Effekt des CHX auf verschiedene Wirtszellen nachgewiesen [103]. Jedoch
scheint die Wahrscheinlichkeit einer Irritation des periapikalen Gewebes beim
Uberpressen der Spiillosung sehr gering, da die Toxizitat durch Serumproteine,
Dentinmatrix und Bakterienzellen herabgesetzt wird [104, 105]. CHX wird in der
Endodontie in Konzentrationen von 0,2 bis 2,0 % genutzt [106, 107].

Der genaue Wirkmechanismus des CHX ist bisher noch unklar. Es wird vermutet, dass
sich das stark basische Molekul, welches seine hochste biologische Wirksamkeit bei
einem pH-Wert zwischen 5 und 8 aufweist, an die sauren Phospholipide der
Bakterienoberflache anlagert und so die Permeabilitat der Zellmembran erhdht. In der
Folge kommt es zu einem erhdhten Austritt von Kalium und Phosphor aus der Zelle.
Dies bedingt eine Bakteriostase [94, 108]. In hoéheren Konzentrationen wirkt CHX
bakteriolytisch, da das Molekll selbst in das Zellinnere eindringt und dort zur

Préazipitation und Koagulation des Zytoplasmas fuhrt [109, 110]. Aufgrund seiner
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kationischen Struktur bindet Chlorhexidin locker an Hydroxylapatit und an die die orale
Schleimhaut Uberziehenden Muzine. So ist es in der Lage seine antimikrobielle Aktivitat
Uber den Zeitraum der direkten Applikation hinaus fortzusetzten, indem standig
Chlorhexidinmolekdle freigesetzt werden [111]. Des Weiteren verhindert die Anlagerung
an das Hydroxylapatit eine bakterielle Besiedlung der benetzten Dentinwande [112,
113]. Eine 2%ige CHX-LOsung scheint eine ausgedehntere Substantivitdt aufzuweisen
als niedriger konzentrierte Losungen [99].

Im Gegensatz zu NaOCI hat CHX ein geringeres Potenzial in Biofilme einzudringen und
diese zu zerstoren [114, 115]. Es werden 2%ige CHX-L6sungen zur Desinfektion des
Wurzelkanals empfohlen, um eine ausreichende bakterizide Wirkung und eine
entsprechend hohe Substantivitat zu erreichen. In therapieresistenten Fallen und zur
Behandlung von Z&hnen mit nekrotischer Pulpa war in einzelnen Studien die
kombinierte Spllung des Kanalsystems mit NaOCl und CHX effektiver im
Infektionsmanagement als die alleinige Anwendung eines der beiden Spulmedien [116,
117].

2.4 Die photodynamische Therapie

Die PDT lasst sich allgemein als eine nichtinvasive lichtinduzierte Inaktivierung von
Zellen, Mikroorganismen und Molekilen beschreiben, die auf drei Komponenten
angewiesen ist: Lichtenergie, einen Farbstoff (Photosensibilisator) und Sauerstoff. Der
Farbstoff bindet an die Zielzelle und wird durch Licht einer bestimmten Wellenlange
aktiviert. In diesem angeregten Zustand ist der Photosensiblisator hochreaktiv und kann
uber zwei potentielle Mechanismen seine toxische Wirkung entfalten. Zum einen ist die
direkte Schadigung der DNA maéglich, zum anderen wird die zytoplasmatische Membran
der Zielorganismen in ihrem Aufbau gestort. In die Membran eingelagerte
Transportsysteme und Enzyme kénnen ihre Funktion verlieren, was letztlich den Zelltod
zur Folge hat. Die Schadigung der Zellmembran scheint der hauptverantwortliche
Faktor des bakteriziden Effekts der PDT zu sein [118].

Auf molekularer Ebene ist die PDT auf zwei Reaktionsarten zurtickzufihren (Typ | und
Typ 1l). Bei der Typ-I-Reaktion kommt es im Sinne einer Redoxreaktion zum
Elektronentransfer vom aktivierten Photosensibilisator auf umgebende Molekile. Durch
die Lichtenergie kbnnen Wasserstoffionen vom Farbstoffmolekil unter Bildung freier

Radikale abgespalten werden. Die hoch reaktiven Elektronen reagieren dann mit
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endogenem Sauerstoff zu instabilen Sauerstoffspezies wie Hydroxyl- und
Superoxidradikalen, welche dann die Zellmembran schéadigen. Eine direkte
Energietbertragung vom Farbstoffmolekul auf molekularen Triplett-Sauerstoff unter der
Bildung von hoch reaktivem Singulett-Sauerstoff entspricht der Typ-lI-Reaktion. Die
Interaktion des Singulett-Sauerstoffs mit Molektlen der Zellmembran oder der Zellwand
fuhrt schlieB3lich zum Zelltod. Da der Singulett-Sauerstoff mit weniger als 0,04 us nur
eine sehr geringe Lebensdauer und lediglich einen Aktionsradius von unter 0,02 pm
aufweist [119], bleibt der Effekt der PDT lokal sehr begrenzt. Die Wirkung
phototoxischer Effekte auf die ebenfalls angefarbten gesunden Wirtszellen im
umgebenden Gewebe ist im Fall vieler Farbstoffe noch unklar. Die letalen Effekte der

PDT auf die Zielzellen werden Gberwiegend durch die Typ-lI-Reaktion vermittelt [120].

2.4.1 Die photodynamische Therapie in der Zahnmedizin

Der bedeutendste Anwendungsbereich der PDT in der Zahnmedizin ist aktuell die
Parodontitis- und Periimplantitisbehandlung [121-123]. Die PDT als adjuvante
Malnahme im Rahmen der endodontischen Behandlung zeigt sich gegenwartig als ein
vielversprechender Therapieansatz [121, 124].

Es gibt eine Reihe verschiedener Systeme zur Photodesinfektion des Wurzelkanals, die
sich untereinander bezuglich der Farbstoff-Laser-Kombination unterscheiden.

Um einen phototoxischen Effekt auf die Zielzelle austiben zu kdnnen, muss der
Photosensibilisator an die Zielzelle binden oder in diese eindringen. Bei gramnegativen
Bakterien ist dieser Prozess deutlich erschwert, da diese im Vergleich zu Grampositiven
uber eine zuséatzliche aul3ere Zellmembran verfigen. Diese Membran dient als effektive
Diffusionsbarriere gegeniber externen Noxen. Fiur die PDT bedeutet das, dass zur
Abtotung Grampositiver sowohl kationische aber auch neutrale und anionische
Farbstoffe eingesetzt werden kénnen. Um gramnegative Bakterien mit der PDT zu
erreichen, sind kationische Photosensibilisatoren notwendig oder bei Verwendung nicht-
kationischer Farbstoffe zusatzliche Strategien zur Erhohung der Membranpermeabilitat
[125]. Die Vorbehandlung der Zielzellen mit EDTA [126] sowie die Kopplung des
kationischen Photosensibilisators an ein basisches Tragermolekil [127] erwiesen sich
diesbeziglich als wirksam.

In der Endodontie werden heute Uberwiegend die Phenothiazinfarbstoffe Toluidinblau O
(TBO) und Methylenblau (MB) als Photosensibilisator eingesetzt. Bei diesen Farbstoffen
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handelt es sich um mehrfachpositivgeladene Molekile, die in der Lage sind, neben
grampositiven auch gramnegative Bakterienspezies abzutéten. Der Photosensibilisator
wird durch Lichtenergie aktiviert. Wichtig fur eine optimale Nutzung des
desinfizierenden Potentials ist die Abstimmung des Laserlichtes auf das
Absorptionsmaximum des Photosensibilisators. Das Absorptionsmaximum fiir TBO liegt
bei 632 nm, das fur MB bei 664 nm. Als Energiequelle dienen Diodenlaser. Diodenlaser
sind sogenannte Low-Level-Laser oder Softlaser, die monochromatisches Licht im
Milliwattbereich emittieren. Aufgrund der geringen Energieleistung werden keine

nennenswerten thermischen Effekte auf die bestrahlten Gewebe ausgetibt.

Eine eingehende Literaturrecherche ergab, dass gegenwartig nur wenige In-vivo-
Studien zur Anwendung der PDT wahrend der Wurzelkanalbehandlung vorliegen. Eine
dieser Studien stammt von Garcez et al. aus dem Jahr 2008 [128]. Sie fuhrten an
zwanzig Zahnen mit nekrotischer Pulpa und apikaler Aufhellung eine konventionelle
Wurzelkanalbehandlung durch, bevor eine photodynamische Desinfektion mit dem
Farbstoff PEI-ce6 erfolgte. In einer zweiten Sitzung wurde die Wurzelkanalbehandlung
inklusive PDT nach dem gleichen Protokoll wiederholt. Die Ergebnisse zeigen, dass
wahrend der ersten Sitzung 91 % der Mikroorganismen durch die chemomechanische
Aufbereitung abgetotet werden konnten. Die PDT flhrte zu einer weiteren Steigerung
auf 98,5 %. Nach sieben Tagen, in denen der Wurzelkanal mit Kalziumhydroxid gefullt
und speicheldicht verschlossen war, waren in den Wurzelkandlen 40 % der
ursprunglichen mikrobiellen Besiedelung erreicht. Die erneute Behandlung erzielte eine
Gesamtreduktion der Mikroorganismen um 99,9 %. In einer In-vivo-Studie von Bonsor
et al. [129] fihrte bereits die Aufbereitung unter alternierender Spllung mit
Zitronensaure 20 % und NaOCI 2,25 % in sechzehn von zwanzig Fallen zu einer
restlosen Elimination der Mikroorganismen im Wurzelkanal. Eine sich anschliel3ende
PDT mit Toloniumchlorid (Toluidinblau) bewirkte in drei weiteren Proben ein
ausbleibendes bakterielles Wachstum. Die Autoren merkten an, dass im verbleibenden
Wurzelkanal, in dem keine vollstandige Desinfektion erreicht wurde, die optische Faser
des Diodenlasers gebrochen war. Der mikrobielle Nachweis erfolgte in der oben
genannten Studie durch Anzucht von Dentinproben, die zuvor aus dem Wurzelkanal
entnommen worden waren, auf Blutagarplatten. Diese Arbeiten zeigen, dass die
chemomechanische Aufbereitung bereits einen hohen Anteil der Wurzelkanalflora

zerstort und dass die Desinfektion durch die zuséatzliche PDT noch gesteigert werden
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kann. Garcez et al. [130] bestatigten einen ausgepragten bakteriziden Effekt der
adjuvanten PDT auch auf antibiotikaresistente Mikroorganismen. In 30 klinischen
Fallen, in denen zuvor aufgrund persistierender Infektionen eine Antibiose eingeleitet
worden war, konnten durch die endodontische Revisionsbehandlung mit
anschlieBender PDT alle Wurzelkanéle vollstandig desinfiziert werden. War zu Beginn
der Therapie in jedem Zahn mindestens eine resistente Spezies nachweisbar, so
konnte bereits nach der konventionellen Revisionstherapie in zehn Proben kein
bakterielles Wachstum mehr nachgewiesen werden. Durch die zusatzliche PDT wurden
auch die verbleibenden zwanzig Kanéle vollstandig desinfiziert. Fir den
mikrobiologischen = Nachweis wurden  FlUssigkeitsproben zu  verschiedenen
Therapiezeitpunkten aus dem Wurzelkanal entnommen. Die Bestimmung der Spezies
erfolgte anhand diverser labordiagnostischer Methoden, die sowohl morphologische als
auch physiologische Merkmale testeten. Darlber hinaus wurde ein Antibiogramm

erstellt.
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3 Fragestellung und Arbeitshypothese

Durch die chemomechanische Aufbereitung wahrend einer endodontischen Behandlung
sollte nekrotisches, infiziertes Gewebe ausgerdumt und eine bestmdgliche
Keimreduktion erzielt werden. Die vollstandige Entfernung teilungsfahiger Bakterien aus
dem Wurzelkanal ist mit den konventionellen Therapiestrategien bisher nicht méglich [1,
131, 132].

Eine bewahrte Spulldsung in der Endodontie ist das NaOCIl. Es weist sowohl bei
alleiniger Anwendung als auch in der Kombination mit anderen Spulmitteln eine hohe
desinfizierende Wirkung auf [92]. Eine erganzende Spilung mit CHX erscheint vor
allem dann sinnvoll, wenn der Verdacht naheliegt, dass die Spezies E. faecalis an der
Infektion beteiligt ist [116, 133].

Inwiefern die PDT die desinfizierende Wirkung der konventionellen Aufbereitung
erganzen kann und welchen Einfluss dabei unterschiedliche Spilprotokolle auf das
Ergebnis haben, sollte in dieser Arbeit gepruft werden. Des Weiteren wurde untersucht,
in welchem Ausmal} die PDT, sowohl als alleinige BehandlungsmalRnahme als auch in
der Kombination mit konventionellen Spulprotokollen, in der Lage ist, einen

Multispezies-Biofilm anzugreifen.

Die Arbeitshypothese dieser In-vitro-Studie ging davon aus, dass eine zusatzlich zur
klassischen chemomechanischen Aufbereitung durchgefihrte PDT zu einer hodheren
Reduktion, sowohl der planktonischen als auch der dentinadharenten Bakterien im

Wurzelkanal fuhrt als jede der beiden Therapien fur sich allein genommen.

Weiterhin wurde vermutet, dass eine erganzende Abschlussspilung mit CHX 2 % eine
gesteigerte Bakterienreduktion zur Folge hat.

Als Nullhypothese wurde angenommen, dass weder die mechanische Aufbereitung,
noch ein antibakterielles Spulprotokoll, noch die PDT einen Effekt auf die

Bakterienreduktion ausiben.
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4 Material und Methode

4.1 Studiendesign

Zur experimentellen Untersuchung der Effektivitat verschiedener antibakterieller
Spullésungen, der PDT sowie der kombinierten Anwendung verschiedener
Spulprotokolle und der photodynamischen Desinfektion auf einen bakteriellen
Multispezies-Biofilm wurden 160 extrahierte humane Zahne randomisiert auf vier
Hauptuntersuchungsgruppen (n = 40) entsprechend der chemomechanischen
Aufbereitung aufgeteilt.

Im Rahmen der Vorbereitungsphase wurden die Zahne der Hauptgruppe 1 (HG 1)
bereits vollstéandig bis zu einer apikalen Masterfeile (MAF) ISO 02/60 und die Zahne der
Hauptgruppen 2 bis 4 (HG 2 bis HG 4) zunéachst nur bis zu einer MAF ISO 02/40
erweitert. Als Spulldosung wahrend der Aufbereitung diente physiologische
Kochsalzlosung (NaCl 0,9 %; Apotheke der Charité). Nach der Sterilisation der
Zahnproben erfolgte die Etablierung eines Multispezies-Biofilmes, bestehend aus
E. faecalis, P. intermedia und S. oralis, im Wurzelkanal. Zum Nachweis des Biofilmes
wurde eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) exemplarisch an drei zusatzlichen
Proben vorgenommen.

Vor der Versuchsdurchfiuhrung (TO) wurde in jedem Wurzelkanal die
Bakterienkonzentration bestimmt. Die Zahne der HG 1 erfuhren im Rahmen der
Versuchsdurchfuihrung keine weitere Aufbereitung. In den HG 2 bis 4 wurden die Zahne
unter Anwendung verschiedener Spulprotokolle bis MAF 1SO 02/60 aufbereitet. Bei
jeweils der Halfte der Proben einer Hauptgruppe (n = 20) erfolgte eine zusatzliche
photodynamische Desinfektion. Die verbleibenden 20 Zahne einer Hauptgruppe
erfuhren keine weitere Behandlung. Dieses Vorgehen hatte eine entsprechende
Aufteilung der Hauptgruppen in je zwei Nebengruppen (NG 1, ohne PDT; NG 2, mit
PDT) zur Folge (siehe Tabelle (Tab.) I).

Der gewaéhlte Versuchsaufbau ermoéglichte in der HG 1 die Wirkung der PDT als
alleinige BehandlungsmalRnahme auf einen Multispezies-Biofilm zu untersuchen.
Weiterhin stellt die NG 1, welche keine photodynamische Desinfektion beinhaltet, die
jeweilige Kontrollgruppe fur den Effekt der PDT dar. In der HG 2 erfolgte wahrend der
Aufbereitung eine Spullung mit physiologischer Kochsalzlésung, sodass diese
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Hauptgruppe als Kontrollgruppe fir die desinfizierende Wirkung der Spillésungen
angesehen werden kann sowie im Vergleich zur HG 1 fur den Effekt der mechanischen
Aufbereitung. In der HG 3 diente Natriumhypochlorit 1 % (NaOCI 1 %; Apotheke der
Charité) als Spullésung. In der HG 4 wurde wéahrend der Aufbereitung mit NaOCI 1 %
gespult. Im Anschluss an die Aufbereitung erfolgten eine Zwischenspulung mit Alkohol
(2-Propanol 70 %, Emprove® exp; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und weiterhin
eine Abschlussspilung mit einer 2%igen Chlorhexidindiglukonatlosung (CHX 2 %;
Apotheke der Charité).

Tabelle I: Einteilung der Untersuchungsgruppen

Hauptgruppen ( N=40)
HG 1 HG 2 HG 3 HG 4

Aufbereitung mit

Aufbereiung mit Aufbereitung mit NaOCl 1 % und

keine Aufbereitung

NacCl 0,9 % NaOCl 1 %
Nebengruppen (N= 20) CHX2 %
NG 1 ohne PDT G1l1 G21 G31 G4.1
NG 2 mit PDT G1l.2 G22 G3.2 G 4.2

HG, Hauptgruppe; NG, Nebengruppe; G, Gruppe; PDT, photodynamische Therapie; NacCl,
Natriumchlorid; NaOCI, Natriumhypochlorit; CHX, Chlorhexidindigluconat

Nach Durchfiihrung des Therapieprotokolls wurden die Proben jeder Nebengruppe in
zwei weitere Untergruppen (n = 10) eingeteilt, um eine qualitative sowie quantitative
Auswertung der nach der Behandlung im Wurzelkanal verbliebenen Bakterien zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten durchzufihren. Bei der Halfte aller Proben erfolgte die
Bestimmung der Bakterienkonzentration direkt nach der Therapie (T1) durch Anzucht
der Bakterien aus dem Wurzelkanal auf Universalndhrbdéden (Col.BAP mit Vit.K und
Haemin; heipha, Eppelheim, Deutschland) und Auszéhlen der koloniebildenden
Einheiten (KBE). Im Vergleich dazu wurden die Zahne der anderen Untergruppe (T2)
fur weitere funf Tage bebritet und erst danach qualitativ und quantitativ nach der
gleichen Methode ausgewertet. Eine tabellarische Ubersicht tber Vorbereitung und
Ablauf der Versuchsdurchftihrung gibt Tab. II.
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Tabelle II: Vorbereitung und Ablauf der Versuchsdurchfiihrung

1. Reinigung der Zahne
!
2. Sterilisation
!
3. Aufbereitung unter Kochsalzspulung (NaCl 0,9 %),
HG 1 bis MAF ISO 02/60 und HG 2 - 4 bis MAF ISO 02/40
!
4. Einbetten in Kunststofftubes
!
5. Sterilisation
!
6. Sterilisationskontrolle
!
7. Etablierung des Multispezies-Biofilmes bestehend aus
E. faecalis, S. oralis, P. intermedia
!
8. Bestimmung der Bakterienkonzentration vor der Therapie (T0)
!
9. Versuchsdurchfihrung
HG 1 HG2-4
keine weitere Aufbereitung Aufbereitung bis MAF ISO 02/60
9.1 ! ! ! !
NG 1, ohne PDT NG 2, mit PDT NG 1, ohne PDT NG 2, mit PDT
!
10. Bestimmung der Bakterienkonzentration
I 1
direkt im Anschluss an die nach funftagiger Inkubation (T2)
Versuchsdurchfiihrung (T1)

HG, Hauptgruppe; NG, Nebengruppe; PDT, photodynamische Therapie; MAF, apikale
Masterfeile; E. faecalis, Enterococcus faecalis; S. oralis, Streptococcus oralis; P. intermedia,
Prevotella intermedia

4.2 Vorbereitende MalBnahmen zur Versuchsdurchfihrung

4.2.1 Auswahlkriterien fir die Zahnproben

Alle in der Studie verwendeten Zahne waren humanen Ursprungs. Die Zahne waren vor
unbestimmter Zeit extrahiert worden und sind in 0,5%iger Chloramin-T-Ldosung
(Chloramin T Trihydrat; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) gelagert
worden. Es wurden nur einwurzelige Zédhne mit genau einem Wurzelkanal verwendet.

Eine Ubermalige Krummung der Wurzel, eine vorhandene Wurzelkanalfillung,
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Wurzelkaries sowie eine plastische Fillung im Bereich der Wurzel flhrten zum

Ausschluss aus der Untersuchung.

4.2.2 Vorbereitung der Zahnproben

Zunachst wurden alle 160 Zahne mittels Ultraschall (SONICFlex; KaVo, Biberach,
Deutschland) gereinigt und nachfolgend plasmasterilisiert (Campus Benjamin Franklin,
Charité - Universitatsmedizin Berlin, Berlin, Deutschland). AnschlieRend wurden die
Zahne unter Verwendung einer diamantierten Trennscheibe (HORICO Diamantscheibe;
Hopf, Ringleb & Co. GmbH & Cie., Berlin, Deutschland) auf eine einheitliche Lange von
19 mm eingekurzt (siehe Abbildung (Abb.) 1).

Vor der Aufbereitung der Proben wurde zur Schaffung eines koronalen
Flissigkeitsreservoirs ein  kugelférmiger Diamant mit 2,9 mm Durchmesser
(Diamantkugel Grol3e 029 Komet; Gebr. Brasseler, Lemgo, Deutschland) bis zu dessen
Aquator am Kanaleingang abgesenkt. Die koronale Erweiterung des Wurzelkanals
mittels Gates Bohrern schloss sich an. In der HG 1 erfolgte dies mit Gates Bohrern der
ISO-GroRRen 150 und 130 (Gates Glidden Bohrer GréRen 6 und 5; VDW, Minchen,
Deutschland) und in den tbrigen Hauptgruppen mit Gates Bohrern der ISO-Gréf3en 130
und 110 (Gates Glidden Bohrer GroR3en 5 und 4; VDW). Zuerst wurde der jeweils
groRere der entsprechend der Hauptgruppe verwendeten Gates-Bohrer bis zu einer
Tiefe von 4,5 mm in den Kanal eingefuhrt und dann der zweite, kleinere Gates-Bohrer
bis zu einer Tiefe von 7,5 mm versenkt. Daraufhin erfolgte eine maschinelle
Aufbereitung des Wurzelkanals mit Hilfe des Flexmastersystems (FlexMaster® System;
VDW) entsprechend der Crown-down-Technik.

Die Proben der HG 1 erfuhren bereits vor der Versuchsdurchfihrung eine vollstandige
Aufbereitung des Wurzelkanals bis MAF ISO 02/60. Die Zahne der HG 2 bis 4 wurden
initial nur bis MAF ISO 02/40 aufbereitet. Die Arbeitslange in allen vier Hauptgruppen
entsprach 18 mm. AbschlieBend wurde in allen 160 Proben zur Schaffung einer
einheitlich konischen Kanalform und zur Vermeidung einer Stufenbildung eine Feile der
ISO-Grol3e 06/30 (Headstrom 1SO 30, VDW) an den Kanalwanden entlang gefuhrt. Als
Spullésung wahrend der Aufbereitung diente physiologische Kochsalzlosung. Zur
Entfernung der Schmierschicht erfolgte eine Behandlung mit flUssiger
Ethylendiamintetraessigsaure 18 % (Ultradent® EDTA 18 %, Ultradent Products USA,
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KdIin Deutschland). Die Ethylendiamintetraessigsaure wurde wiederum durch Spulen

des Kanals mit 10 ml physiologischer Kochsalzlésung entfernt (Tab. III).

Tabelle IlI: Aufbereitungsprotokoll wahrend der initialen Aufbereitung

Hauptgruppe Feile Arbeitslange Spulvolumen Spullésung
(Konizitat/ISO-
Grol3e)
— — 3ml NaCl 0,9 %
Introfeile (blau) 2ml NaCl 0,9 %
06/30 max. 16 mm 2 ml NacCl 0,9 %
06/25 max. 16 mm 2 ml NaCl 0,9 %
1-4 06/20 max. 16 mm 2 ml NacCl 0,9 %
04/30 max. 16 mm 2 mi NaCl 0,9 %
02/30 18 mm 2ml NaCl 0,9 %
02/35 18 mm 2ml NaCl 0,9 %
02/40 18 mm 2 ml NacCl 0,9 %
02/45 18 mm 2 ml NaCl 0,9 %
1 02/50 18 mm 2 ml NacCl 0,9 %
02/60 18 mm 2ml NaCl 0,9 %
1-4 06/30 18 mm 3 ml NacCl 0,9 %

NaCl, Natriumchlorid; mm, Millimeter; ml, Milliliter

Um eine spatere Bakterienmigration zwischen Wurzeloberflache und Wurzelkanal zu
vermeiden erfolgte eine aul3ere Versiegelung der Wurzeln mit Nagellack (Long Lasting
Nail Colour; Rival de Loop, Berlin, Deutschland). AnschlieRend wurden die Proben mit
Kunststoff (Technovit 4071; Heraeus Kulzer, Deutschland) in Kunststoffrohrchen
(Safeseal Microtube 2 ml PP; Sarstedt, Deutschland) eingebettet. Fir die erneute
Plasmasterilisation (Campus Benjamin Franklin, Charité - Universitatsmedizin Berlin,
Berlin, Deutschland) wurde die Probe aus dem Kunststoffrohrchen entfernt (siehe
Abbildung (Abb.) 1).
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Abbildung 1: Vorbereitung der Versuchsproben
a) gereinigter und auf 19 mm eingekirzter Zahn, b) eingebettete Probe im

Kunststoffrohrchen, c¢) eigebettete Probe und Kunststoffréhrchen vor Sterilisation

4.2.3 Sterilisationskontrollen

Vor der Inokulation von Bakterien zur Etablierung eines Biofilmes wurde an jedem Zahn
eine Sterilisationskontrolle durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden die Zahne in 50
Milliliter fassende Kunststoffrohrchen (50 ml Falcon Réhrchen; Sarstedt, Numbrecht,
Deutschland) mit steriler Hirn-Herz-Bouillon (BHI, Hirn-Herz-Bouillon; SIFRIN, Berlin,
Deutschland) angereichert mit 0,1 % Cystein (L-Cysteine hydrochloride monohydrate;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland), 0,5 % Hefe (Yeast extract
SERVABACTER®; SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland), 0,01 %
Vitamin K (Konakion MM; Apotheke der Charité) und 0,025 % Hemin (Hemin bovine;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland) fur den Zeitraum von funf Tagen
im Brutschrank gelagert. Fur jeden Zahn wurde ein separates Kunststoffrohrchen
verwendet. Sofern keine Tribung der Losung eintrat, war die Zahnprobe steril.

4.2.4 Erzeuqung eines Biofilmes im Wurzelkanal

4.2.4.1 Bakteriengewinnung und -aufbereitung

Zur Etablierung eines Multispezies-Biofiimes wurden die Spezies E. faecalis,
P.intermedia und S. oralis herangezogen. Die verwendeten Bakterienstdmme
entstammten dem unbehandelten Wurzelkanal eines Probanden. Zur Identifizierung der
Mikroorganismen wurden diese nach der Probengewinnung auf Universalnahrbdden
angezuchtet und makroskopisch untersucht. Eine Gramfarbung mit anschliel3ender

lichtmikroskopischer ~ Auswertung diente der mikroskopischen Analyse der
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Mikroorganismen. Abschliel3end verhalf mit dem Analytischen-Profil-Index (Rapid ID 32
STREP, Rapid ID 32; bioMérieux, Nirtingen, Deutschland) ein biochemisches
Nachweisverfahren zur endgultigen Bestimmung der Bakterienspezies. Nach
entsprechender Aufbereitung wurden die Zellen mit Hilfe eines Einfriermediums (DMSO
freezing broth; Labor - Abt. Parodontologie und synoptische Zahnmedizin der Charité)
als Monospezies konserviert. Hierfir wurde jeweils ein Milliliter beimpftes
Einfriermedium in ein Cryotube (Cryo-Tubes; Carl Roth GmbH + Co. KG) uberfuhrt und
die Suspension 24 Monate bei -80 °C gelagert. Im Rahmen der Rekultivierung wurde
jeweils ein Milliliter der Suspension innerhalb von zehn Minuten aufgetaut und
gleichmafdig auf sechs sterile Nahrboden ausplattiert. Die Bebritung der Nahrbdden
erfolgte flr drei Tage bei 37 °C in einem Anaerobiertopf (Anaerobiertopf; OXOID GmbH,
Wesel, Deutschland, Anaerobiertopf; Merck KGaA). Fur die mit der Spezies
P. intermedia beimpften Nahrboden wurde in einem separaten Topf unter Verwendung
des AnaeroGen-Gasentwicklers (AnaeroGen™; OXOID) ein sauerstoffarmes Milieu
(<0,1 % Sauerstoff (02), 7 - 15 % Kohlenstoffdioxid (CO2); entsprechend der
Herstellerangaben) erzeugt. Die Inkubation der Stdmme E. faecalis und S. oralis fand in
einer mit CO2 (CO2 Gen™; OXOID) angereicherten Atmosphéare mit 6 % COz in 15 %
O2 (entsprechend der Herstellerangaben) statt. Wahrend der Bebritung wurden die
Anaerobiertopfe in einem Brutschrank (Typ T50 28; Heraeus, Hanau, Deutschland)
gelagert. Nach drei Tagen wurden die Nahrbdoden per Sichtkontrolle auf Kolonien
untersucht. Mit Hilfe eines sterilen Wattetragers (Euroturbo® collection swab; Dental AB,
Rubi, Spanien) wurden die Monospezieskulturen erneut auf sterile Nahrboden
Uberimpft. Ab diesem Zeitpunkt wurden alle drei Spezies unter Erzeugung eines
sauerstoffarmen Milieus bebrutet.

Vor dem Herstellen einer Mischbouillon erfolgte der mikroskopische Nachweis der
einzelnen Bakterienstaimme durch die Gram-Farbung. Gleichzeitig wurde bei dieser
Untersuchung die Reinheit der verwendeten Kulturen gepruft. Fur die Gram-Farbung
wurde zundchst ein Tropfen sterile Kochsalzlosung auf einen Objekttrager
(Objekttrager; Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) gegeben.
Anschlie3end wurden die Mikroorganismen per sterilen Wattetrager vom Nahrboden auf
den Objekttrager tbertragen und in der Natriumchloridldsung ausgestrichen. Nach dem
Lufttrocken der Suspension erfolgte die Fixierung der Bakterien, indem der Objekttrager

dreimal durch die Flamme des Bunsenbrenners gezogen wurde. Zum Anfarben der
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grampositiven Bakterien wurde zundchst der Farbstoff Kristallviolett (Grams
Kristallviolettlosung; Merck KGaA) fur 90 Sekunden auf den Objekttrager gegeben.
Daran schloss sich das Beizen mit Lugol‘'scher Losung (Lugols Lésung; Merck KGaA)
fur ebenfalls 90 Sekunden an. Durch Zugabe von Entfarbelosung (Grams
Entfarbelésung; Carl Roth GmbH + Co. KG) wurde nicht gebundener Farbstoff
ausgewaschen. Zur Markierung der gramnegativen Bakterien wurde anschlieRend der
Farbstoff Safranin (Safraninldsung; Carl Roth GmbH + Co. KG) fir 90 Sekunden auf
das Praparat aufgetragen. Zwischen dem Auftragen der verschiedenen Losungen
wurde der jeweils nicht gebundene Anteil der verwendeten Flussigkeit durch Abspilen
des Préaparates unter flieRendem Wasser ausgewaschen. Abschlielend wurde auf den
Objekttrager ein Tropfen Ol (Immersionsél; Merck KGaA) gegeben und das Praparat
unter dem Mikroskop (Lichtmikroskop; Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland) bei

1000-facher Vergrof3erung untersucht.

Zusatzlich erfolgte der biochemische Nachweis der Bakterien unter Verwendung des
Analytischen-Profil-Iindexes. Bei diesem Schnellbestimmungssystem wurden die
Bakterien in physiologischer Natriumchloridldsung bis zu einem Trubungsgrad 4
entsprechend der Herstellerangaben gelost. Zur Ubertragung der Mikroorganismen vom
Nahrmedium in die Flussigkeit diente eine Kunststoffose (Einwegschleifen; Thermo
Scientific™ Nunc™ Waltham, MA USA). Nachfolgend wurden je 55 pl dieser
Suspension in die zehn Reaktionswannen eines Teststreifens gegeben, nach
Herstellerangaben aufbereitet und bei 37 °C fiur vier Stunden inkubiert. Der
Farbumschlag der einzelnen Substrate im Teststreifen, erméglichte die Identifikation der
Mikroorganismen. Fur jeden der drei Bakterienstamme wurde ein separater Teststreifen
beimpft.

4.2.4.2 Inokulation der Bakteriensuspension in die Zahnproben

Alle nachfolgend genannten Arbeitsschritte wurden in einer sterilen Werkbank
(Mikrobiologische Sicherheitskabine; Bleymehl Reinraumtechnik GmbH, Inden,
Deutschland) durchgefihrt. Nach der Identifikation der einzelnen Bakterienstamme
sowie der Uberprifung ihrer Reinheit wurde von jedem Stamm eine Bouillon hergestellt.
Dazu wurden 10 ml BHI mit der jeweiligen Spezies beimpft. Die Ubertragung der
Mikroorganismen vom N&hrboden auf die Bouillon erfolgte mit Hilfe eines sterilen
Wattetragers. Um eine Mischbouillon herstellen zu kénnen, die zu drei gleichen Teilen
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die Spezies E. faecalis, P. intermedia und S. oralis enthielt, wurde die Konzentration der
Bakterien in der Monospezies-Bouillon durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm
im Photometer (Novaspec Il Visible Spectrophotometer; Amersham Pharmacia Biotech
AB, Uppsala, Schweden) ermittelt. Im Rahmen von Voruntersuchungen wurde die
optische Dichte verschiedener Konzentrationen jeder Spezies bestimmt. Eine
Konzentration von naherungsweise 2,5 x 102 koloniebildenden Einheiten pro Milliliter
(KBE/ml) ergab folgende optische Dichten (OD): E. faecalis OD ~ 0,25, S. oralis
OD ~ 1,0, P. intermedia OD ~ 1,0.

Zur Erzeugung der Mischbouillon wurden 5 ml aus jeder Monospezies-Bouillon unter
Verwendung einer sterilen Einmalspritze in ein steriles Kunststoffrohrchen gegeben und
das so erzeugte Volumen von 15 ml zur gleichmaldigen Verteilung der Zellen 30
Sekunden mit Hilfe eines Reagenzglasschiittlers vermengt.

Vor dem Beimpfen des Wurzelkanals wurden die sterilen Zahnproben im Anaerobiertopf
standsicher platziert. In einem Topf fanden jeweils vier Zahnproben Platz (Abb. 2). Die
Mischbouillon wurde mit sterilen Einmalspritzen (BD PlastipakTM Insulinspritze 1 ml,
BD, Madrid, Spanien) in die Wurzelkanale appliziert.

Die Zahne wurden unter anaeroben Bedingungen fiur vier Tage bei 37 °C inkubiert.

Wahrend der Bebritung wurde dem Wurzelkanal taglich Nahrldsung zugefihrt.

a. b.
Abbildung 2: Anordnung der Proben im Anaerobiertopf
a) standsichere Platzierung und Kennzeichnung der Proben, b) fir die Inkubation

vorbereiteter verschlossener Anaerobiertopf
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4.2.5 Wachstumsreihe

Um den Zeitpunkt einzugrenzen, an dem eine ausreichend hohe Bakterienkolonisation
bei gleichzeitiger Teilungsfahigkeit der Mikroorganismen im Wurzelkanal vorlag, wurde
vor dem Beimpfen der Versuchsproben eine Wachstumsreihe bestehend aus 12 x 3
Zahnen angesetzt. Die Proben wurden nach dem oben geschildertem Prinzip beimpft
und fur vierzehn Tage inkubiert. Ab dem dritten Tag erfolgte taglich eine Bestimmung
der Bakterienkonzentration im Wurzelkanal an jeweils drei Zahnen. Daflir wurden
Flissigkeitsproben aus dem Wourzelkanal entnommen und auf einem sterilen
Nahrboden ausplattiert. Zusatzlich wurde eine Gram-Farbung angefertigt und das
Praparat im Mikroskop untersucht. Das Zufuhren der Mischbouillon sowie die
Flissigkeitsentnahme erfolgten in einer sterilen Werkbank um eine Kontamination der
Zahnproben zu vermeiden. Erst nach einem Inkubationszeitraum von vier Tagen konnte
ein Wachstum aller drei Spezies zuverldssig nachgewiesen werden. (E. faecalis
788 x 106 KBE/ml, S. oralis 628 x 108 KBE/ml, P. intermedia 1724 x 10° KBE/m;
3 = 3.140 KBE/ml). An den darauffolgenden Tagen sank die Bakterienkonzentration im
Wurzelkanal zunéchst wieder bis sie nach insgesamt sieben Tagen Inkubation erneut
anstieg und erst nach neun Tagen einen vergleichbaren Wert (2 = 3.160 x 108 KBE/ml)

erreichte.

4.2.6 Verdinnungsreihe

Die Verdunnungsreihe wurde wahrend der Vorversuche durchgefihrt, um einen
geeigneten Verdunnungsfaktor, mit dem die Proben spéater ausplattiert werden sollten,
zu bestimmen. Hierfur wurden die Flussigkeitsproben, die im Rahmen der
Wachstumsreihe aus dem Wurzelkanal entnommen worden waren, in unterschiedlichen

Konzentrationen auf mehreren Nahrbdden ausplattiert (siehe Tab. 1V).

Mit Hilfe einer Papierspitze der ISO-GrofRe 40 (Paperpoint ISO 40; VDW) wurde
Flissigkeit bis zu einer Markierung von 18 mm aus dem Wurzelkanal entnommen. Das
Volumen des auf diese Weise gewonnenen Probenmaterials betrug 5 pl.

Die Flussigkeitsproben der Wachstumsreihe wurden in folgenden Verdinnungen
ausplattiert: 1: 4.000, 1: 40.000, 1: 400.000, 1: 4.000.000. Die jeweilige Verdinnung
wurde folgendermal3en erreicht: Mit Hilfe einer Papierspitze der ISO-Grol3e 40 wurden

aus dem Wurzelkanal 5 pl Flissigkeit entnommen. Die Papierspitze wurde zusammen



Material und Methode 41

mit 1995 ul BHI in ein Kunststofftube (Eppendorf Save-Lock Tube; Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) eingebracht und dieses fiur 30 Sekunden auf dem
Reagenzglasschuttler platziert. AnschlieBend wurden mittels Eppendorf-Pipette
(Eppendorf Reference® 2; Eppendorf AG) 100 ul aus dem Tube entnommen und auf
einem sterilen Nahrboden ausplattiert (Verdiinnung 1: 8000). Weitere 100 pl der Lésung
wurden erneut mit 900 pl BHI verdinnt. Aus der entstandenen Ldsung wurden
wiederum zwei Proben der Volumina 100 pl enthommen. Die eine Probe wurde
ausplattiert und damit die Verdinnung 1: 40.000 erreicht. Die zweite Probe diente der
Erzeugung der Verdinnung 1: 400.000, indem der eben beschriebene Vorgang
wiederholt wurde. Die nochmalige Wiederholung des Vorgehens fuhrte zu einer
Verdinnung von 1: 4.000.000. Die beimpften Nahrbdden wurden fur drei Tage bei einer
Temperatur von 37 °C im Brutschrank gelagert, bevor die Bestimmung der KBE/mlI
erfolgte (siehe Abb. 3 und 4).

Tabelle 1V: Verdinnungsreihe zur Bestimmung der Bakterienkonzentration (KBE/ml)

zum Zeitpunkt TO

pipettierte Volumina ausplattierte Volumina Verdinngsfaktor
5 ul (Papierspitze)
in 1995 pl BHI — 100 ul 2x4x10°
b
100 pl in 900 pl BHI — 100 pl 4x10*
!
100 pl in 900 pl BHI — 100 i 4x 10°
!
100 pl in 900 pl BHI — 100 i 4 x 10°

KBE/mI, koloniebildende Einheiten pro Milliliter; TO, vor der Therapie; BHI, Hirn-Herz-Bouillon;
ul, Mikroliter
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Abbildung 3: Verdinnungsreihe
Enterococcus faecalis, optische Dichte = 0,933
a) Verdunnungsfaktor (Vf) =2 x 4 x 103, b) Vf =4 x 104, ¢) Vf =4 x 105, d) Vf = 4 x 10°

Abbildung 4: Flussigkeitsprobe aus dem Wurzelkanallumen

koloniebildende Einheiten (KBE) der Spezies Streptococcus oralis (homogen milchig
weil3e, opake KBE), Prevotella intermedia (scharf begrenzte, zentral braun bis schwarz
gefarbte KBE) und Enterococcus faecalis (transluzente, weil3e KBE mit zentraler
Opazitat

a) Verdunnungsfaktor 4 x 107, b) vergroRerter Bildausschnitt derselben Agarplatte
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4.2.7 Qualitative Untersuchung

Zum Nachweis eines Biofilmes in drei exemplarisch beimpften Zahnproben wurde im
Rahmen der Kooperation mit dem zahnmedizinischen Institut der Universitat Aarhus in
Danemark an diesen eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) durchgefihrt und
die Proben anschlieBend unter einem konfokalen Laser Mikroskop (Zeiss LSM 700
Confacal Laser Scanning Microscope (CSLM); Carl Zeiss, Jena, Deutschland)
ausgewertet.

Zunachst wurden die Wurzelkanéle analog zu den Versuchsproben aufbereitet, beimpft
und inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben in Vorbereitung auf die FISH fixiert. Die
FISH selbst sowie die mikroskopische Auswertung fanden im zahnmedizinischen
Institut der Universitat Aarhus in Danemark statt.

Nachfolgend werden die einzelnen Arbeitsschritte, obwohl von der Doktorandin nicht
selbst durchgefuhrt, zusammengefasst dargestellt.

Die Zahne wurden nach dem Trocknen des Wurzelkanals mit Papierspitzen der ISO-
Grolle 40 mit 4%igem Paraformaldehyd in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) fir
sechszehn Stunden bei 4 °C fixiert. Die Uberschiisse wurden mit steriler PBS
ausgewaschen. Bis zum Einbetten der Proben in Kunststoff (Technovit 8100; Heraeus
Kulzer, Deutschland) wurden diese in einer Losung aus 100%igem Ethanol und steriler
PBS im Volumenverhéltnis 1: 1 bei -20 °C gelagert. Anschlie3end wurde mit einem
Mikrotom (Ernst Leitz GmbH, Wetzlar, Deutschland) entlang des Wurzelkanals ein
1 mm dicker Streifen prapariert und dieser dann in EDTA 17 % Uber einen Zeitraum von
16 - 27 Tagen dekalzifiziert. Die vollstandige Demineralisation der Proben wurde mit
digitalen Rontgenanalysen Uberprift. Aus jedem Streifen wurden funf Blécke von
koronal nach apikal prapariert. Es wurde darauf geachtet, dass jeder Block einen Teil
des Wurzelkanals mit Biofilm und angrenzendem Dentin enthielt. Die Blocke wurden
erneut in Kunststoff eingebettet. AnschlieRend wurden mit Hilfe eines Ultramikrotoms
(Ultracut E; Reichert Jung Optische Werke AG, Wien, Osterreich) 1 - 2 um diinne
Teilsticke prapariert und diese auf einem Adhasionsobjekttrager (Menzel-Glaser,
Braunschweig, Deutschland) aufgebracht.

Im Rahmen der FISH wurden die Proben fir neun Minuten mit 25 pl Lysozym (Sigma,
Brgndby, Danemark) (70 U/pl in 100 mmol/l Tris/HCI, pH 7.5, 5 mmol/l| EDTA) bei einer
Temperatur von 37 °C in einer Feuchtkammer behandelt, um die Permeabilitat der
Zellmembranen zu erhéhen. Die Hybridisierung der Proben mit markierten Sonden
erfolgte in einer 30%igen Formamidlosung. Die Sonde STR405 (5-TAG CCG TCC CTT
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TCT GGT-3Y) diente zum Nachweis von S. oralis und war mit dem Farbstoff Alexa488
(MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland) markiert. Zum spezifischen Nachweis von
P. intermedia wurde die Sonde PRIN (5-CTT TAC TCC CCA ACA AAA GCA GTT TAC
AA-3Y), an welche der Farbstoff Atto550 (IBA, Goéttingen, Deutschland) gebunden war,
verwendet. Die Sonde EUB338 (5-GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3Y), zum
unspezifischen Nachweis von Eubakterien, war an den Farbstoff Atto633 (IBA)
gekoppelt. Vor der mikroskopischen Auswertung wurde ein Deckglaschen mit Citifluor
AF1 (Citifluor Ltd, Leicester, UK) auf das Praparat gesetzt. Es schloss sich die
Betrachtung der Praparate unter einem konfokalen-Laser-Scanning-Mikroskop an. Die
Farbstoffe wurden mit Laserstrahlen verschiedener Wellenlangen zur Fluoreszenz
angeregt (Alexa488, A = 488 nm, Atto550, A = 543 nm, Atto 633, A = 639 nm). Fur die
optische Auswertung wurde ein 100x/1,46 NA Oil Immersion Objektiv (alpha Plan-
Apochromat, Zeiss) genutzt. Es wurden folgende Scanparameter gewahlt: eine

BildgroRe von 584 x 584 Pixel (64 x 64 um?) mit einer Pixel-Verweilzeit von 5,53 ps.

4.3 Versuchsdurchfiuhrung

4.4 Bestimmung der Bakterienkonzentration vor der Therapie

4.4.1 Bestimmung der planktonischen Bakterienkonzentration vor der Therapie (T0)

Nach dem Beimpfen und darauf folgender Inkubation der Zahne fir vier Tage bei 37 °C
wurden vor der Versuchsdurchfihrung zundchst in allen Proben die
Bakterienkonzentrationen bestimmit.

Mit einer sterilen Papierspitze der 1SO-GroRe 40 wurden 5 pl Flussigkeit aus dem
Wurzelkanal entnommen. Die Papierspitze wurde mit 1995 ul BHI in ein
verschlieBbares Kunststofftube gegeben und dieses auf dem Reagenzglasschiittler
platziert. Die gewonnene Probe wurde daraufhin zunehmend mit BHI, wie weiter oben
beschrieben, versetzt, bis der jeweilige Verdunnungsfaktor erreicht war (Tab. IV). Es
wurden jeweils 100 pl der Flissigkeit mittels Eppendorf-Pipette auf einen sterilen
Nahrboden uberfihrt und mit einem Glasspatel ausplattiert. Nach einer flnftagigen
Inkubation der Agarplatte unter anaeroben Bedingungen bei einer Temperatur von
37° C erfolgten die Auszahlung der entstandenen Kolonien und die Berechnung der
KBE/ml.
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Um die KBE der drei Bakterienstamme sicher makroskopisch gegeneinander
abgrenzen zu koénnen, wurde im Rahmen der Vorversuche ein geeigneter
Verdunnungsfaktor ermittelt. Eine schwache Verdinnung der gewonnenen Probe
erlaubt das Erfassen niedriger Zellzahlen. Eine hohe Zellkonzentration verhindert in
diesem Falle jedoch das Abgrenzen einzelner Bakterienkolonien gegeneinander und
schréankt deren Wachstumsverhalten auf dem Nahrboden ein. Je hdher der
Verdunnungsfaktor angesetzt wird, umso eindeutiger sind makroskopische
Eigenschaften der drei Spezies ausgebildet, da auch hohe Zellkonzentrationen nur
wenige KBE auf dem Nahrboden erzeugen. Auf Grundlage der Ergebnisse der
Vorversuche wurden zur Bestimmung der Bakterienkonzentration vor der Therapie
jeweils die Verdinnungsstufen 1: 4 x 10% 1: 4 x 10, sowie 1: 4 x 107 ausplattiert.
Abhéngig von der Gesamtkonzentration und vom Bakterienstamm lie3en sich

insgesamt bis zu 5 x 102 KBE auf einem Nahrboden sicher bestimmen.

4.4.2 Bestimmung der dentinadhérenten Bakterienkonzentration vor der Therapie

Die Bestimmung der dentinadharenten Bakterienkonzentration vor der Therapie erfolgte
exemplarisch an drei Zahnen. Die Wurzelkanéle wurden analog zu den Versuchsproben
vorbereitet, beimpft und inkubiert. Sie waren jedoch nicht Bestandteil der spateren
Versuchsdurchfihrung.

Fir die Probenentnahme wurde eine Headstrémfeile der 1ISO-GroR3e 40 dreimal an der
Kanalwand entlang gefuhrt. Das Arbeitsende der Feile wurde anschlieBend an der
Sollbruchstelle mit Hilfe eines sterilen Seitenschneiders vom Instrumentengriff getrennt
und in ein Kunststofftube mit 50 pl steriler BHI Uberfuhrt. Durch Platzieren des Tubes
auf dem Reagenzglasschiittler fir 30 Sekunden wurden die Dentinspane von der Feile
gelost und in der BHI suspendiert. Anschlieend wurde die Suspension in den
Verdinnungen 1: 1 x 10%, 1: 1 x 107 und 1: 1 x 108 auf sterilen Nahrbéden ausplattiert
und bei 37 °C fiur finf Tage inkubiert. Durch das Auszahlen der KBE liel3 sich die

dentinadharente Bakterienkonzentration nachfolgend berechnen.

4.5 Anwendung der Therapieprotokolle

Die vier Zahne in einem Anaerobiertopf wurden randomisiert den verschiedenen
Therapien zugefuhrt (Tab. V). In den HG 2 bis 4 begann die terminale Aufbereitung der

Kanale mit der koronalen Erweiterung analog zum Vorgehen wahrend der initialen
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Aufbereitung in der HG 1 durch Gates Bohrer der 1SO-Gréflen 150 und 130.
Anschliel3end wurden die Zahne mit dem FlexMaster® System vollstandig bis MAF ISO
02/60 aufbereitet (siehe Abb. 5), wobei in jeder der drei Hauptgruppen ein anderes
Spulprotokoll befolgt wurde. Sofern nicht anders erwahnt, erfolgte eine alternierende
Spulung (10 ml Syringe; BD Plastipak™, Franklin Lakes, NJ USA) nach folgendem
Muster: 3 ml vor der ersten Feile, dann je 2 ml und nochmals 3 ml nach der letzten
Feile. In HG 2 diente NaCl 0,9 % als Spulmittel. Die Proben der HG 3 und 4 erfuhren
wahrend der Aufbereitung eine Behandlung mit NaOCl 1 %. In der HG 4 erfolgte im
Anschluss an die Aufbereitung eine Zwischenspuilung mit 3 ml Isopropanol 70 % und
abschlieBend wurde der Kanal mit 3 ml CHX 2 % gereinigt. Das im Wurzelkanal
verbliebene CHX wurde vor Bestimmung der Bakterienkonzentration nach erfolgter
Therapie mit 3 ml NaCl 0,9 %, welche 3 % Tween 80 (Tween® 80; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Minchen, Deutschland) und 0,3 % L-a-Lecithin (L-a-Lecithin, Egg Yolk;
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX USA) enthielt, neutralisiert.

Die Proben der HG 1 erfuhren wahrend der Versuchsdurchfihrung keine weitere
Aufbereitung. Die im Kanal befindliche Bakteriensuspension wurde mit 2 ml NaCl 0,9 %

entfernt.

Tabelle V: Spulprotokolle wahrend der Versuchsdurchfiihrung

Hauptgruppe Feile Arbeitslange Spulvolumen Spillésung
(Konizitat/ISO-
Groi3e)
1 — — 2ml NacCl 0,9 %
— — 3ml NaCl 0,9 %
> 02/45 18 mm 2 ml NacCl 0,9 %
02/50 18 mm 2ml NaCl 0,9 %
02/60 18 mm 3ml NacCl 0,9 %
— — 3ml NaOCl 1 %
3 02/45 18 mm 2ml NaOCI 1 %
02/50 18 mm 2ml NaOCl 1 %
02/60 18 mm 3ml NaOCI 1 %
— — 3ml NaOCl 1 %
02/45 18 mm 2ml NaOCI 1 %
02/50 18 mm 2ml NaOCl 1 %
4 02/60 18 mm 3 mi NaOCI 1 %
= = 3ml Isopropanol 70 %
— — 3ml CHX2 %
= = 3ml Neutralisator

NaCl, Natriumchlorid; NaOCI, Natriumhypochlorit; CHX, Chlorhexidindigluconat; mm,

Millimeter; ml, Milliliter



Material und Methode 47

Die Wurzelkanéle aller 160 Zédhne wurden nach der jeweiligen Abschlussspilung mit
sterilen Papierspitzen der 1SO-GrolRe 60 (Paperpoint 1SO 60; VDW) vollstandig
getrocknet.

An die Aufbereitung schloss sich bei jeweils 20 Proben (entspricht der NG 2) jeder
Hauptgruppe die PDT an.

Im Rahmen der PDT wurde mit Hilfe eines Kunststoffapplikators (HELBO® Endo Blue
steriler Einmalapplikator; HELBO, Walldorf, Deutschland) der Photosensitizer (HELBO®
Endo Blue Photosensitizer; HELBO) in den getrockneten Kanal eingebracht. Nach einer
Einwirkzeit von 60 Sekunden erfolgte eine Spllung mit 5 ml steriler
Natriumchloridlésung, um nicht gebundene Farbstoffmolekile zu entfernen. Daraufhin
wurde der Kanal erneut vollstéandig mit Papierspitzen der ISO-Gré63e 60 getrocknet. Der
Wurzelkanal galt als trocken, wenn keine Blaufarbung der Papierspitze mehr eintrat. Die
folgende einmintitige Laserbehandlung bei einer Wellenlange von 660 nm aktivierte den
verbliebenen Photosensitizer im Wurzelkanal. Hierftr wurde der Lichtleiter (HELBO®3D
Endo Probe, HELBO) mit einem Durchmesser von 0,45 mm und einer Lange der
aktiven Oberflache von 17 mm vollstandig in den Wurzelkanal eingefuhrt und aktiviert
(Abb. 5). Es kam ein Diodenlaser (HELBO®TheralLite Laser, HELBO) mit einer Leistung
von 110 mW zur Anwendung. Die so Uber die optische Faser abgegebene
Energieleistung betrug gemafR Herstellerangaben > 40 mW und erzeugte eine

Energiedosis von 2,4 J im Wurzelkanal.

a. .4‘\ b.
Abbildung 5: Versuchsdurchfiuhrung
a) maschinelle Aufbereitung des Wurzelkanals, b) Laserapplikation im Rahmen der

photodynamischen Therapie
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4.6 Bestimmung der Bakterienkonzentration nach erfolgter Therapie

Vor der Bestimmung der posttherapeutischen Bakterienkonzentration im Wurzelkanal
wurden die Nebengruppen randomisiert in je zwei Untergruppen aufgeteilt (n = 10). In
der ersten Untergruppe (T1l) erfolgte die quantitative Auswertung unmittelbar im
Anschluss an die Versuchsdurchfiihrung. Die Zahnproben der zweiten Untergruppe (T2)
wurden nach erfolgter Therapie zunachst mit steriler Nahrlésung beflllt und erneut
anaerob bebritet. Es wurde taglich sterile BHI in den Wurzelkanal eingebracht. Nach
funf Tagen wurden die Proben zur Konzentrationsbestimmung enthommen.

Die Flussigkeitsentnahme erfolgte in beiden Untergruppen (T1, T2) mit einer
Papierspitze der ISO-GroRe 40. Zusatzlich wurde aus jedem Wurzelkanal mit einer
Headstromfeile der 1SO-Grol3e 40 (Headstrom I1SO 40, VDW) eine Dentinprobe
gewonnen (Tab. VI).

Tabelle VI: Untersuchungsparameter

Untersuchungsparameter Methode der Untersuchungszeitpunkt [ Anzahl der
Probenentnahme Proben
planktonische Bakterien |per Papierspitze unmittelbar vor 160
(KBE/mlI) Versuchsdurchfiihrung (TO)
per Papierspitze direkt im Anschluss an die 80

Versuchsdurchfiihrung (T1)

per Papierspitze nach funftagiger Inkubation 80
(T2)
dentinadharente Bakterien |per Headstromfeile direkt im Anschluss an die 80
(KBE/mlI) Versuchsdurchfiihrung (T1)
per Headstromfeile nach funftagiger Inkubation 80
(T2)

KBE/mI, koloniebildende Einheiten pro Milliliter

Da fur die Bakterienkonzentration im Anschluss an die jeweils erfolgte Therapie kein zu
erwartender Wert bekannt war, konnte ein gunstiger Verdtinnungsfaktor nicht im Vorfeld
bestimmt werden. Aus diesem Grund wurde die jeweils gewonnene Probe in
verschiedenen Verdinnungsstufen ausplattiert und daraufhin fir funf Tage bei 37° C
unter anaeroben Bedingungen inkubiert. AnschlieRend konnte Uber Auszahlen der

entstandenen Kolonien die Bakterienkonzentration berechnet werden.
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4.6.1 Bestimmung der planktonischen Bakterienkonzentration im Wurzelkanallumen

direkt im Anschluss an die Therapie (T1)

Nach der vollstandigen Trocknung des Wurzelkanals wurde dieser mit steriler
Kochsalzlosung befullt. Es folgte die Entnahme der Flussigkeitsprobe mit einer
Papierspitze. Diese wurde in ein Kunststofftube mit 45 pl steriler Nahrlésung
eingebracht. Zur Erzeugung einer homogenen Bakteriensuspension wurde die Lésung
mit Hilfe des Reagenzglasschiittlers fir 30 Sekunden vermengt. Um eine mdglichst
niedrige Nachweisgrenze von 5 x 102 KBE/ml zu erreichen, wurden 20 pl der erzeugten
Suspension auf einem Nahrboden ausgestrichen. Weitere 20 ul wurden in 1980 ul
sterile Nahrlésung Gberfuhrt und zur Herstellung der Verdinnungsstufen 1: 104 und
1: 10° gebraucht. Die hergestellte Verdinnungsreihe zum Erfassen der
Bakterienkonzentration im Kanallumen zum Zeitpunkt T1 zeigt die Tab. VII.

Tabelle VII: Verdinnungsreihe zum Erfassen der Bakterienkonzentration (KBE/ml) im

Kanallumen zum Zeitpunkt T1

pipettierte Volumina ausplattierte Volumina| Verdinnungsfaktor
5 yl (Papierspitze)
in 45 pl BHI = 20 ul 500
!
20 pl in 1980 pl BHI - 100 pl 10*
b
100 pl in 900 pl BHI — 100 pl 10°

KBE/mI, koloniebildende Einheiten pro Milliliter; T1, Probenentnahme direkt nach der Therapie;

BHI, Hirn-Herz-Bouillon; ul, Mikroliter

4.6.2 Bestimmung der planktonischen Bakterienkonzentration im Wurzelkanallumen

nach Inkubation fir weitere funf Tage (T2)

Nach flnftagiger Inkubation und taglicher Zugabe steriler N&hrlésung wurde die
Flassigkeitsprobe aus dem Kanal entnommen.

Da die zu erwartenden Bakterienkonzentrationen in den verschiedenen Hauptgruppen
stark variierten, wurden die Proben abhangig von ihrer Hauptgruppenzugehorigkeit in
unterschiedlichen Verdinnungen ausplattiert (siehe Tab. VIII und Tab. IX). Nach einem
vorangegangenen Versuchsdurchlauf wurde in den HG 1 und 2 eine vergleichsweise

hohe Bakterienkonzentration vermutet. In den HG 3 und 4 wurde hingegen von relativ
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geringen Bakterienkonzentrationen ausgegangen. Infolgedessen wurden die
gewonnenen Flissigkeitsproben aus den HG 1 und 2 in den Verdiinnungen 1: 103,
1: 105 sowie 1: 107 ausplattiert. In den HG 3 und 4 erfolgte die Herstellung der
Verdinnungsreihen ahnlich dem Vorgehen zur Bestimmung der Bakterienkonzentration
direkt im Anschluss an die durchgefiuhrte Therapie. Jedoch wurde in der HG 4

zusatzlich die Verdiinnung: 1: 108 ausplattiert.

Tabelle VIII: Verdinnungsreihe zum Erfassen der Bakterienkonzentration (KBE/ml) im
Kanallumen zum Zeitpunkt T2 in den Hauptgruppen 1 und 2

Hauptgruppe pipettierte Volumina ausplattierte Volumina Verdunngsfaktor
5 ul (Papierspitze)
in 1995 ul BHI - 400
U
100 pl in 900 pl BHI
H H - 4x 10°
1
1,2 100 pl in 900 pl BHI — 100 pl 4 x 10°
1
100 pl in 900 pl BHI — 100 pl 4 x 10°
1
100 pl in 900 pl BHI - 100 pl 4 x 10’

KBE/mI, koloniebildende Einheiten pro Milliliter; T2, Probenentnahme fiinf Tage nach Therapie;

BHI, Hirn-Herz-Bouillon; ul, Mikroliter

Tabelle IX: Verdinnungsreihe zum Erfassen der Bakterienkonzentration (KBE/ml) im

Kanallumen zum Zeitpunkt T2 in den Hauptgruppen 3 und 4

Hauptgruppe pipettierte Volumina ausplattierte Volumina Verdunngsfaktor
5 Wl (Papierspitze)
in 45 pl BHI — 20 ul 500
1
3,4 20 pl in 1980 pl BHI — 100 pl 10*
1
100 pl in 900 pl BHI — 100 pl 10°
!
4 100 pl in 900 pl BHI — 100 pl 10°

KBE/mI, koloniebildende Einheiten pro Milliliter; T2, Probenentnahme finf Tage nach Therapie;

BHI, Hirn-Herz-Bouillon; ul, Mikroliter
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4.6.3 Bestimmung der dentinadharenten Bakterienkonzentration nach erfolgter

Therapie

Zur Detektion von Bakterien im Dentin wurde eine sterile Headstromfeile der ISO-Grof3e
40 dreimal an der Kanalwand entlang gefuhrt und die so gewonnene Dentinprobe
anschlielend mit 50 pl BHI in ein 500 pl-fassendes Kunststofftube Uberfihrt. Durch das
Rutteln des Tubes auf einem Reagenzglasschiittler fur 30 Sekunden wurde das
Probenmaterial in der Flussigkeit suspendiert. Von der Flissigkeit wurden 20 pl mit
einer Eppendorf-Pipette auf einen N&hrboden gegeben und mit einem Glasspatel
ausplattiert. Die Nahrboden wurden vor dem Auszahlen der KBE wiederum finf Tage

bei 37 °C in einer anaeroben Atmosphare inkubiert.

4.7 Statistische Auswertungen

In der statistischen Auswertung wurden nur Féalle bertcksichtigt, in denen nachweislich
alle drei Spezies vor der Versuchsdurchfuhrung im Wurzelkanal vorhanden waren. Dies
trifft far alle 160 ausgewerteten Proben zu.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm IBM SPSS Statistics, Version
21 (IBM SPSS Statistics, Version 21; IBM Corporation, Armonk, NY USA).

Die Auswertung wurde stratifiziert nach dem Entnahmezeitpunkt (T1 =
Probenentnahme sofort nach erfolgter Therapie, T2 = Probenentnahme nach erneutem
funftagigen Bebriten) sowie nach dem Ort der Gewinnung der Bakterien (planktonische
Bakterien im Wourzelkanallumen, dentinadhdrente Bakterien) durchgefiihrt. Das
Signifikanzniveau a wurde mit a = 0,05 gewahlt. Als Nullhypothesen wurden
angenommen, dass die mechanische Aufbereitung des Wurzelkanals, die mechanische
Aufbereitung in Kombination mit desinfizierenden Spullésungen und die adjuvante PDT

keinen Einfluss auf die Bakterienreduktion zu den Zeitpunkten T1 und T2 besal3en.

4.7.1 Statistische Analyse der planktonischen Bakterien im Wurzelkanallumen

In jedem Wurzelkanal wurde jeweils in mehreren Verdinnungsstufen fur jede Spezies
die Bakterienkonzentration vor und nach der Therapie erfasst. Aus den vorhandenen
Verdunnungsstufen wurde im Rahmen der Auswertung fir jede Spezies der Mittelwert
berechnet. Waren im Anschluss an die Therapie keine KBE einer Spezies nachweisbar,
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wurde der Mittelwert fir diese Spezies mit der halben Nachweisgrenze gleichgesetzt.
Die Nachweisgrenze der planktonischen Bakterien lag bei 500 KBE/ml pro Spezies. Die
Mittelwerte der drei Spezies wurden addiert und so die Gesamtkonzentration an
Bakterien im Biofilm vor und nach der Therapie berechnet. In Féllen, in denen im
Anschluss an die Therapie aufgrund einer zu hohen Bakteriendichte in allen
ausplattierten Verdinnungsstufen kein Auszéhlen der KBE mdglich war, musste ein
fiktiver Wert fiir die Spezieskonzentration festgelegt werden. Folgende Uberlegungen
wurden zur Herleitung eines entsprechenden Wertes fur die unzahlbaren
Bakterienkonzentrationen angestellt: Der Wert musste gro3er sein als die maximal auf
einem Nahrboden ermittelte Anzahl an KBE fiir eine Spezies und durfte gleichzeitig
keinen UberméRig hohen Betrag annehmen, um die Ergebnisse nicht zu verzerren.
Dementsprechend musste zunachst die gré3tmogliche, noch zéhlbare Anzahl an KBE
auf einem N&hrboden ermittelt werden. Dafir wurde die Summe aller KBE auf einer
Agarplatte fur jede ausplattierte Verdinnung berechnet und anschlieRend der
Maximalwert bestimmt. Dieser betrug 869 KBE. Dieser Wert wurde durch die Anzahl
der Spezies dividiert (869 KBE : 3 = 290 KBE). Da eine Anzahl von 869 KBE der
tatsachlich groRten Summe auf eine Platte entsprach, musste fur die unzahlbaren Falle
ein Faktor definiert werden, der ausdriickte, dass die Bakterienkonzentration auf dem
entsprechendem Nahrboden diesen Maximalwert Gberschritt. Zunéachst wurde der
Faktor 10 gewahlt. Es zeigte sich, dass sich bei einem dementsprechend hohen Wert
fur die unzahlbaren Bakterienkonzentrationen im Rahmen der Auswertung Werte mit
negativem Vorzeichen fur die Differenz aus der Bakterienkonzentration im Biofilm vor
der Therapie und der Bakterienkonzentration im Biofilm nach der Therapie ergaben. Die
Schlussfolgerung aus diesen Daten ware gewesen, dass im Anschluss an die Therapie
mehr Bakterienzellen im Wurzelkanal vorhanden waren als vor der Therapie. Diese
Annahme erschien im Rahmen des Versuchsaufbaus zumindest fir die
Probenentnahme zum Zeitpunkt T1 unwahrscheinlich. Die gleichen Beobachtungen
trafen fur den Faktor 5 zu, so dass letztlich der Wert von 290 verdoppelt wurde.
Zusammenfassend bedeutete dies, dass in Fallen, in denen im Anschluss an die
Therapie in keiner der ausplattierten Verdinnungen die Anzahl der KBE fir eine
Spezies bestimmt werden konnte, flr diese Spezies in der héchsten Verdlinnungsstufe
der Wert 290 x 2 eingesetzt und zur Berechnung des Biofilmes herangezogen wurde.

Da keine Normalverteilung der Werte vorlag, wurde die Bakterienkonzentration im

Wurzelkanallumen zur Basis 10 logarithmiert. AnschlieRend wurde der logarithmische
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Reduktionsfaktor (LRF) bestimmt. Hierfir wurde der logarithmierte Wert der
Bakterienkonzentration nach der Therapie vom logarithmierten Wert der
Bakterienkonzentration vor der Therapie subtrahiert. Fur die Deskription der Daten
wurden Medianwerte (M) und Interquartilsabstande (IQR) sowie Mittelwerte (MW) und
Standardabweichungen (SD) ermittelt. Zum Vergleich der Bakterienkonzentration in den
Proben vor der Therapie wurde die univariate einfaktorielle Varianzanalyse angewandt.
Die Effekte der verschiedenen Aufbereitungsprotokolle (Einflussfaktor 1, 4 Faktorstufen)
und der adjuvanten PDT (Einflussfaktor 2, 2 Faktorstufen) auf die Bakterienreduktion
wurden anhand des logarithmischen Reduktionsfaktors mit Hilfe der univariaten
mehrfaktoriellen ANOVA geprift. Als Referenzgruppen wurden die Kontrollgruppen
ohne Therapie festgelegt. Um Unterschiede in der antibakteriellen Wirkung der
einzelnen Spullésungen gegenlber der Kontrollgruppe ohne Aufbereitung zu ermitteln,

erfolgte die Berechnung von T-Tests.

4.7.2 Statistische Analyse der dentinadhérenten Bakterien

Fur die Ausgangskonzentration der Bakterien im Dentin wurden der Medianwert sowie
der Interquartilsabstand dargestellt. Fir die statistische Auswertung der
Bakterienkonzentration im Dentin nach erfolgter Therapie wurden drei Kategorien
gebildet (Tab. X).

Tabelle X: Kategorien der Bakterienkonzentration im Dentin nach erfolgter Therapie

Kategorie absolute Bakterienkonzentration
1 < 50 KBE/ml
2 50 - 100000 KBE/mI
3 > 100000 KBE/mI

KBE/mI, koloniebildende Einheiten pro Milliliter

Der Kategorie 1 wurden alle Proben zugeordnet, in denen nach der Therapie keine
Bakterien mehr nachgewiesen werden konnten. Die Nachweisgrenze fur die
dentinadharenen Bakterien betrug 50 KBE/ml.

Mit dem Kruskal-Wallis-Test wurde die Verteilung der Messwerte in den Hauptgruppen
auf die drei Kategorien gepruft. Paarweise Vergleiche mit der HG 1 (ohne Aufbereitung)
als Referenzgruppe wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test stratifiziert nach der

Nebengruppe (ohne PDT, mit PDT) durchgefiihrt. Unter Bertcksichtigung der
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Mehrfachvergleiche des Mann-Whitney-U-Tests wurde alpha < 0,0167 als statistisch

signifikant bewertet (Bonferroni Korrektur).

4.7.3 Vergleich der planktonischen und dentinadharenten Bakterienkonzentrationen

Um die Ergebnisse der beiden Messverfahren (planktonisch: Probenentnahme mittels
Papierspitze, dentinadharent: Probenentnahme mittels Feile) vergleichen zu kdnnen,
wurden die ermittelten Bakterienkonzentrationen im Wurzelkanallumen analog zu denen
im Dentin in Kategorien eingeteilt. Die Kategorie 1 entsprach wiederum
Bakterienkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze. Die vergleichende
Auswertung der kategorialen Daten fiur die planktonischen und die dentinadhé&renten
Bakterienkonzentrationen erfolgte stratifiziert nach dem Entnahmezeitpunkt (T1, T2)

anhand von Kreuztabellen. Der Kappa-Koeffizient wurde berechnet.
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5 Ergebnisse

5.1 Wachstumsreihe

Die Abbildung 6 zeigt das Wachstum der drei Bakterienspezies tUber den Zeitraum von
dreizehn Tagen. An Tag 2 konnten zunachst nur fur die Spezies E. faecalis
(132 x 10 KBE/ml) und S. oralis (64 x 108 KBE/ml) KBE nachgewiesen werden. Nach
vier Tagen gelang der erste Nachweis von P. intermedia (1.724 x 10 KBE/ml) im
Wurzelkanallumen. An Tag 4 waren erstmals alle drei Spezies im Wurzelkanallumen
nachweisbar. Die Spezies E. faecalis (788 x 10° KBE/ml) und S. oralis
(628 x 10° KBE/ml) wiesen zu diesem Zeitpunkt hohere Bakterienkonzentrationen im
Vergleich zum Vortag auf. An Tag 5 war die Konzentration von P. intermedia
(776 x 108 KBE/ml) bereits wieder rucklaufig, ebenso die des S. oralis
(256 x 108 KBE/ml). Eine Konzentrationsabnahme in der Wachstumskurve zeigte auch
E. faecalis (632 x 10% KBE/mI) nach 6 Tagen. Nach sieben und nach zwolf Tagen waren
die Konzentrationen der Spezies S. oralis und P. intermedia sehr niedrig. Die
Konzentration der Spezies P.intermedia sank unter die Nachweisgrenze, so dass
Ruckschlisse auf einen Multispezies-Biofilm zu diesen Zeitpunkten nicht sicher mdglich
waren. Im Verlauf der Wachstumsreihe kam es immer wieder zu Zu- und Abnahmen in
den einzelnen Spezieskonzentrationen. An den Tagen 4 (Z = 3.140 x 108 KBE/ml) und 5
(2=2.780x10% KBE/ml) sowie 8 (: = 2588 x 10° KBE/ml) und 9
(2 = 3.160 x 10° KBE/mI) waren insgesamt die hochsten Bakterienkonzentrationen zu

verzeichnen.
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Abbildung 6: Wachstumsreihe des Multispeziesbiofilmes
Startkonzentration von je 2,5 x 108 KBE/ml pro Spezies
KBE/mI, koloniebildende Einheiten pro Milliliter; E. faecalis, Enterococcus faecalis; S. oralis,

Streptococcus oralis; P. intermedia, Prevotella intermedia

5.2 Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die Durchfuhrung und Auswertung der FISH erfolgte durch das zahnmedizinische
Institut der Universitdt Aarhus, Danemark. Durch die freundliche Genehmigung von
Dr. S. Schlafer und I. Dige, mit denen gemeinsam die Daten der vorliegenden Arbeit
publiziert wurden, kann nachfolgend die Auswertung der gewonnenen Ergebnisse im

Rahmen der vorliegenden Arbeit dargestellt werden.

Alle drei Spezies wurden durch die Sonde EUB 338 erfolgreich markiert und zeigten
sich im konfokalen Mikroskop durch die Emission roten Lichtes. Die Spezies S. oralis
band zusatzlich die Sonde STR 405, jedoch nicht die Sonde PRIN (Abb. 7). Im

Mikroskop entsprach dies der Emission griinen Lichtes. Die Sonde PRIN identifizierte
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sicher die Spezies P. intermedia in den vorliegenden Dentinproben und fluoreszierte in
blauem Licht (Abb. 7). Die FISH zeigte die drei Spezies in enger raumlicher Beziehung
zueinander, so dass auf das Vorhandensein eines Biofilmes geschlossen wurde. Dieser
konnte sowohl an den koronalen als auch an den apikalen Kanalwé&nden der
untersuchten Dentinproben durch die FISH verifiziert werden. In einigen Abschnitten

konnten Zellen der Spezies S. oralis und E. faecalis auch innerhalb der Dentintubuli

nachgewiesen werden (Abb. 8).

Bilder mit freundlicher Genehmigung von Dr. S. Schlafer und I. Dige, zahnmedizinisches Institut
der Universitat Aarhus, Danemark.

Abbildung 7: Ergebnisse des Hybridisierungsexperiments

obere Reihe: Streptococcus oralis markiert durch die Sonden a) STR 405 und b) EUB
338, jedoch nicht durch c) PRIN.

untere Reihe: Prevotella intermedia markiert durch die Sonden d) PRIN und e) EUB
338, jedoch nicht durch f) STR 405.
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Bilder mit freundlicher Genehmigung von Dr. S. Schlafer und I. Dige, zahnmedizinisches Institut
der Universitat Aarhus.

Abbildung 8: Biofilmnachweis im Wurzelkanal durch die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung

Die Sonden STR 405 (dargestellt in griin), spezifisch fur Streptokokken, PRIN (blau),
spezifisch fur Prevotella intermedia und EUB 338 (rot), unspezifisch an alle drei Spezies
gebunden, gleichzeitig eingesetzt. Die Autofluoreszenz des Dentin erscheint in grau.

a) zeigt einen dunnen Biofilm bestehend aus Streptococcus oralis, Prevotella intermedia
und Enterococcus faecalis (ausschlief3lich durch die Sonde EUB 338 markiert) entlang
der Kanalwand im koronalen Abschnitt und b) in den apikalen Regionen. c) In einigen
Abschnitten zeigten sich Zellen der Spezies Streptococcus oralis und Enterococcus

feacalis innerhalb der Dentintubuli.

5.3 Planktonische Bakterien im Wurzelkanallumen

5.3.1 Deskription der planktonischen Bakterienkonzentrationen vor und nach der

Therapie

In allen Gruppen trat eine Reduktion der Bakterienkonzentration zwischen den
Zeitpunkten TO und T1 auf. Den kleinsten LRF (1,0 £ 1,2) zeigte die Gruppe ohne
Aufbereitung und ohne PDT (G 1.1). Die grof3te Bakterienreduktion wurde in G 3.1
(LRF =6,7 £ 0,7) erzielt.

Zwischen den Zeitpunkten TO und T2 trat aul3er in G 3.1 in allen Gruppen eine
Reduktion der Bakterienkonzentration ein. In drei der vier Hauptgruppen war der LRF
kleiner gleich 1,0. Die geringste Reduktion zeigte G 3.1 (LRF =-0,2 £ 0,5). Nur in der
HG 4 nahm der LRF Werte grol3er als 1,0 an. In dieser Hauptgruppe wurde ohne
adjuvante PDT (G 4.1) ein LRF von 2,4 + 2,4 erreicht, bei Anwendung der PDT (G 4.2)
betrug der LRF 5,5 = 1,9 (siehe Tab. XI).
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Tabelle XI: Deskription der Bakterienkonzentration (KBE/ml) aus dem Wurzelkanallumen zu den Zeitpunkten TO, T1 und T2

Gruppen mit PE zum
Zeitpunkt T1

(3,0-16,9 x 109

(0,8-5,1 x 109

(1,8-14,1 x 109

(3,0-7,4 x 109

(0,9-14,0 x 10

(3,2-14,8 x 10°%)

(2,8-16,3 x 10°%)

Hauptgruppe HG 1: HG 2: HG 3: HG 4:
keine Aufbereitung Aufbereitung mit NaCl 0,9 % Aufbereitung mit NaOCI 1 % Aufbereitung mit NaOCI 1 % +
CHX2 %
Nebengruppe NG 1: ohne PDT| NG 2: mit PDT [NG 1: ohne PDT| NG 2: mit PDT |NG 1: ohne PDT| NG 2: mit PDT |NG 1: ohne PDT| NG 2: mit PDT
Gruppe G1l.1 G1l.2 G221 G 22 G3.1 G 3.2 G4.1 G 4.2
KBE/mI TO in den 9,0 x 10° 2,2x 10° 4,3 x 10° 3,8 x 10° 6,3 x 10° 7,0 x 10° 4,7 x 10° 5,2 x 10°

(2,0-8,8 x 10%)

KBE/mI T1

1,0 x 108
(0,6-1,7 x 10°)

3,1x10°
(0,9-52,7 x 10

2,7x 107
(0,4-5,2 x 107

1,4 x 10°
(0,7-15,3 x 10

7,5 x 10?
(7,5-7,5 x 10?)

1,4 x 10°
(0,8-140,0 x 10%)

1,1 x 10°
(0,8-5,7 x 10%)

1,9 x 10°
(0,8-15,7 x 10°%)

Reduktion KBE/mlI TO - T1

8,8 x 10°
(2,9-16,8 x 109

2,1x 10°
(0,8-5,0 x 109

4,2 x10°
(1,8-14,1 x 10°%)

3,8x 10°
(3,0-7,4 x 10%

6,3 x 10°
(0,9-14,0 x 10°%

7,0 x 10°
(3,2-14,7 x 10°%)

4,7 x 10°
(2,8-16,3 x 10°%)

5,2 x 10°
(2,0-8,8 x 109

LRF 1

1,0+1,2

2,2+14

2,3+1,0

32+1,4

6,7+0,7

58+21

6,4+0,6

6,1+0,9

KBE/ml TO in den
Gruppen mit PE zum
Zeitpunkt T2

5,2 x 10°
(1,8-10,7 x 109

4,8 x 10°
(2,9-11,5 x 109

5,7 x 10°
(3,2-11,1 x 109

3,8x 10°
(2,1-9,9 x 10%

5,0 x 10°
(1,9-9,7 x 10%

6,2 x 10°
(1,6-11,0 x 10°%)

5,7 x 10°
(2,4-10,0 x 10°)

2,9x 10°
(1,8-8,6 x 109

KBE/mI T2

0,8 x 10°
(0,3-2,9 x 109

2,4 x 10°
(1,2-5,8 x 109

0,9 x 10°
(0,4-2,9 x 109

1,4 x 10°
(0,6-5,2 x 10%

6,2 x 10°
(5,9-13,1 x 10%

5,9 x 10°
(0,4-17,4 x 10°)

1,7 x 107
(0,4-8,7 x 10")

2,3x 10°
(0,8-24,9 x 10°%)

Reduktion KBE/mI TO - T2 4,4 x 10° 2,5x 10° 4,7 x 10° 1,6 x 10° -2,3x 10° 2,3x 108 5,6 x 10° 2,9 x 10°
(1,5-9,2 x 10% | (-2,8-9,7 x 10% | (1,3-7,2 x 10% | (-0,4-6,0 x 10°%) | (-8,5-2,1 x 10% | (-1,2x 10%*- | (2,4-10,0 x 10°% | (1,8-8,6 x 10°)
69 x 10°)
LRF 2 0,8+0,5 0,3 +0,6 0,7+0,4 0,4+0,5 0,2 £0,5 0,4+1,0 24+24 55+1,9

Dargestellt sind Median (Interquartilsabstand) oder Mittelwert £+ Standardabweichung.

HG, Hauptgruppe; NaCl, Natriumchlorid; NaOCI, Natriumhypochlorit; CHX, Chlorhexidin; NG, Nebengruppe; PDT, photodynamische Therapie;
KBE/mI, koloniebildende Einheiten pro Milliliter; TO, vor der Therapie; T1, sofort nach Therapie; T2, finf Tage nach Therapie; LRF,

Logarithmischer Reduktionsfaktor
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5.3.2 Univariate einfaktorielle ANOVA der planktonischen Bakterienkonzentration vor
der Therapie (T0)

Die Wurzelkandle in den einzelnen Therapiegruppen wurden zur Bestimmung der
Bakterienkonzentration nach erfolgter Behandlung auf zwei Gruppen verteilt (T1, sofort
nach Therapie; T2, funf Tage nach Therapie). Die univariate einfaktorielle ANOVA der
planktonischen Bakterienkonzentration vor der Therapie wurde fur beide Gruppen
separat durchgefiuihrt. Sowohl in den Proben, bei denen die Probenentnahme direkt im
Anschluss an die Behandlung erfolge (T1, p = 0,71), als auch in den Wurzelkanélen,
deren Proben funf Tage nach der Therapie ausgewertet wurden (T2, p = 0,88) zeigte
die Analyse keine Unterschiede zwischen den logarithmierten Werten der KBE vor der

Behandlung.

5.3.3 Univariate mehrfaktorielle ANOVA der chemomechanischen Aufbereitung und

der adjuvanten PDT bei sofortiger Probenentnahme (T1)

Die univariate mehrfaktorielle ANOVA zeigte einen signifikanten Einfluss der
chemomechanischen Aufbereitung (HG; p < 0,0001). Die Anwendung der PDT (NG;
p = 0,5) hatte hingegen keinen signifikanten Einfluss auf die Bakterienreduktion. Der
Interaktionsterm wies einen p-Wert von p = 0,01 auf und war somit ebenfalls signifikant.
Die Reduktion der Bakterienzahlen durch die Anwendung desinfizierender
Spullésungen war signifikant. Als Referenzgruppe ohne Aufbereitung diente HG 1 mit
einem LRF von 2,2 + 0,7. Demgegeniber konnte in der HG 3 ein LRF von 6,3 + 1,3
(p < 0,0001; Tukey-HSD) und in der HG 4 ein LRF von 6,3 £ 0,7 (p < 0,0001; Tukey-
HSD) erreicht werden. Die HG 2 (LRF = 2,9 = 0,8) zeigte im Vergleich zur HG 1
ebenfalls eine geringfiigig hohere Bakterienreduktion; dieses Ergebnis war jedoch nicht
signifikant (p = 0,09; Tukey-HSD).

Mit Hilfe des T-Testes wurde der Einfluss der adjuvanten PDT auf die
Bakterienreduktion innerhalb der Hauptgruppen untersucht. In den Gruppen, in denen
wahrend der Aufbereitung des Wurzelkanals eine desinfizierende Spillésung zum
Einsatz kam, konnte fur die PDT kein signifikanter Effekt auf eine zusatzliche
Bakterienreduktion nachgewiesen werden (HG 3 p =0,2, HG 4 p = 0,4; T-Test). In den
HG 1 (p = 0,03) und HG 2 (p = 0,01) fuhrte die adjuvante PDT zu einer signifikanten
Steigerung der Bakterienreduktion (Abb. 9).
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Abbildung 9: Logarithmischer Reduktionsfaktor der planktonischen Bakterien zum
Zeitpunkt T1 (LRF 1)
Dargestellt sind der Mittelwert [ | und die Standardabweichung I.

T1, sofort nach Therapie; LRF, Logarithmischer Reduktionsfaktor; NaCl, Natriumchlorid;
NaOCI, Natriumhypochlorit; CHX, Chlorhexidin; PDT, photodynamische Therapie

* signifikanter Einfluss der Hauptgruppe (Tukey-HSD p < 0,05); ** signifikanter Einfluss der
Nebengruppe (T-Test p < 0,05)

5.3.4 Univariate mehrfaktorielle ANOVA der chemomechanischen Aufbereitung und

der adjuvanten PDT bei Probenentnahme fiinf Tage nach erfolgter Therapie (T2)

Die univariate mehrfaktorielle ANOVA bestétigte einen signifikanten Einfluss auf die
Bakterienreduktion sowohl fur die chemomechanische Aufbereitung (HG, p < 0,0001)
als auch fur die Anwendung der PDT (NG, p = 0,01). Der Interaktionsterm war ebenfalls
signifikant (p < 0,0001).

In den Untersuchungsgruppen, in denen keine adjuvante PDT durchgefiihrt wurde

(NG 1), zeigte nur G 4.1 mit einem LRF = 2,4 eine signifikant h6here Reduktion der
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Bakterien im Wurzelkanallumen als die Kontrollgruppe G 1.1 (LRF = 0,8; mittlere
Differenz G 1.1 - G 4.1 =-2,2, p < 0,0001; Tukey-HSD). Darlber hinaus war in G 4.1 die
starkste bakterienreduzierende Wirkung im Vergleich zu den (dbrigen drei
Aufbereitungsprotokollen ohne adjuvante PDT eingetreten (G 1.1, G 2.1; G 3.1
p < 0,0001; Tukey-HSD).

Fur die Proben, die im Anschluss an die chemomechanische Aufbereitung zusatzlich
eine PDT erhielten (NG 2), zeigte nur G 4.2 (LRF = 5,5) eine signifikant hohere
Reduktion der planktonischen Bakterien gegenuber der Kontrollgruppe G 1.2
(LRF = 0,3; mittlere Differenz G 1.2 - G 4.2 = -5,4, p < 0,0001; Tukey-HSD). Weiterhin
konnte in der G 4.2 auch nach funf Tagen eine signifikant héhere Bakterienreduktion als
in allen anderen Hauptgruppen (HG 1 - 3, NG 2 p < 0,0001; Tukey-HSD) nachgewiesen
werden.

Die Analyse des Effektes der adjuvanten PDT auf die Bakterienreduktion innerhalb der
Hauptgruppen ergab nur fur die HG 4 eine signifikant héhere Reduktion der
Bakterienzahlen durch Anwendung der PDT (p = 0,001; T-Test) (Abb. 10).
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Abbildung 10: Logarithmischer Reduktionsfaktor der planktonischen Bakterien zum
Zeitpunkt T2 (LRF 2)

Dargestellt sind der Mittelwert [ | und die Standardabweichung I.

T2, funf Tage nach Therapie; LRF, Logarithmischer Reduktionsfaktor; NaCl, Natriumchlorid;
NaOCI, Natriumhypochlorit; CHX, Chlorhexidin; PDT, photodynamische Therapie

* signifikante Reduktion gegeniiber G 1.1 (Tukey-HSD p < 0,05); ** signifikante Reduktion
gegenlber G 1.2 (Tukey-HSD p < 0,05); *** signifikanter Einfluss der Nebengruppe (T-Test
p <0,05)

5.3.5 Relative Verteilung der planktonischen Bakterienspezies zu den Zeitpunkten TO,
T1, T2

Den relativen Anteil der untersuchten Spezies P. intermedia, E. faecalis und S. oralis an
der Gesamtbakterienkonzentration im Wurzelkanallumen zum Zeitpunkt TO zeigt die
Abbildung 11. Die Spezies P. intermedia und E. faecalis waren zu etwa gleichen Teilen
in der planktonischen Phase vertreten (P. intermedia, Median 41 %, IQR 21 - 54 %;
E. faecalis, Median 36 %, IQR 19 - 54 %). Der Anteil der Spezies S. oralis
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(Median 18 %, IQR 9 - 33 %) entsprach vor der Therapie annahernd einem Funftel der
Gesamtpopulation im Wurzelkanal.

" 43%

u Prevotella intermedia
W Enterococcus faecalis

u Streptococcus oralis

Abbildung 11: Relativer Anteil (Median) der Spezies P. intermedia, E. faecalis und
S. oralis an der planktonischen Phase im Kanallumen vor der Therapie (TO)

Die Beteiligung der drei Spezies an der planktonischen Phase im Kanallumen zu den
Zeitpunkten T1 und T2 in Abhéngigkeit von der Aufbereitung des Kanals (Hauptgruppe)
und Anwendung der PDT (Nebengruppe) zeigt die Abbildung 12.
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Abbildung 12: Relativer Anteil (Median) der Spezies P. intermedia, E. faecalis und
S. oralis an der planktonischen Phase im Kanallumen nach der Therapie (T1, T2)
Dargestellt ist der relative Anteil (Median) in Prozent der drei Spezies am Biofilm nach der
Therapie. Es wurden nur Proben fir diese Auswertung bertcksichtigt, in denen im Anschluss an
die Therapie ein Bakterienwachstum nachweisbar war.

n, Anzahl der berlcksichtigten Proben; T1, sofort nach Therapie; T2, finf Tage nach Therapie;
NaCl, Natriumchlorid; NaOCI, Natriumhypochlorit; CHX, Chlorhexidin; PDT, photodynamische
Therapie; P. intermedia, Prevotella intermedia; E. faecalis, Enterococcus faecalis; S. oralis,

Streptococcus oralis

E. faecalis war im Anschluss an die Therapie zu beiden Entnahmezeitpunkten (T1, T2)
die dominanteste Spezies im Wurzelkanallumen. In zwdlf der insgesamt sechszehn
Gruppen war diese Spezies am starksten in der Zellsuspension vertreten. Darlber
hinaus Uberlebte diese Spezies die Therapie in finfzehn Gruppen. Wurde wéhrend der
Versuchsdurchfiihrung der Wurzelkanal mit einer desinfizierenden Losung gespult, war
E. faecalis in funf von acht Gruppen die einzige Spezies, die die Behandlung Uberlebte.
Der mediane Anteil am Biofilm betrug 50 % (IQR 33 - 100 %). P. intermedia war in
sieben und S. oralis in funf der besagten acht Gruppen im Anschluss an die Therapie
nicht mehr nachweisbar. Die beiden Spezies wiesen in diesen Gruppen einen medianen
Anteil am Biofilm von 0 % (P. intermedia, IQR 0 - 7 %) beziehungsweise 33 % (S. oralis,
0 - 33 %) auf.

In den Gruppen, in denen keine Aufbereitung stattfand oder in denen wahrend der

mechanischen Erweiterung des Kanals mit NaCl 0,9 % gespult wurde, waren im
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Anschluss an die Therapie stets alle drei Spezies im Kanallumen vorhanden. Die
Spezies E. faecalis zeigte auch hier den gré3ten Anteil in der planktonischen Phase.
Der Median in den Gruppen ohne den Einsatz desinfizierender Spillosungen entsprach
40 % (IQR 28 - 67 %). P. intermedia war mit einem medianen Anteil von 30 % (IQR O -
49 %) und S. oralis mit 17 % (5 - 34 %) vertreten.

5.4 Dentinadharente Bakterien

5.4.1 Deskription der dentinadhédrenten Bakterienkonzentrationen vor und nach der

Therapie

5.4.1.1 Deskription der dentinadharenten Bakterienkonzentration vor der Therapie TO

Der Medianwert der Bakterienkonzentration vor der Therapie fur die dentinadharenten
Zellen im Biofilm betrug 58,5 x 108 KBE/ml (IQR 57 — 94 x 105 KBE/ml). Alle
Dentinproben wiesen mehr als 100.000 KBE/mI auf.

5.4.1.2 Deskription der dentinadharenten Bakterienkonzentration nach der Therapie bei

sofortiger Probenentnahme (T1) nach erfolgter Therapie

Die kategoriale Konzentration dentinadharenter Bakterien direkt im Anschluss an die
Therapie ist der Abbildung 13 zu entnehmen. Zum Zeitpunkt T1 wiesen in den G 1.1
und G 1.2 jeweils neun von zehn Proben eine Bakterienkonzentration grof3er als
100.000 KBE/ml auf, in jeweils einem Wurzelkanal lag die Bakterienkonzentration
zwischen 50 — 100.000 KBE/ml.

In allen Wurzelkanalen der HG 2 (G 2.1, G 2.2) wurden im Dentin mehr als
100.000 KBE/ml unabhangig von der Nebengruppenzugehérigkeit nachgewiesen. Die
Spulung mit NaOCI 1 % (HG 3) fuhrte in jedem Fall zu einer Bakterienkonzentration
kleiner als 100.000 KBE/ml. In der G 3.1 waren in acht, in G 3.2 in sieben Proben im
Anschluss an die Therapie keine Bakterien mehr nachweisbar. Nach Spilung mit
NaOCIl 1 % und CHX 2 % (HG 4) ohne Anwendung der PDT konnte in allen zehn
Proben jeweils eine bakterielle Besiedlung des Dentins mit weniger als 100.000 KBE/mI
erreicht werden. In sechs Wurzelkanélen lag die Bakterienkonzentration im Dentin unter
der Nachweisgrenze von 50 KBE/ml. Die adjuvante Anwendung der PDT in HG 4 fuhrte

in sieben Fallen zu einer Bakterienkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze. In
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einer der insgesamt zehn Proben trat eine Zellkonzentration groRer als 100.000 KBE/ml
auf.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass mit desinfizierender Spullésung (HG 3,
HG 4) unabhangig von der Nebengruppe in 70 % der Wurzelkandle an den
Dentinwanden eine Bakterienkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze erreicht
werden konnte. Die Aufbereitung ohne desinfizierende Spillésungen (HG 1, HG 2)
hatte in 95 % der Proben eine verbleibende Bakterienkonzentrationen grol3er als
100.000 KBE/ml zur Folge.
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Anzahl der Proben

G11 G1.2 G21 G22 G3.1 G3.2 G 4.1 G4.2
ohne PDT PDT ohne PDT PDT ohne PDT PDT ohne PDT PDT
ohne Aufbereitung NaCl 0,9 % NaOCI1 % NaOCI1 % + CHX 2%
Bunter der Nachweisgrenze 50- 100.000 KBE/mI >100.000 KBE/ml

Abbildung 13: Bakterienkonzentration im Dentin zum Zeitpunkt T1
T1, sofort nach Therapie; NaCl, Natriumchlorid; NaOCI, Natriumhypochlorit; CHX, Chlorhexidin;
PDT, photodynamische Therapie; KBE/mI, koloniebildende Einheiten pro Milliliter

5.4.1.3 Deskription der dentinadharenten Bakterienkonzentration nach der Therapie bei
Probenentnahme flnf Tage nach erfolgter Therapie (T2)

In drei der vier Hauptgruppen (HG 1 - HG 3) waren die Bakterienkonzentrationen
unabhangig von der Nebengruppe in allen Proben gréf3er als 100.000 KBE/ml. Nur
nach desinfizierender Spulung mit NaOCI 1 % und CHX 2 % (HG 4) wurden nach der
Therapie Bakterienkonzentrationen kleiner als 100.000 KBE/ml erreicht. Im Anschluss
an die Therapie lagen in 20 % der Proben ohne Anwendung der PDT die
Bakterienkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze, in weiteren 20 % konnten

Zellkonzentrationen zwischen 50 - 100.000 KBE/ml nachgewiesen werden. Mit
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adjuvanter PDT-Anwendung (G 4.2) zeigten 90 % der Proben Bakterienkonzentrationen
kleiner als 100.000 KBE/ml. In der Halfte der insgesamt zehn Wurzelkanale konnten
zum Zeitpunkt T2 an den Dentinwanden keine Bakterien mehr nachgewiesen werden
(Abb. 14).

Anzahl der Proben

2 4
1 | I
0

G1.1 G1.2 G2.1 G22 G3.1 G3.2 G 4.1 G4.2
ohne PDT PDT ohne PDT PDT ohne PDT PDT ohne PDT PDT
ohne Aufhereitung NaCl 0,9 % NaOCIl1 % NaOCI1 % + CHX 2%
munter der Nachweisgrenze 50- 100.000 KBE/mI >100.000 KBE/ml

Abbildung 14: Bakterienkonzentration im Dentin zum Zeitpunkt T2
T2, funf Tage nach Therapie; NaCl, Natriumchlorid; NaOCI, Natriumhypochlorit; CHX,
Chlorhexidin; PDT, photodynamische Therapie; KBE/mI, koloniebildende Einheiten pro Milliliter

5.4.2 Nicht-parametrische Tests der Verteilung der dentinadharenten

Bakterienkonzentrationen nach der Therapie bei sofortiger Probenentnahme (T1)

nach erfolgter Therapie

Der Kruskal-Wallis-Test stratifiziert nach den Hauptgruppen zeigte signifikante
Unterschiede in der Verteilung der Kategorien fir die Bakterienkonzentration im Dentin.
Es konnte kein signifikanter Einfluss der PDT auf die Konzentration der

dentinadharenten Bakterien nachgewiesen werden (p = 0,9; Kruskal-Wallis-Test).

Anhand der paarweisen Vergleiche lie3en sich fir die Proben, die im Anschluss an die
chemomechanische Aufbereitung keine adjuvante PDT erhielten (NG 1) folgende
Aussagen treffen: Wurde wahrend der Aufbereitung mit desinfizierenden Ldsungen
gespult (G 3.1, G 4.1), waren im Dentin signifikant geringere Bakterienkonzentrationen
zu ermitteln als in der Kontrollgruppe ohne Aufbereitung (G 1.1) (G 3.1 und G 4.1
p < 0,0001; Mann-Whitney-U). Die Spulung des Wurzelkanals mit NaCl 0,9 % wahrend
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der Aufbereitung (G 2.1) ergab keine signifikanten Unterschiede in der
Bakterienkonzentration im Dentin im Vergleich zur Kontrollgruppe (p = 0,32; Mann-
Whitney-U).

Die paarweisen Vergleiche der Gruppen, in denen eine adjuvante PDT durchgefuhrt
wurde (NG 2), mit der Kontrollgrupe G 1.2 fiuhrten zu identischen Ergebnissen. Die
Aufbereitung unter Spilung mit desinfizierenden Medien resultierte in einer signifikant
geringeren Bakterienadhdrenz am Dentin als keine Aufbereitung (G 3.2 und G 4.2
p < 0,0001; Mann-Whitney-U). Das Spulen mit Kochsalzlésung (G 2.2) fihrte zu keiner
signifikanten Reduktion der Bakterien im Kanalwanddentin im Vergleich zur

Kontrollgruppe (p = 0,32; Mann-Whitney-U).

5.4.3 Nicht-parametrische Tests der Verteilung der Bakterienkonzentrationen nach der

Therapie bei Probenentnahme finf Tage nach erfolgter Therapie (T2)

Der Kruskal-Wallis-Test stratifiziert nach den Hauptgruppen zeigte fir den Zeitpunkt T2
ebenfalls signifikante Unterschiede in der Verteilung der Kategorien fur die
Bakterienkonzentration im Dentin.

Die PDT =zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die Konzentration der

dentinadharenten Bakterien (p = 0,1; Kruskal-Wallis-Test).

Nach funf Tagen war ausschlief3lich in der HG 4 ein signifikanter Unterschied in der
Konzentration der dentinadharenten Bakterien gegenuber der Kontrollgruppe HG 1
vorhanden. Die Behandlung der Wurzelkanéle ohne adjuvante PDT (NG 1) erreichte in
der HG 4 einen p-Wert von p = 0,03 (Mann-Whitney-U). Die zusatzliche Anwendung der
PDT (NG 2) in dieser Hauptgruppe erzielte einen p-Wert von p < 0,0001 (Mann-
Whitney-U).

5.5 Vergleich planktonischer und dentinadhéarenter Bakterienkonzentrationen

5.5.1 Kreuztabelle der planktonischen und dentinadharenten Bakterienkonzentrationen

nach der Therapie bei sofortiger Probenentnahme (T1) nach erfolgter Therapie

Ohne Aufbereitung (HG 1) zeigten alle zwanzig Wurzelkanéle eine planktonische
Bakterienkonzentration gréRer als 100.000 KBE/ml; in 90 % der Proben lag die
Konzentration im Dentin ebenfalls Gber 100.000 KBE/ml. Die Aufbereitung unter

Kochsalzspulung (HG 2) zeigte in 95 % der Proben keine bakterienreduzierende
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Wirkung (Kategorie 3, > 100.000 KBE/ml) auf die planktonischen Zellen. Alle Proben
wiesen im Kanalwanddentin eine Bakterienkonzentration gréRer als 100.000 KBE/m
auf. Die Spulung mit NaOCI 1 % wahrend der Aufbereitung (HG 3) hatte zur Folge, dass
in 60 % der Proben sowohl im Kanallumen als auch im Dentin keine Bakterien mehr
nachgewiesen werden konnten. In allen Wurzelkanalen der HG 3 wurde nach der
Therapie im Dentin eine Bakterienkonzentration kleiner als 100.000 KBE/ml erreicht.
Nach der Desinfektion des Kanals mit NaOCIl 1 % und CHX 2 % (HG 4) waren in 40 %
der Proben weder planktonische noch dentinadharente Bakterien nachweisbar. In 25 %
der Wurzelkanédle traten Bakterienkonzentrationen entsprechend der Kategorie 2
sowohl im Kanallumen als auch an der Kanalwand auf. Zusammenfassend ist
festzuhalten, dass eine hohe Ubereinstimmung der kategorialen Ergebnisse hinsichtlich
der Bakterienkonzentrationen im Lumen und an der Wurzelkanalwand im Anschluss an
die Therapie auftrat. In 24 der insgesamt 80 Wurzelkandle lag die planktonische
Bakterienkonzentration unter der Nachweisgrenze. In zwanzig dieser 24 Proben
konnten auch im Dentin keine Bakterien mehr nachgewiesen werden. Sieben
Wurzelkanale zeigten Bakterienkonzentrationen entsprechend der Kategorie 2
(planktonische Zellen, 500 - 100.000 KBE/mI; dentinadhérente Zellen 50 -
100.000 KBE/mI) und 37 Proben Konzentrationen gro3er als 100.000 KBE/mlI sowohl im
Dentin als auch im Wurzelkanallumen. Insgesamt lag in 64 von 80 Wurzelkanalen eine
Ubereinstimmung  der  kategorialen  Ergebnisse  fur  die  planktonische
Bakterienkonzentration und der Bakterienkonzentration im Dentin vor (Abb. 15). Der

Kappa-Koeffizient betrug 0,68.
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Abbildung 15: kategoriale  Verteilung der Bakterienkonzentrationen im
Wurzelkanallumen und im Dentin zum Zeitpunkt T1

T1, sofort nach Therapie; NaCl, Natriumchlorid; NaOCI, Natriumhypochlorit; CHX, Chlorhexidin;
P planktonische Bakterien, D dentinadharente Bakterien, P = D kategoriale Ubereinstimmung
der planktonischen und dentinadharenten Bakterienkonzentration;

Kategorie 1 Bakterienkonzentration unter der Nachweisgrenze, Kategorie 2
Bakterienkonzentration Uber der Nachweisgrenze < 100.000 KBE/ml, Kategorie 3
Bakterienkonzentration > 100.000 KBE/ml

5.5.2 Kreuztabelle der planktonischen und dentinadharenten Bakterienkonzentrationen

nach der Therapie bei Probenentnahme fiinf Tage nach erfolgter Therapie (T2)

Nach funf Tagen waren in drei von 80 Wurzelkanalen keine planktonischen Bakterien
nachweisbar. In allen drei Proben lag auch die Konzentration der dentinadharenten
Bakterien unterhalb der Nachweisgrenze. Planktonische und dentinadharente
Bakterienkonzentrationen entsprechend der Kategorie 2 fanden sich in vier
Wurzelkanalen. 67 Proben wiesen sowohl im Kanallumen als auch im Dentin eine
Konzentration an Bakterien gréf3er als 100.000 KBE/ml auf. Insgesamt stimmten in 74
der 80 Wurzelkandle die kategorialen Ergebnisse der planktonischen und der
dentinadharenten Bakterienkonzentrationen tberein (Kappa = 0,72).

In den HG 1 - 3 zeigten alle Proben sowohl im Lumen als auch an der Kanalwand

Bakterienkonzentrationen grof3er als 100.000 KBE/m.



Ergebnisse 72

AusschlieB3lich in Wurzelkanalen der HG 4 kam es zu Bakterienkonzentrationen kleiner
als 100.000 KBE/ml. 15 % zeigten weder planktonisch noch im Dentin nachweisbare
Bakterien. Insgesamt wiesen 65 % der Wurzelkandle im Dentin und 55 % im
Kanallumen Bakterienkonzentrationen kleiner als 100.000 KBE/ml auf (Abb. 16).
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Abbildung 16: kategoriale  Verteilung der Bakterienkonzentrationen im
Wurzelkanallumen und im Dentin zum Zeitpunkt T2

T2, funf Tage nach Therapie; NaCl, Natriumchlorid; NaOCI, Natriumhypochlorit; CHX,
Chlorhexidin;

P planktonische Bakterien, D dentinadharente Bakterien, P = D kategoriale Ubereinstimmung
der planktonischen und dentinadharenten Bakterienkonzentration;

Kategorie 1 Bakterienkonzentration unter der Nachweisgrenze, Kategorie 2
Bakterienkonzentration Uber der Nachweisgrenze < 100.000 KBE/ml, Kategorie 3
Bakterienkonzentration > 100.000 KBE/ml
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6 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde die bakterienreduzierende Wirksamkeit verschiedener
Spulprotokolle wahrend der mechanischen Aufbereitung auf einen Multispeziesbiofilm
bestehend aus E. faecalis, S. oralis und P. intermedia im Rahmen der
Wurzelkanalbehandlung untersucht. Der Effekt der PDT als adjuvante MalRnahme war
von besonderem Interesse.

Die aufgestellte Nullhypothese, dass die verschiedenen Aufbereitungsprotokolle wie
auch die adjuvante PDT sich hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Infektion des
Wurzelkanals nicht unterscheiden, wurde teilweise widerlegt.

Fur die chemomechanische Aufbereitung lie3en sich sowohl direkt im Anschluss an die
Therapie als auch nach erneuter funftagiger Inkubation unterschiedliche Effekte auf die
Reduktion planktonischer und dentinadhéarenter Bakterien nachweisen.

Die Spulung mit desinfizierenden Lésungen wahrend der maschinellen Aufbereitung
des Wurzelkanals resultierte direkt nach der Therapie in einer signifikanten Reduktion
der Bakterienkonzentration um 6 logio-Stufen. Nach erneuter Inkubation fur finf Tage
war ein desinfizierender Effekt des angewandten Spulprotokolls nur noch fir
NaOCI 1 % in Kombination mit CHX 2 % nachweisbar.

Eine signifikant h6here Bakterienreduktion zeigte sich nach Anwendung der adjuvanten
PDT direkt nach der Behandlung in den Proben ohne Aufbereitung und in denen, die
wahrend der maschinellen Erweiterung des Kanals mit NaCl 0,9 % gespult wurden. Die
Reduktion der Bakterienkonzentration umfasste 2 logio-Stufen und fiel damit
vergleichsweise gering aus. Ein wesentlich starkerer Effekt der adjuvanten PDT zeigte
sich nach erneuter funftagiger Bebritung der Proben, die zuvor mit NaOCI 1 % und
CHX 2 % behandelt wurden. Im Vergleich zur Ausgangskonzentration betrug die

Reduktion der Mikroorganismen in dieser Gruppe 6 logio-Stufen.

6.1 Diskussion von Material und Methode

6.1.1 Biofilmmodell

Der Biofilm wurde in extrahierten, humanen Zahnen kinstlich etabliert. Es gibt eine
Vielzahl an Biofiimmodellen, die fur die Evaluation der Wirksamkeit endodontischer

Spulmedien zum Einsatz kommen. Eine Mdglichkeit, das Adhasionsverhalten von
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Mikroorganismen, das Biofilmwachstum und die Reaktion der Zellen auf verénderte
Umweltfaktoren zu untersuchen, bietet die Durchflusskammer. In einer Fluidkammer
wird eine kontrollierte Stromung Uber einer infizierten Oberflache erzeugt [134]. Chavéz
de Paz et al. [85] untersuchten in der Durchflusskammer die desinfizierende Wirkung
verschiedener Spulmedien auf endodontische Biofilme. Es zeigte sich eine gesteigerte
Resistenz der Bakterien gegeniber den Spulmedien, wenn die hydrophile Oberflache,
auf denen der Biofilm wuchs, mit Kollagen Typ IV benetzt war. Ein weiteres haufig
eingesetztes Verfahren ist die Etablierung von Biofilmen auf Hydroxylapatit. In einer
Studie von Shen et al. [135] wurden Hydroxylapatitscheiben fir drei Wochen in einer
Plaguesuspension gelagert und anschlieRend die Wirksamkeit von CHX auf den
entstandenen Biofilm untersucht. Waren die Hydroxylapatitscheiben mit bovinem
Kollagen Typ | Uberzogen, bildeten die Mikroorganismen dickere Biofilme aus. Daruber
hinaus verminderte das Kollagen die antibakterielle Wirkung von CHX. Hope et al. [40]
untersuchten die Wirksamkeit endodontischer Spulmedien in zwei verschieden
Biofiimmodellen und verglichen die Ergebnisse miteinander. Biofilme, die auf einer
Membran wuchsen und anschlieend in die antibakterielle Losung getaucht wurden,
reagierten deutlich empfindlicher auf eine einprozentige Natriumhypochloritlésung als
die Biofilme, die in einem Echtzahnmodell damit behandelt wurden. Hope et al.
schlussfolgerten, dass nicht allein das Wachstum der Bakterien im Biofilm eine effektive
bakterizide Wirkung der Spulldsung verhindert, sondern vielmehr die eingeschrankte

Erreichbarkeit der Mikroorganismen im Wurzelkanal durch dessen komplexe Anatomie.

6.1.2 Vorbereitende Préaparation der Versuchsproben

Es wurden ausschlie3lich gerade Wurzeln mit genau einem Wurzelkanal eingesetzt. In
Vorbereitung auf die Versuchsdurchflhrung erfolgte die standardisierte Erweiterung des
Wurzelkanals in der HG 1 bis zu einer MAF 1ISO 02/60 und in den HG 2 - HG 4 bis MAF
ISO 02/40. Diese Vorgehensweise soll die natirlichen Bedingungen so realitatsnah wie
moglich simulieren und dabei gleichzeitig reproduzierbare und vergleichbare
Versuchsbedingungen schaffen. Durch die einheitliche Aufbereitung der Wurzelkanéle
wurde eventuell vorhandenes totes Zellmaterial (Pulpagewebe, Mikroorganismen)
entfernt und ein annahernd gleiches Kanalvolumen von rund 17,4 mm?3 (MAF ISO 40)

bzw. rund 23,0 mm? (MAF ISO 60) in den einzelnen Proben geschaffen. Tardivo et al.
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[136] ermittelten in bleibenden Eckzahnen ein Pulpavolumen von 1,4 - 49,1 mm?3.
Oberkiefereckzahne zeigten im Median ein Pulpavolumen von 17 mm?,

Allgemein weisen Molaren schmalere Wurzelkanéale auf als Frontzahne. Nach Kerekes
et al. [137-139] ware gemessen am apikalen Durchmesser des Wurzelkanals in der
Mehrzahl der Molaren und Pramolaren die Aufbereitung mit einer initialen
Aufbereitungsfeile (IAF) der ISO-GroRR3en 10 - 30 denkbar. Der apikale Durchmesser der
oberen seitlichen Inzisivi sowie der der Unterkieferschneidezdhne entspricht
mehrheitlich einer IAF der ISO-Gro3en 15 - 40. Die initiale Aufbereitung von Eckzéhnen
und mittleren Schneidezahnen im Oberkiefer ware entsprechend des apikalen
Wurzelkanalquerschnitts theoretisch mit einer IAF der ISO-GroRen 30 - 40 moglich.
Jedoch ist nicht allein der apikale Durchmesser fur die Wahl der IAF entscheidend
sondern auch eventuell vorhandene Krimmungen im Kanalverlauf. Zu &ahnlichen
Ergebnissen kamen Wu et al. 2000 [140]. Mizutani et al. [141] ermittelten in Gber 50 %
der untersuchten Einser und Dreier im Oberkiefer eine theoretische IAF der ISO-
Grolie 30.

In der Studie von Kasahara et al. [142] entsprach in einem Drittel der untersuchten
Oberkieferschneidezahne der apikale Durchmesser einer IAF der ISO-Gr63e 40-60.

Die in der vorliegenden Studie geschaffene Ausgangssituation in den einzelnen Proben
simuliert einen geraden, vergleichsweise weiten Wurzelkanal mit annahernd rundem
Querschnitt, wie er natlrlicherweise in den Frontzahnen des Oberkiefers und den
Eckzahnen des Unterkiefers junger Patienten zu erwarten ist. Diese Situation stellt
klinisch eine geringere Herausforderung bezlglich der Desinfektion und der
mechanischen Aufbereitung dar als enge, gekrimmte Kandle in schwer zu
erreichenden Kieferregionen. Darlber hinaus bieten endodontisch vorbehandelte Zahne

ahnliche anatomische Voraussetzungen wie die Wurzelkanale in dieser Studie.

Die abschlieBende Spilung des Wurzelkanals wéahrend der Probenvorbereitung mit
EDTA 18 % diente der Freilegung der Dentintubuli und eventuell vorhandener
akzessorischer Kanale durch Entfernung der bei der Aufbereitung entstandenen
Schmierschicht [143]. Vor der Sterilisation der praparierten Zahnproben, fand eine
Versiegelung der aul3eren Dentinschicht statt. Daftir wurde die Wurzeloberflache mit
Nagellack bestrichen. Anschliel3end wurden die Proben in Kunststoffblocke eingebettet.
Diese Arbeitsschritte erfolgten analog zu dem in der Studie von Noetzel et al. [144]

beschriebenen Vorgehen. Der Nagellack sollte den durch die
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Polymerisationsschrumpfung entstandenen Spalt zwischen Kunststoff und Zahn
abdichten. Eine Migration von Mikroorganismen aus der Peripherie in den Wurzelkanal
wurde so unterbunden. Nach der Sterilisation der Zahnproben und vor dem Beimpfen
der Wourzelkandle mit den drei Spezies wurde an allen Proben eine
Sterilisationskontrolle durchgefihrt. Hierfir wurden die Kunststoffblécke einzeln fur funf
Tage in Nahrlésung gelagert [145]. Dieser Zeitraum ermdglichte es, eine Kontamination
der Proben, durch Sichtkontrolle auf eine ausbleibende Tribung der Losung, eindeutig
auszuschliel3en. Daruber hinaus wurde der Flissigkeitsverlust im Dentin, der durch die
notwendige trockene Lagerung der Proben wahrend des Sterilisationsvorganges

stattfand, ausgeglichen.

Vor dem Beimpfen der Wurzelkanale wurden in jedem Anaerobiertopf vier Zéhne,
jeweils eine Probe aus jeder Hauptgruppe, positioniert. Diese Aufteilung sollte eine
gleichmafige Streuung uUber alle Hauptgruppen der eventuell versuchsbedingt
auftretenden Millieuschwankungen wahrend der Wachstumsphase des Biofilmes

sicherstellen.

6.1.3 Etablierung des Multispeziesbiofilmes im Wurzelkanal

Zur Etablierung eines Multispeziesbiofilmes bestehend aus E. faecalis, S. oralis und
P. intermedia wurde eine Nahrldésung, die die drei Spezies enthielt, in den Wurzelkanal
injiziert. Um zu gewabhrleisten, dass sich die Nahrlésung zu drei gleichen Teilen aus den
einzelnen Spezies zusammensetzt, wurden zunachst drei identische Volumina der
N&ahrlésung mit je einer Spezies beimpft und anschlieBend zusammengefihrt. Durch
Messung der optischen Dichte im Photometer konnte die Konzentration der
Monospeziessuspension ermittelt werden. Die Extinktion durch die Suspension war
abhangig von der Bakterienspezies und der Konzentration der Zellen in der Lésung. Im
Rahmen eines Vorversuches wurde fir jede Spezies durch die Messung der Extinktion
verschiedener Konzentrationen die optische Dichte ermittelt, die bei einer Wellenlange
von 600 nm der Konzentration von 2,5 x 108 KBE/ml entsprach. Diese Art der
Konzentrationsbestimmung flr Zellsuspensionen ist ein erprobtes Verfahren, welches in
der Fachliteratur beschrieben ist [146, 147]. Eine andere haufig angewandte Methode
zur Herstellung von Keimsuspensionen definierter Konzentrationen orientiert sich an
den McFarland-Standards. Dabei wird der Trubungsgrad einer geeichten

Standardlésung mit bekannter Konzentration mit der Testldsung verglichen. Dieses
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Verfahren hangt stark von der subjektiven visuellen Wahrnehmung des Anwenders bei
nicht naher definierten Umgebungsfaktoren (Raumhelligkeit) ab. Die speziesabhéngige
Morphologie der einzelnen Zellen wird bei diesem Verfahren nicht bericksichtigt.
Demzufolge ware eine ahnlich starke Tribung einer Suspension von grol3en dunklen
Zellen in geringer Konzentration und einer hochkonzentrierten Suspension von kleinen
hellen Zellen denkbar. Zwischen den in dieser Studie verwendeten Spezies sind
deutliche Unterschiede in der Farbe und GroRe der Bakterienzellen vorhanden. Die
Bestimmung der Konzentration der Monospeziessuspension durch die Messung der
optischen Dichte bertcksichtigt diese morphologischen Unterschiede und stellte das
geeignetere Verfahren im Rahmen dieses Versuchsaufbaus dar [146].

Nach dem Beimpfen der Wurzelkanale mit der Multispeziessuspension wurden die
Proben unter anaeroben Bedingungen inkubiert.

Naturgemal besiedeln Mikroorganismen den Wurzelkanal sowohl in planktonischer
Phase als auch in Form adhérenter Zellgemeinschaften [27]. In klnstlich erzeugten
Biofilmen herrscht aufgrund der fehlenden Wirtsabwehr und der eingeschrankten
Speziesvielfalt ein veranderter Selektionsdruck auf die einzelnen Mikroorganismen. Es
konnte gezeigt werden, dass die Entwicklungsstadien von Bakterien im Labor nicht
dieselben sind, wie die unter natirlichen Bedingungen. In labortechnisch erzeugten
Biofilmen werden Entwicklungsstadien Ubersprungen. Bakterielle Adh&asine werden
unter bestimmten Bedingungen, beispielsweise Anzucht auf unnattrlichen Oberflachen
wie Agarndhrbdden, nicht ausgebildet. Adhésine kénnen jedoch als Virulenzfaktoren
fungieren [148].

In der vorliegenden Studie wurden drei Bakterienspezies eingesetzt, die zuvor aus
einem infizierten, endodontisch unbehandelten Wourzelkanal eines Probanden
gewonnen wurden. Es wurde angenommen, dass die aus dem natirlichen Lebensraum
isolierten Stamme eine Varietat an Virulenzfaktoren und eine der Priméarinfektion
angepassten Genexpression aufwiesen [37, 44].

Klinisch stellt die Primarinfektion eine Mischinfektion bestehend aus 10 - 30 Spezies dar
und wird von gramnegativen Anaerobiern dominiert. Streptokokken und die Spezies
P. intermedia gehdren zu den dominierenden Spezies in der Primarinfektion. Sie
wurden jedoch auch an Infektionen revisionsbedurftiger Wurzelkandle nachgewiesen
[4]. Darlber hinaus wird ein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von
P. intermedia und der apikalen Parodontitis vermutet [4, 149]. E. faecalis wurde in der

Vergangenheit besonders héaufig mit revisionsbedurftigen Wurzelkanalbehandlungen
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assoziiert und als der Verursacher der therapieresistenten endodontischen
Erkrankungen propagiert. Jingere Studien diskutieren diesen Fakt kritisch und belegen

eine weitaus grol3ere Speziesvielfalt der persistierenden Infektion [4, 5, 7, 42].

Anhand der Ergebnisse einer im Vorfeld der Versuche durchgefiihrten Wachstumsreihe
wurde ein Bebritungszeitraum von vier Tagen festgelegt. Dieser ermdglichte die
Ausbildung eines Biofilmes. Ein Versuchsaufbau ahnlich zu dem in dieser Studie
nutzten Fimble et al. [150] und wiesen Dbereits nach drei Tagen einen
Multispeziesbiofilm im Wurzelkanal nach. Stojicic et al. [35] zeigten in ihrer Studie, dass
eine gesteigerte Resistenz gegentber antimikrobiellen Substanzen der im Biofilm
lebenden Mikroorganismen erst nach circa 21 Tagen umfangreich entwickelt war.
Jungere Biofilme reagierten auf desinfizierende MalRnahmen deutlich sensibler. Sie
zichteten auf Hydroxylapatitscheiben sechs verschiedene Multispeziesbiofilme aus
Plaguebakterien von sechs Probanden. Nach einer, zwei, drei, vier und acht Wochen
wurden die Biofilme mit verschiedenen endodontischen Spilmedien behandelt und die
Uberlebensrate der Bakterien ermittelt. Zwischen der zweiten und der dritten Woche
anderte sich die Sensitivitdit gegenuber der Desinfektiva signifikant. Ab der dritten
Woche konnten nur noch 10 - 30 % der im Biofilm wachsenden Mikroorganismen
abgetottet werden. In ein und zwei Wochen alten Biofilmen konnte eine 20- bis 100%ige
Eradikation durch die Spulmedien erreicht werden. Der Wechsel von sensibel zu
resistent vollzog sich in allen sechs Multispeziesbiofilmen im gleichen Zeitraum
unabhangig von den beteiligten Spezies und den eingesetzten desinfizierenden
Agenzien.

In der vorliegenden Studie wurde ein deutlich kiirzerer Bebritungszeitraum als 21 Tage
gewahlt. Dieser Entscheidung lag die Absicht zu Grunde, die Fehleranfalligkeit in der
Vorbereitung der Versuche gering zu halten. Folgende Fehlerquellen ergaben sich aus
dem Versuchsaufbau: Das Studiendesign beinhaltete eine tagliche Zufuhr frischer BHI
in den Wurzelkanal. Fur diesen Arbeitsschritt wurden die Inkubationstdpfe jedes Mal
aus dem Brutschrank genommen und in der sterilen Werkbank ged6ffnet. Dadurch
wurden die Proben taglich fir mehrere Minuten einer Temperaturschwankung um
mindestens 10° C und einem Atmospharenwechsel von sauerstoffarm hin zu
sauerstoffreich und einem erneuten Aufbau eines sauerstoffarmen Milieus ausgesetzt.
Dies bedeutet Stress fur die Bakterien im Wurzelkanal, der sich auf das Wachstum der

Mikroorganismen auswirken kann. Das Einbringen des N&ahrmediums in den
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Wurzelkanal mit sterilen Einmalspritzen birgt das Risiko, den Biofilm teilweise oder
vollstandig zu zerstoren. Darlber hinaus steigt die Wahrscheinlichkeit fur menschliches
Versagen wie Verunreinigung der Proben oder Umstol3en der einzelnen Proben oder
des Topfes mit jedem zusatzlichen Bebrutungstag.

6.1.4 Therapieprotokolle

In  der vorliegenden Studie wurde die antibakterielle Wirksamkeit der
Wurzelkanalaufbereitung unter Anwendung verschiedener Spulprotokolle untersucht.
Die HG 1, in der keine weitere Aufbereitung stattfand, stellte die Positivkontrolle dar. Die
Spulung mit NaCl 0,9 % wahrend der Erweiterung des Wurzelkanals in der HG 2 diente
der Interpretation der mechanischen Reinigungswirkung im Rahmen der
endodontischen Therapie. In den HG 3 und HG 4 wurde die mechanische Reinigung
durch eine chemische Desinfektion erganzt. Wahrend der mechanischen Aufbereitung
wurde in beiden Gruppen intermittierend mit NaOCI 1 % gespult. Die HG 4 beinhaltete
eine zusatzliche Behandlung mit CHX 2 %. Das ungebundene CHX im
Wurzelkanallumen wurde vor der Probenentnahme durch eine Spilung mit einer
Kochsalzlésung 0,9 %, welche Tween 80 3 % und L-a-Lecithin 0,3 % enthielt,
neutralisiert [151]. Dies war notig, da bereits der Ubertrag kleinster Mengen des CHX
auf den Nahrboden das Wachstum der Bakterien beeinflusst und zu falsch negativen
Testergebnissen fihren kann [152].

Die kombinierte Anwendung von NaOCI| und CHX zur Desinfektion des Wurzelkanals
birgt das Risiko einer chemischen Reaktion zwischen diesen Spilmedien, bei der sich
ein orange-brauner Niederschlag bildet. Das Prazipitat kann durch die Verlegung von
Seitenkanédlen und Dentintubuli die desinfizierende Wirkung der chemomechanischen
Aufbereitung mindern [153]. Desweiteren werden eine mdgliche irreversible Verfarbung
der Zahnhartsubstanz und ein verringerter Haftverbund zwischen Wurzelfillpaste und
Kanalwanddentin diskutiert. Letzteres konnte fiir Wurzelfullpasten auf Epoxidharzbasis
in Studien nicht bestatigt werden [153, 154]. Eine Vielzahl von Studien vermutet
Parachloranilin als potentiell toxisches und kanzerogenes Produkt im gebildeten
Prazipitat [155]. Neuere Studien widerlegen diese Annahme [155]. Die Fallung eines
schwerlgslichen Salzes bei der Reaktion zwischen NaOCI und CHX, welches die
Erreichbarkeit der Mikroorganismen in den Seitenkanédlen und Dentintubuli erschwert,
sollte verhindert werden. Eine Zwischenspilung mit Alkohol kann einer Studie von
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Krishnamurthy et al. [156] zufolge effektiv die Fallungsreaktion verhindern. Dem
gegenuber steht die Studie von Magro et al. [153], in der trotz ahnlicher
Versuchsparameter auch nach einer Zwischenspilung mit Isopropylalkohol das
Vorhandensein des Prazipitates in den Dentintubuli nachgewiesen wurde. In der
aktuellen Studie sollte eine chemische Reaktion zwischen NaOCI und CHX durch eine

Zwischenspilung mit 70-prozentigem Ethanol verhindert werden.

6.1.5 Nachweismethoden fur planktonische und dentinadhérente

Bakterienkonzentrationen

Zur Bestimmung der Bakterienkonzentration im Wurzelkanal wurde mittels einer
Papierspitze Flussigkeit aus dem Kanallumen entnommen. Die Probe wurde mehrfach
verdinnt und auf Universalnahrbéden ausplattiert. Die Bakterienkonzentration im
Wurzelkanal wurde anschlie3end durch Auszahlen der KBE und unter Bertcksichtigung
des entsprechenden Verdiunnungsfaktors berechnet. Dies ist eine etablierte und zudem
kostengunstige Methode zum Nachweis von Mikroorgansimen. Dennoch weist das
Verfahren diverse Einschrankungen auf. Es werden ausschlief3lich die planktonischen
Bakterien erfasst. Dariiber hinaus werden nur teilungsfahige, stoffwechselaktive Zellen
durch ihr Wachstum auf dem Agar sichtbar. Ein alternatives Nachweisverfahren ist die
Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung (Live/Dead BacLight). Die Bakterien im Biofilm werden
mit fluoreszierenden Substanzen markiert. Durch die unterschiedliche Aufnahme der
Farbstoffe kann unter dem Fluoreszenzmikroskop eine Differenzierung zwischen toten
und vitalen Zellen erfolgen. Der Vorteil dieser Methode ist, dass auch
stoffwechselinaktive Mikroorganismen, deren Vitalitdit auf dem N&ahrboden durch
fehlendes Wachstum unerkannt bleibt, durch diese Methode sichtbar gemacht werden.
Eine Reaktivierung solcher Zellen durch ein erhbéhtes Nahrstoffangebot ist
nachgewiesen. Eine erneut zunehmende Pathogenitét dieser reaktivierten Bakterien ist
nicht ausgeschlossen [157]. Shen et al. [157] stellten fest, dass in n&hrstoffarmen
Phasen die Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung die Anzahl an lebensfahigen Bakterien
zuverlassiger nachweist als die Kultivierung der Mikroorganismen auf dem Nahrboden.
Wahrend Wachstumsphasen konnte sowohl durch das Anzuchtverfahren als auch
durch die Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung die Bakterienzahl zuverlassig bestimmt
werden. Im Labor erfolgt das Kultivieren von Mikroorganismen immer unter

unnaturlichen Bedingungen. Durch eine tagliche Zugabe von Nahrldsung, wie in der



Diskussion 81

vorliegenden Studie, besteht durchgehend ein ausreichend hohes Nahrstoffangebot.
Hungerphasen treten praktisch nicht auf. Somit kann davon ausgegangen werden, dass
das angewandte Nachweisverfahren, die Anzucht der Bakterien auf N&ahrbdden,
durchaus die tatsachliche Konzentration an Mikroorganismen im Wourzelkanal
wiederspiegelt [148]. Ein weiterer zu bertcksichtigender Aspekt im Rahmen der
methodischen Planung war, dass Nachweisverfahren, welche die Betrachtung des
Biofilmes unter dem Mikroskop voraussetzen, fur den gewahlten Versuchsaufbau nicht
in Frage kamen. Eine Beurteilung des Biofilmes sowohl vor als auch nach erfolgter
Therapie innerhalb desselben Wurzelkanals wére nicht méglich gewesen.

Die Probenentnahme via Papierspitze ermdglichte die Bestimmung der planktonischen
Bakterienkonzentration im Wurzelkanallumen. Die Bestimmung der Konzentration der
dentinadharenten Zellen erfolge im Anschluss an die Behandlung. Aus jedem
therapierten Kanal wurde mit Hilfe einer Headstromfeile eine Dentinprobe gewonnen.
Da bei diesem Vorgehen der Biofilm zerstért wird, wurde die Konzentration der
Mikroorganismen entlang der Kanalwand vor der Therapie an drei exemplarischen
Proben erhoben. Mit der FISH konnte ein Konglomerat aus den drei Spezies entlang
der Kanalwand nachgewiesen werden. Im Zusammenhang mit dem gewahlten
Inkubationszeitraum konnte auf das Vorhandensein eines Biofilmes geschlossen
werden. Diese Annahme wird durch die Studie von Fimble et al. [150] gestutzt. In dieser
wurden Zahnproben &hnlich wie die in der vorliegenden Studie vorbereitet und inkubiert.
Mit Hilfe von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen und Untersuchungen der
dentinadharenten Zellen mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop wurde

anschlieend der Nachweis fur einen Biofilm entlang der Kanalwand erbracht.

6.1.6 Zeitpunkte der Probenentnahme

Die Bestimmung der Bakterienkonzentration erfolgte zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten. Die Zahne wurden entsprechend auf zwei Untergruppen verteilt (T1,
Probenentnahme sofort nach erfolgter Therapie; T2, Probenentnahme finf Tage nach
erfolgter Therapie). Die Gruppe T1 entspricht klinisch dem Zeitpunkt direkt vor dem
Einbringen der Wurzelkanalftllung im Rahmen einer einzeitigen
Wurzelkanalbehandlung. Die Nachweisgrenze fur die planktonischen Bakterien lag bei
500 KBE/ml. Konzentrationen kleiner als 500 KBE/ml konnten nicht erfasst werden. Die
Probenentnahme zum Zeitpunkt T2 diente der Kontrolle der Ergebnisse zum Zeitpunkt
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T1. Waren direkt nach der Therapie keine Mikroorganismen nachweisbar, so war der
Wurzelkanal entweder a) frei von Bakterien oder b) die Konzentration dieser befand
sich unterhalb der Nachweisgrenze. Die Bebritung der Wurzelkanale fur weitere funf
Tage unter taglicher Zugabe von sterilem Nahrmedium erlaubte Bakterien, deren
Konzentration direkt nach der Therapie unterhalb der Nachweisgrenze lag, sich erneut
zu vermehren. Durch die Identifikation von Mikroorganismen zum Zeitpunkt T2 in
Kombination mit einem fehlenden Nachweis von Bakterien zum Zeitpunkt T1 hétte eine
Interpretation der Ergebnisse im Sinne von b) nahegelegt. Da es in der Gruppe T2
ebenfalls eine Nachweisgrenze von 500 KBE/ml gab, konnte auch bei ausbleibendem
Zellwachstum auf dem Nahrboden nicht sicher auf eine Sterilitat des Wurzelkanals
geschlossen werden, diese jedoch als sehr wahrscheinlich angenommen werden. Die
Gruppe T2 diente nicht der Simulation einer klinisch zweizeitig durchgefihrten
Wurzelkanalbehandlung. Es erfolgte keine medikamentése Einlage und der
Wurzelkanalzugang wurde wahrend der flnftagigen Bebritung nicht verschlossen.
DarlUber hinaus erfolgte bewusst eine tagliche Zugabe von Nahrmedium in den Kanal.
Medikamentose Einlagen wie Kalziumhydroxidpasten oder andere temporéar
eingebrachte Desinfektiva zielen auf eine weitere Reduktion der Mikroorganismen im
Kanal und waren fur die konkrete Fragestellung an die Gruppe T2, Bestatigung oder
Entkraftung der Ergebnisse zum Zeitpunkt T1, kontraproduktiv gewesen [158].
Hinsichtlich der Frage, ob Proben, in denen zum Zeitpunkt T1 keine Bakterien
nachgewiesen werden konnten, auch nach finf Tagen erneuter Bebritung kein
Zellwachstum aufweisen, ware ein Versuchsaufbau, der die Probenentnahme nach der
Therapie zu den Zeitpunkten T1 und T2 aus demselben Wurzelkanal vorsieht,
aussagekréftiger gewesen. Dieses Vorgehen wurde jedoch nicht umgesetzt, da die
Entnahme von Dentinproben zur Zerstérung des Biofilmes gefiihrt und die Ergebnisse
zum Zeitpunkt T2 verfalscht hatte. In der statistischen Auswertung wurde folglich kein
Vergleich der Bakterienkonzentrationen im Wurzelkanallumen beziehungsweise im

Dentin zu den verschiedenen Zeitpunkten angestrebt.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Bakterielle Besiedelung des Wurzelkanals vor der Therapie

Nach vier Tagen anaerober Bebritung bei 37 °C hatte sich im Wurzelkanal das

anteilige Verhéltnis der drei Spezies zueinander im Vergleich zur Ausgangssituation
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geandert. Wahrend die Spezies P. intermedia (43 %) und E. faecalis (38 %)
nahrungsweise je zwei Flnftel der Gesamtpopulation im Kanallumen ausmachten, war
der Anteil der Spezies S. oralis mit 19 % auf circa ein Funftel gesunken. Dies war
aufgrund der Interaktion der drei Spezies miteinander, die Konkurrenz um Nahrstoffe
und die unterschiedliche Adaptationsfahigkeit der einzelnen Spezies an das Habitat zu
erwarten und verdeutlichte den im Wurzelkanal herrschenden Selektionsdruck auf die
verschiedenen Spezies [27, 37].

Die Startkonzentration der Multispeziessuspension von 7,5 x 108 KBE/ml hatte sich
wahrend der viertagigen Inkubation geringflgig erhéht. Zu Beginn der experimentellen
Versuche betrug die mediane Bakterienkonzentration im Wurzelkanallumen
4,5 x 10° KBE/ml (Interquartilsabstand (IQR) 1,2 - 9,8 x 10° KBE/ml; T1)
beziehungsweise 5,2 x 10° KBE/ml (IQR 2,4 - 10,5 x 10° KBE/ml; T2). Dies entsprach
etwa 78,3 x 10° (T1) respektive 90,5 x 10° (T2) Bakterienzellen pro Kanal bei einer
AufbereitungsgréfRe von ISO 02/40. In klinischen Untersuchungen fand man heraus,
dass hinsichtlich der initialen Bakterienkonzentration im Wurzelkanal signifikante
Unterschiede zwischen Primar- und Sekundarinfektionen auftreten [132].
Revisionsbedurftige Zahne sind haufig weniger stark von Mikroorganismen besiedelt als
Zahne mit nekrotischer Pulpa und apikaler Lasion. In endodontisch vorbehandelten
Zahnen wurden nach Entfernung des Wurzelfillmaterials Bakterienkonzentrationen
zwischen 5,14 x 10 KBE/ml und 1x10°KBE/ml nachgewiesen [159, 160].
Primarinfektionen zeigten wiederholt Bakterienkonzentrationen in der Gré3enordnung
zwischen 10° und 107 KBE/ml [132, 161, 162]. Baumotte et al. [163] fanden in
jugendlichen Zahnen mit ausschliel3lich einem Wurzelkanal und apikaler Parodontitis
eine mittlere Bakteriendichte von 5,7 x 108 KBE/ml. Die in der vorliegenden Studie
erzeugte planktonische Bakterienkonzentration ist deutlich hoher als die in vivo
nachgewiesenen Konzentrationen. Ebenso verhalt es sich mit der in dieser Studie
erzeugten Konzentration flr die dentinadharenten Bakterien. Die mediane
Bakterienkonzentration der dentinadhérenten Mikroorganismen betrug zu Beginn der
Versuche 94 x 106 KBE/ml (IQR 58,5 — 103 x 10 KBE/ml) und ist deutlich hoher als die
in vivo von Peters et al. [67] ermittelte bakterielle Besiedlung des Dentins. Jedoch ist
der angegebene Grad der Infektion der Dentintubuli durch Mikroorganismen von Studie
zu Studie sehr variabel. Dafiir sind mehrere Faktoren verantwortlich. Einen
entscheidenden Einfluss auf die Penetrationstiefe einzelner Mikroorganismen in das

Dentin haben der Innendurchmesser der Tubuli und damit im Zusammenhang stehend
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die Morphologie und die Physiologie der Bakterienzellen. Allgemein nimmt der
Innendurchmesser der Dentinkandlchen vom Wurzelkanal bis zur &uf3eren
Wurzeloberflache ab. Hinzu kommt, dass mit zunehmendem Alter des Patienten
ausgehend von der Pulpakammer eine vermehrte Mineralisation der Dentinmatrix
beobachtet wird, wodurch die Tubuli enger werden. Dies kann bis zur vollstandigen
Obliteration der Tubuli fortschreiten [164]. Durch die Aufbereitung der Wurzelkanale im
Vorfeld der Versuche wurde in der vorliegenden Studie ein vergleichsweise weites
Wurzelkanallumen geschaffen. Zuséatzlich wurden durch Behandlung des Kanals mit
EDTA 18 % eventuell verlegte Dentintubuli eréffnet, sodass eine Kanalwandoberflache
geschaffen wurde, wie sie Klinisch in jugendlichen Zahnen zu erwarten ist. Ein weites
Wurzelkanallumen bedingt eine bessere Erreichbarkeit der Bakterien durch N&hrstoffe
bis in das apikale Wurzeldrittel und eine vergro3erte Kanalwandoberflache. Diese
schafft durch eine hohe Dichte an offenen Dentintubuli optimale Bedingungen fir eine
intensive Besiedelung des Dentins durch die ausgewahlten Spezies.

Chivatxaranukul et al. [46] untersuchten die Eindringtiefe in die Dentintubuli durch
E. faecalis in vitro. Unter anderem priften sie, welchen Einfluss verschiedene
Nahrmedien, die Art des Sterilisationsverfahrens und der Grad der Probenpraparation
dabei ausubten. Die Entfernung der Schmierschicht, die bei der chemomechanischen
Aufbereitung des Wurzelkanals entsteht, scheint ein wesentlicher Schritt in der
Probenvorbereitung zu sein. Sie bedingt eine deutlich erhdhte Penetrationstiefe und
vermehrte Zellzahl in den Tubuli. Unter diesen Voraussetzungen wurde eine mittlere
Endringtiefe von 156 um durch die Spezies E. faecalis erreicht. Darlber hinaus wurde
bestétigt, dass sich pulpennah deutlich mehr Mikroorganismen ansiedelten als in
peripheren Dentinschichten. Ein weiterer diskutierter Aspekt, der in vivo die
Penetrationstiefe von Mikroorganismen in die Tubuli limitiert, ist die durch das
Dentinfluid vermittelte Wirtsabwehr [164]. Die verhaltnismallig hohe Konzentration an
dentinadharenten Bakterien in der vorliegenden In-vitro-Studie entspricht nicht der
allgemein anzutreffenden klinischen Situation, stellte jedoch einen guten
Ausgangspunkt fur die Untersuchung der Wirkung der einzelnen Therapien auf den

Biofilm dar.
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6.2.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die Durchfiihrung und Auswertung der FISH erfolgte durch das zahnmedizinische
Institut der Universitat Aarhus, Danemark. Durch die freundliche Genehmigung von
Dr. S. Schlafer und I. Dige konnten die gewonnenen Ergebnisse zum Nachweis der
Etablierung des Biofiilmes in den exemplarisch untersuchten Wurzelkanalen

herangezogen werden.

Bakterienzellen aller drei Spezies zeigten sich dicht gepackt entlang der Kanalwand.
Dunne Zelllagen bedeckten die koronale sowie die apikale Dentinoberflache. In einigen
Abschnitten konnten Bakterienzellen der Spezies E. faecalis und S. oralis innerhalb der
Tubuli sichtbar gemacht werden. Die Ausbildung eines Biofilmes mit partieller Invasion

der Tubuli durch zwei der drei Spezies galt somit als bestatigt.

6.2.3 Kaorrelation der planktonischen und dentinadharenten Bakterienkonzentrationen

Der gewahlte Versuchsaufbau imitiert die klinische Situation eines jugendlichen Zahnes
mit nekrotischer Pulpa. Dartber hinaus verfiigt das Modell tUber atiologische Aspekte
der persistierenden Infektion bei unzureichend gefilitem Wurzelkanal. In beiden Fallen
kolonisieren Mikroorgansimen der Mundhohlenflora den Wurzelkanal indem sie
adharente Zellgemeinschaften in Form eines Biofilmes entlang des Dentins ausbilden.
Gleichzeitig existiert im Lumen des Kanals eine planktonische Phase, in der sich
verschiedene Spezies frei bewegen. Die Ausbildung eines Biofilmes ist ein dynamischer
Prozess, bei dem es fortwahrend zur Anlagerung von Mikroorganismen kommt und sich
gleichzeitig Bakterien aus der Zellgemeinschaft I6sen [27].

In dieser Studie wurden in jeder Probe sowohl die planktonischen als auch die
dentinadharenten Bakterienkonzentration im Anschluss an die Therapie bestimmt. Die
Zuordnung der ermittelten Konzentration zu einer von drei Kategorien, ermdglichte den
Vergleich der Bakteriendichte im Wurzelkanallumen mit der Bakterienkonzentration an
der Kanalwand. Die Kategorie 1 entsprach jeweils der halben Nachweisgrenze. In
Proben, die dieser Kategorie zugeordnet wurden, konnte im Anschluss an die Therapie
kein Bakterienwachstum mehr nachgewiesen werden. Bakterienkonzentrationen grol3er
als 100.000 KBE/ml wurden der Kategorie 3 zugeordnet und waren mit einer
unzureichenden Desinfektion des Kanalsystems gleichzusetzten. Zahne die nach der

Therapie weiterhin bakterielles Wachstum bis zu einer Konzentration von bis zu
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100.000 KBE/ml  aufwiesen, wurden der Kategorie 2  zugeordnet.
Bakterienkonzentrationen bis zu 100.000 KBE/ml entsprechen im Vergleich zu den
Ausgangskonzentrationen einer Reduktion von mehr als 99,9 %. Dies kann als wirksam
bakterizider Effekt der jeweiligen Therapie interpretiert werden, auch wenn in diesen
Fallen keine vollstandige Bakterienfreiheit in der Probe erreicht wurde. Der Vergleich
der planktonischen und dentinadharenten Bakterienkonzentrationen ergab ein hohes
MaR an Ubereinstimmung der kategorialen Ergebnisse. Zum Zeitpunkt T1 waren in
zwanzig von 24 Fallen, in denen im Wurzelkanallumen die Bakterienkonzentration
unterhalb der Nachweisgrenze lag, auch die Dentinproben negativ fiur bakterielles
Wachstum. Insgesamt zeigten zum Zeitpunkt T1 64 von 80 Wurzelkanalen eine
Ubereinstimmung  der  kategorialen  Ergebnisse  fur die  planktonische
Bakterienkonzentration und der Bakterienkonzentration im Dentin (Kappa-Koeffizient =
0,68). Zum Zeitpunkt T2 war die Anzahl der Ubereinstimmungen mit 74 von 80
Wurzelkanalen deutlich groRer (Kappa-Koeffizient = 0,72). Es muss jedoch
berticksichtigt werden, dass in drei von vier Hauptgruppen, dies entspricht insgesamt 60
Proben, weiterhin eine massive bakterielle Besiedlung des Kanalsystems entsprechend
der Kategorie 3 vorlag. Ausschlie3lich in Wurzelkanélen, die eine Behandlung mit
NaOClI 1 % und CHX 2 % erhielten, konnte eine desinfizierende Wirkung der
chemomechanischen Aufbereitung auch in den gewonnenen Dentinproben
nachgewiesen werden. In dieser Gruppe gab es insgesamt vierzehn
Ubereinstimmungen der kategorialen Ergebnisse, wovon drei der Kategorie 1 und vier
der Kategorie 2 entsprachen. Die Ubrigen sieben Proben waren der Kategorie 3
zuzuordnen. Die hohe Anzahl an Ubereinstimmungen in Verbindung mit den jeweiligen
Kappa-Koeffizienten zu den Zeitpunkten T1 und T2 Ilasst einen mdglichen
Zusammenhang zwischen der planktonischen und der dentinadharenten

Bakterienkonzentration vermuten.

6.2.4 Therapieergebnisse

Die HG 1 ohne Aufbereitung diente als Kontrollgruppe. In dieser Gruppe bewirkten
bereits die einmalige Spulung mit 2 ml NaCl 0,9 % und das sich anschlieBende
Trocknen des Kanals mit Papierspitzen eine Reduktion der planktonischen
Bakterienkonzentration um eine logio-Stufe. Zum Zeitpunkt T1 bedeutete das eine
Reduktion der Ausgangskonzentration um 98 %, zum Zeitpunkt T2 entsprach dies
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immer noch einer Reduktion um 81 %. Durch die mechanische Aufbereitung des
Wurzelkanals unter Spulung mit NaCl 0,9 % wurde direkt im Anschluss an die Therapie
eine im Vergleich zu HG 1 gesteigerte Bakterienreduktion erzielt. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen in anderen Studien war dieser Unterschied jedoch nicht signifikant. Die
Aufbereitung des Kanals ohne desinfizierende L&sungen spiegelt das Vermdgen der
mechanischen Reinigung zur Bakterienreduktion wieder. In mehreren Studien wurde
durch entsprechende Aufbereitungsprotokolle eine signifikante Verringerung der
bakteriellen Besiedlung des Kanals hervorgerufen [92, 165-167]. Nach erneuter
funftagiger Bebritung der Wourzelkandle im Anschluss an die ausschlief3lich
mechanische Aufbereitung war in der aktuellen Untersuchung kein Unterschied mehr in
der Bakterienreduktion gegenuber der Kontrollgruppe erkennbar. Zu &hnlichen
Ergebnissen kamen bereits Dametto et al. [168]. Sieben Tage nach erfolgter
Aufbereitung unter Spulung mit destilliertem Wasser waren die
Bakterienkonzentrationen im Wurzelkanal hoher als zu Beginn der Therapie. Eine rein
mechanische Aufbereitung verringert die Zahl der lebensfahigen Mikroorganismen im
Kanal weder ausreichend noch nachhaltig.

Einen signifikanten Einfluss auf die Bakterienkonzentration hatte die Aufbereitung unter
Spulung mit NaOCI 1 % beziehungsweise NaOCI 1 % und CHX 2 %. Direkt nach der
Behandlung zeigten Wurzelkanéle dieser Gruppen eine Reduktion der Mikroorganismen
um 6 logio-Stufen. Dies stellt eine vergleichsweise hohe Reduktion dar, die auch in
anderen Studien erreicht wurde. Oliveira et al. [167] erzielten durch die Spulung des
Kanalsystems mit CHX 2 % oder NaOCI in unterschiedlichen Konzentrationen ebenfalls
eine nahezu vollstandige Elemination der Mikroorganismen. In einer ex-vivo-Studie von
Paiva et al. [117] mit frisch extrahierten Zdhnen konnte durch die Behandlung des
Wurzelkanals mit NaOCl 2,5 % und EDTA 17 % eine Reduktion der Bakterien um
98,8 % erreicht werden. Eine zusatzliche Spulung mit CHX 2 % reduzierte die
verbleibenden Bakterien um weitere 70,1 %, jedoch wurde fur die Wirkung des CHX
das Signifikanzniveau nicht erreicht.

In der vorliegenden Studie ergab sich direkt im Anschluss an die Therapie keine
signifikante Wirkung der PDT in den Gruppen, in denen mit NaOCl 1 %
beziehungsweise NaOCI 1 % und CHX 2 % gespult wurde. Interessanterweise war zu
diesem Zeitpunkt der Probenentnahme sowohl in der Kontrollgruppe ohne
chemomechanische Aufbereitung als auch in der Gruppe, in der intermittierend mit

NaCl 0,9 % gespult wurde, ein signifikanter Einfluss der PDT erkennbar. In beiden
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Gruppen erhodhte sich die Bakterienreduktion jedoch nur geringfligig um eine logio-
Stufe. Bei alleiniger Anwendung der PDT (G 1.2) erhohte sich der LRF von
1,0 £ 1,2 (Mittelwert (MW) = Standardabweichung (SD); G 1.1) auf einen LRF von
22+1,4 (MW *= SD; G 1.2). Wurde der Kanal zuvor unter Spilung mit NaCl 0,9 %
aufbereitet, steigerte die adjuvante PDT den LRF von 2,3 £ 1,0 (MW £ SD; G 2.1) auf
32+1,4 (MW £ SD; G 2.2).

Souza et al. [169] untersuchten die desinfizierende Wirkung unterschiedlicher
Aufbereitungsprotokolle mit oder ohne zusatzliche PDT auf einen E. faecalis-Biofilm und
bestdatigen mit ihren Beobachtungen die Ergebnisse der vorliegenden Studie: Die
Aufbereitung des Wourzelkanals unter Spilung mit NaOCI hatte einen signifikant
hoheren bakteriziden Effekt als die Aufbereitung mit Kochsalzlésung. Weiterhin zeigte
sich, dass die adjuvante PDT in Kombination mit desinfizierenden Spullésungen keine
zusatzliche Bakterienreduktion auf signifikantem Niveau erzielte. Es zeigte sich jedoch
ein signifikanter Einfluss der PDT, wenn der Wurzelkanal mit nicht desinfizierend
wirksamen NaCl 0,9 % behandelt wurde. Der ermittelte LRF von 0,76 in dieser Gruppe
war ahnlich gering wie der in der vorliegenden Studie. In einer anderen Untersuchung
von Bergmans et al. [170] wurde die Wirkung der PDT auf Monospeziesbiofilme
untersucht. Auf eine chemomechanische Erweiterung des Kanalsystems wurde
verzichtet. In Abh&ngigkeit von der jeweiligen Spezies wurden Reduktionen mit einem
LRF von 0,9 bis 1,9 erzielt. E. faecalis zeigte sich in besagter Studie als die
widerstandsfahigste Spezies. Es wurde fir diese eine Reduktion von 88,4 % durch die

alleinige Anwendung der PDT erreicht.

In der vorliegenden Untersuchung entsprach die Konzentration der planktonischen
Bakterien zum Zeitpunkt T1 in der Gruppe mit 1%iger Natriumhypochloritspilung
(G 3.1) einer Reduktion um 100 %. Methodisch bedingt ergibt sich eine
Endkonzentration von 750 KBE/ml (siehe Tab. Xl). Bei fehlendem Wachstum einer
Spezies auf dem Nahrboden wurde anstelle des Wertes ,0“ fir die jeweilige Spezies
eine Konzentration von 250 KBE/ml, entsprechend der halben Nachweisegrenze, fur die
statistische Auswertung herangezogen. Fand im Anschluss an die Therapie kein
Zellwachstum auf dem Nahrboden statt, ergab dies eine Gesamtkonzentration von
750 KBE/ml gemal3 der Summe aus den drei Spezies. Da fur den Zeitpunkt T1 kein
signifikanter Einfluss der Nebengruppe auf die Bakterienreduktion ermittelt werden

konnte, ware bei tatsachlicher Bakterienfreiheit im Kanallumen in der G 3.2 ebenfalls
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eine planktonische Konzentration von 750 KBE/ml zu erwarten gewesen. Die G 3.2
zeigte nach der Therapie im Median eine Konzentration von 1400 KBE/ml (siehe
Tab. XI). Theoretisch ist eine Kontamination durch die Arbeitsabldufe wahrend der
Durchfihrung der PDT denkbar. Diese Mdglichkeit wurde jedoch weitestgehend
ausgeschlossen, da nur steril verpackte Einmalapplikatoren fir den Photosensitizer und
jeweils ein steril verpackter Lichtleiter zum Einmalgebrauch verwandt wurden. Weiterhin
waren ausschlieBlich die drei in der Studie eingesetzten Spezies auf den
Universalndhrbéden nachweisbar, so dass eine externe Verunreinigung als sehr
unwahrscheinlich anzusehen ist. Dartber hinaus sollten im Falle einer Eradikation keine
dentinadharenten Bakterien mehr in den G 3.1 und G 3.2 auftreten. Sowohl in der
Gruppe mit adjuvanter PDT als auch in der Gruppe ohne PDT waren im Anschluss der
Therapie in insgesamt funf Zahnen noch Bakterien an der Kanalwand in
Konzentrationen von 50 - 100.000 KBE/ml nachweisbar. Es l&sst sich festhalten, dass
in der vorliegenden Arbeit die Aufbereitung unter Spulung mit NaOCI 1 % die hdchste
Bakterienreduktion erzielte (LRF 6,7+ 0,7), jedoch keine vollstandige Elemination der
Mikroorganismen im Kanal eintrat. Ferner erscheinen planktonische Mikroorganismen
sensibler auf die Behandlung mit NaOCI zu reagieren als solche im Biofilm. Diese
Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen friiherer Studien [171].

In einigen Untersuchungen konnte eine zusatzliche Behandlung des Wurzelkanals mit
CHX nach erfolgter Aufbereitung unter Spilung mit NaOCl| unter bestimmten
Voraussetzungen die Bakterienreduktion steigern. Dies traf insbesondere dann zu,
wenn E. faecalis an der Infektion beteiligt war [116, 117]. Andere Studien konnten
diesen Effekt nicht bestatigen [117]. In der Literatur wird dem CHX ein hoheres
bakterizides Potential gegenliber E. faecalis zugesprochen als niedrig konzentriertem
NaOCI [107, 167, 172]. Gomes et al. [106] brachten Suspensionen der Spezies
E. faecalis in direkten Kontakt mit CHX beziehungsweise NaOCI und zeigten, dass eine
2%ige Chlorhexidindigluconatlésung weniger als 30 Sekunden benétigte, um das
Bakterienwachstum vollstdandig zu hemmen. Eine 1%ige Natriumhypochloritldsung
bendtigte fir das gleiche Ergebnis zwanzig Minuten. Die Kombination der beiden
Substanzen ermdglicht die Reduktion der Natriumhypochloritkonzentration zum Schutz
des periapikalen Gewebes bei gleichzeitig hoher antibakterieller Wirkung gegenuber
E. faecalis.

In der vorliegenden Studie ergab sich direkt im Anschluss an die Therapie kein

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen mit alleiniger
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Natriumhypochloritspilung und Spulung mit NaOCI 1 % in Kombination mit CHX 2 %.
Die Bakterienreduktion war ungeachtet der Nebengruppen in beiden Hauptgruppen
gleich grof3 und betrug im Median 6 logio-Stufen. Wurden die Z&hne nach der Therapie
fur weitere funf Tage inkubiert, stellte sich in der Gruppe, in der wahrend der
Aufbereitung ausschlieRlich mit NaOCI 1 % gespilt wurde, ein stark zunehmendes
Bakterienwachstum ein. Die Konzentration planktonischer Zellen stieg teilweise Uber die
der Ausgangskonzentration an. Ahnliche Beobachtungen machten auch Oliveira et al.
[167]. Direkt im Anschluss der Wurzelkanalaufbereitung mit verschiedenen Desinfektiva
konnten sie keinen Unterschied zwischen CHX-Gel 2 %, NaOCl 1,5 % und
NaOCI 5,25 % nachweisen. Nach erneuter Inkubation der behandelten Wurzelkanéle
fur weitere sieben Tage war das niedrigkonzentrierte NaOCI sowohl der
hochkonzentrierten Natriumhypochloritldsung als auch dem CHX-Gel deutlich
unterlegen. Es fand analog zu den Ergebnissen der aktuellen Studie in der Gruppe mit
NaOCl 1,5 % ein erneut starkes Bakterienwachstum statt und die Konzentration von
E. faecalis unterschied sich nicht mehr von der in der Kontrollgruppe. In zwei weiteren
Studien konnte selbst durch hochkonzentriertes NaOCl| keine anhaltende
Bakterienreduktion Uber sieben Tage aufrecht erhalten werden [168, 173]. Die
Anwendung von CHX bewirkte im Gegensatz dazu eine nachhaltige Eradikation im
Wurzelkanal [168]. Zu &hnlichen Ergebnissen gelangt die vorliegende Studie. Die
kombinierte Spilung des Kanals mit NaOCl 1 % und CHX 2 % erzielte auch tber den
Zeitraum von funf Tagen, in denen taglich steriles Nahrmedium in den Kanal appliziert
wurde, eine signifikant héhere Bakterienreduktion als die Behandlungsprotokolle aller
Ubrigen Hauptgruppen. Ohne adjuvante PDT wurde in dieser Hauptgruppe ein LRF von
2,4 (MW) erreicht. Das entsprach einer Reduktion der Ausgangskonzentration um
99,54 %. Diese Beobachtung lasst sich mit der fur CHX bereits in anderen Studien
nachgewiesenen Substantivitat erklaren [99, 100]. Darlber hinaus zeigte sich ein
signifikant gesteigerter bakterizider Effekt durch die adjuvante PDT in dieser Gruppe.
Erfolgte zusatzlich eine photodynamische Behandlung, konnte die zum Zeitpunkt T1
erreichte Reduktion der Bakterien um 6 logio-Stufen auch Uber finf Tage aufrecht
erhalten werden. Dies ist ein Aspekt, der bisher in dieser Form noch nicht diskutiert
wurde. Auffallig ist der deutlich kleinere LRF bei ausbleibender PDT. Ohne adjuvante
PDT sank der LRF von 6,4 (MW) zum Zeitpunkt T1 auf 2,4 (MW) nach finf Tagen
erneuter Inkubation. Nach Anwendung der PDT blieb die GréRenordnung der

Bakterienreduktion zwischen den Zeitpunkten T1 und T2 ndherungsweise konstant (T1
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LRF = 6,1 (MW); T2 LRF =5,5 (MW)). Es ist zu klaren, ob und in welcher Weise die
Wirkung des CHX und der ausgedehnte bakterizide Effekt der PDT miteinander in
Zusammenhang stehen. Eine grundséatzlich prolongierte Wirkung der PDT wird
ausgeschlossen, da diese auch in den anderen Hauptgruppen erkennbar gewesen
ware.

Denkbar ware, dass die gesteigerte Permeabilitat der Zellwand, wie sie durch die
Behandlung mit CHX hervorgerufen wird [94], zuséatzlich durch die Schadigung
membranstandiger Transportsysteme und Enzyme, die von der PDT ausgeht [118],
erhoht wird und dadurch ein starkerer bakterizider Effekt des CHX eintritt. Letztlich kann
der zugrundeliegende Mechanismus mit den in dieser Studie erhobenen Daten nicht

endgultig geklart werden und bedarf weiterer Untersuchungen.

6.2.5 Die PDT in der Endodontie - die aktuellen Ergebnisse im klinischen Kontext

Es lassen sich nur aus wenigen Untersuchungen Empfehlungen fur ein konkretes
Protokoll fir den adjuvanten Einsatz der PDT im Rahmen der Wurzelkanalbehandlung
ableiten [174]. Die Anzahl klinischer Studien zum Einsatz der PDT ist weitaus geringer
als die der In-vitro-Untersuchungen. Dennoch sprechen auch in diesen die Ergebnisse
mehrheitlich flr einen zusatzlichen antibakteriellen Effekt [129, 130]. Juric et al. [160]
konnten klinisch eine signifikante Steigerung der Bakterienreduktion durch die
zusatzliche Anwendung des photodynamischen Desinfektionssystems der Firma Helbo
nachweisen. Hierfir untersuchten sie 21 einwurzelige Zahne mit insuffizienter
endodontischer Behandlung in der Vergangenheit. Der Nachweis fur bakterielles
Wachstum im Wourzelkanal wurde anhand von entnommenen Flissigkeitsproben
erbracht. Diese wurden jeweils auf unterschiedlichen selektiven und nicht selektiven
Blutagarplatten bebritet. Zusatzlich wurden die KBE makro- sowie mikroskopisch
betrachtet und mit dem APl eine biochemische Identifikation der Spezies
vorgenommen. Nach Entfernen der alten Wurzelfillung wurden die Kanale zunéchst
konventionell mit NaOCI 2,5 % und EDTA 17 % aufbereitet. Dies fuhrte bereits zu einer
signifikant geringeren  Bakterienkonzentration. Ein Zahn zeigte nach der
chemomechanischen Aufbereitung kein Bakterienwachstum mehr. Die adjuvante PDT
steigerte die Zahl der bakterienfreien Wurzelkanéle signifikant. In zehn weiteren Zahnen
konnten anschlielend keine Mikroorganismen mehr nachgewiesen werden. Die

zusatzlich bakterizide Wirkung durch die PDT betraf unter den nachgewiesenen
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Spezies gramnegative ebenso wie grampositive und wirkte gleichermal3en auf die
obligat anaerob als auch die fakultativ anaerob lebenden Mikroorganismen. Weiterhin
bewirkte die PDT eine statistisch hOohere Eradikation der Spezies E. faecalis im
Vergleich zur alleinigen chemomechanischen Aufbereitung.

Es liegen bisher keine Langzeituntersuchungen vor, die das Therapieergebnis der PDT
nach ein, zwei oder drei Jahren beurteilen. In der aktuellen In-vitro-Studie bestand in
einigen Proben der HG 3 beziehungsweise HG 4 der begrindete Verdacht, dass die
endodontische Therapie eine vollstandige Bakterienfreiheit im Kanal erzielt habe. Es
konnten im Anschluss an die Therapie keine KBE auf den Néhrboden nachgewiesen
werden. Die Anzucht der Mikroorganismen auf Nahrbéden zum Nachweis der
bakteriellen Besiedelung des Wurzelkanals ist ein anerkanntes und seit langem
etabliertes Verfahren. Jedoch schlie3t es nicht sicher aus, dass bei initial
ausbleibendem Wachstum im Anschluss an die Therapie mdglicherweise lebensfahige
Bakterien im Kanalsystem verblieben sind. Die zusétzlich durchgefihrte Ermittlung der
dentinadharenten Mikroorganismen parallel zur Bestimmung der planktonischen Zellen
diente der Validierung der Untersuchung der Effektivitat der angewendeten
Therapiemethoden zur Behandlung eines endodontischen Multispeziesbiofilms.
Dennoch verblieb eine geringe Wahrscheinlichkeit fir eine residuale Besiedelung. Die
Dentintubuli, akzessorische Kanale und von der Aufbereitung nicht erfasste Isthmen
stellen mogliche Bakterienreservoire dar. Die F&ahigkeit einiger Spezies, in unserem
Falle des E. faecalis, Uber einen langen Zeitraum auch bei ausbleibender
Nahrstoffzufuhr in der sogenannten stationaren Phase (Nicht-Wachstums-Phase)
Uberleben zu kénnen stellt in vivo ebenfalls ein Risiko fur eine spatere Reinfektion dar
[175].
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7 Schlussfolgerung

Die chemomechanische Aufbereitung, bestehend aus mechanischer Erweiterung des
Wurzelkanals und intermittierender Spilung mit desinfizierenden Lésungen, bewirkte
direkt im Anschluss an die Therapie bereits eine nahezu vollstidndige
Bakterienreduktion auf Signifikanzniveau. Diese konnte jedoch nicht Uber einen
Zeitraum von funf Tagen aufrecht erhalten werden. Zum Zeitpunkt T1 konnte keine
gesteigerte Bakterienreduktion durch die zusatzliche Spulung des Kanalsystems mit
CHX 2 % erzielt werden. Darlber hinaus zeigte zu diesem Zeitpunkt auch die adjuvante
PDT keinen signifikanten Einfluss auf das Therapieergebnis in den betreffenden
Gruppen. Betrachtet man diese Ergebnisse im klinischen Kontext, so lasst sich
mutmalien, dass bei einer einzeitigen endodontischen Behandlung bereits die Spilung
mit NaOCI 1 % wahrend der Aufbereitung ausreichend ist, um ein suffizientes Ergebnis
mit langfristig guter Prognose zu erzielen. Vorausgesetzt der Kanal wird mit einer
wandstandigen, homogenen Wurzelfullung bis zum Apex und mit einem speicheldichten
Verschluss der Zugangskavitat versehen.

Nach erneuter flnftagiger Inkubation der behandelten Wurzelkandle wurde flr die
Gruppe, in der zusatzlich zum NaOCI 1 % mit CHX 2 % gesplilt wurde, eine signifikant
hohere Bakterienreduktion gegeniber der Kontrollgruppe ohne Aufbereitung
nachgewiesen. Diese Beobachtung ist auf eine anhaltend antibakterielle Wirkung des
CHX Uber den Applikationszeitraum hinaus zurtckzufihren. Durch die adjuvante PDT
konnte in dieser Hauptgruppe eine signifikant gesteigerte Bakterienreduktion erzielt
werden. Inwiefern dieses Therapieergebnis reproduzierbar ist und ob ein kausaler
Zusammenhang zwischen der chemomechanischen Aufbereitung mit NaOCl 1 % und
CHX 2 % mit anschlieBender PDT besteht, sollte in zukinftigen Untersuchungen
gepruft werden.

Eine allgemein gesteigerte Bakterienreduktion durch die zuséatzliche Anwendung der
PDT konnte in dieser Studie nicht bestatigt werden. Dies steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen, zu denen die Mehrzahl der zu diesem Thema verdffentlichten Arbeiten
gelangt ist. Eine mogliche Erklarung hierfir kénnen die in der aktuellen Studie
gewaéhlten Versuchsparameter sein. Ein gerader, weiter Wurzelkanal entspricht einer
vergleichsweise unkomplizierten klinischen Situation. Konventionelle
TherapiemalRnahmen wie die chemomechanische Aufbereitung des infizierten
Wurzelkanals mit Spullosungen wie NaOCl und CHX erzielen in solchen Fallen bereits
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eine weitest gehende Desinfektion des Kanalsystems. Diese kann dann durch die
adjuvante PDT nicht mehr deutlich gesteigert werden.

Hinsichtlich der Wirkung der untersuchten TherapiemalRnahmen auf einen
Multispeziesbiofilm im Vergleich zu planktonisch lebenden Mikroorganismen wurden die
planktonischen Bakterienkonzentrationen durch die Behandlungsmalinahmen starker
beeinflusst als die der dentinadharenten Mikroorganismen. E. faecalis zeigte sich in
dieser Untersuchung als resistenteste Spezies. Die bakterizide Wirkung der
endodontischen Behandlung unabhangig vom angewandten Therapieprotokoll auf diese
Spezies fiel im Vergleich zu den anderen beiden Spezies, S. oralis und P. intermedia,

deutlich geringer aus.

Aus den gewonnenen Ergebnissen dieser Studie kann geschlussfolgert werden, dass
die PDT keine Alternative zur konventionellen endodontischen Behandlung darstellt,
jedoch unter bestimmten Voraussetzungen als ergdnzende TherapiemalRnahme die

Bakterienreduktion steigern kann.
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,ich, Claudia Enseleit, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,In-vitro-Untersuchung zur
Wirksamkeit verschiedener Spilprotokolle, der photodynamischen Therapie (PDT)
sowie der kombinierten Anwendung von chemomechanischer Aufbereitung und
adjuvanter PDT auf einen endodontischen Multispeziesbiofilm® selbststandig und ohne
nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen
und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen anderer
Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,Uniform Requirements
for Manuscripts (URM)“ des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte
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Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen)
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Meine Anteile an Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die in der
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Samtliche Publikationen, die aus dieser Dissertation hervorgegangen sind und bei

denen ich Autor bin, entsprechen den URM (s.0) und werden von mir verantwortet.
Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen

einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (8156,161 des Strafgesetzbuches) sind

mir bekannt und bewusst.”
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deren Auswertung.
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