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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Voraussetzung fur eine erfolgreiche endodontische Therapie ist die Reduktion von
Mikroorganismen im Wurzelkanal vor dessen suffizienter Fullung [Sjogren et al. 1997,
Sundqvist et al. 1998]. Obwohl die chemomechanische Aufbereitung sowie die
Verwendung von medikamentdsen Einlagen zur Reduktion der Bakterienzahl flhrt [Law
et al. 2004], verbleiben Mikroorganismen in anatomischen Nischen des
Wurzelkanalsystems und in Dentinkanalchen [Peters et al. 2001]. Diese kdnnen trotz
adaquater Wurzelkanalfillung die Erfolgsrate mindern [Sjogren et al. 1997] und
Ursache flir eine Reinfektion des Kanals sein. Mit endodontischen Misserfolgen sind
jedoch nicht nur Reservoire Uberlebender Bakterien assoziiert [Oguntebi 1994], sondern
auch das Auftreten resistenter Spezies. Bei endodontischen Primarinfektionen treten
gemischte Populationen von Anaerobiern auf [Sundqvist 1994]; sekundare Infektionen
werden meist von Spezies wie Enterokokken oder Candida albicans (C. albicans)
ausgelost [Waltimo et al. 1997, Sundqvist et al. 1998, Pinheiro et al. 2003]. Fur den
klassischen Wirkstoff Kalziumhydroxid ist gegen diese Pathogene eine zum Teil geringe
Effektivitat gezeigt worden [Waltimo et al. 1999, Siqueira et al. 2004, Siren et al. 2004].
Um die Desinfektion des Wourzelkanalsystems zu optimieren, werden alternative

Verfahren gesucht, die zudem die Behandlung in einer Sitzung ermdglichen kdénnen.

Laserstrahlen besitzen antimikrobielle Eigenschaften [Hardee et al. 1994, Moritz et al.
1997, Mehl et al. 1999, Schoop et al. 2007] und kdnnen in vivo effektive endodontische
Keimreduktion erzielen [Moritz et al. 1997]. Ozon ist bekannt als ein wirksames
Oxidationsmittel mit antibakteriellen, fungiziden und virusinaktivierenden Eigenschaften
[Kim et al. 1999], allerdings liegen bislang fur die Anwendung in der Endodontie nur
wenige evidenzbasierte Studienergebnisse vor [Azarpazhooh et al. 2008].

Ziel der vorliegenden Untersuchung war, Erkenntnisse zur Wirksamkeit der Bestrahlung
mit dem Diodenlaser und der Applikation von gasférmigem Ozon in endodontischer
Keimreduktion zu erzielen. Die Wirksamkeit wurde gegenuber Biofilmen von C. albicans

in humanen Wurzelkanalen untersucht.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Erkrankungen der Pulpa und des Periapex

Der Begriff Pulpitis bezeichnet die Entziindung der Pulpa, deren Einteilung nach
histologischen oder klinischen Parametern erfolgen kann. Prinzipiell liegen die
Gesetzmaligkeiten einer Entzindung zugrunde; allerdings verursacht die besondere
Topographie charakteristische Verlaufsformen. Eine Pulpitis wird bakteriell oder
iatrogen (durch mechanische, thermische oder biochemische Reize) verursacht.

Im klinischen Alltag steht die fortgeschrittene kariose Dentinlasion als Ursache fur eine
Pulpitis im Vordergrund. Voraussetzung fur eine Infektion ist das Eindringen von
Mikroorganismen [Kakehashi et al. 1969]; Infektionswege stellen exponierte
Dentinkanalchen und Seitenkanale sowie die freigelegte Pulpa selbst dar. Aufgrund der
Permeabilitat des Dentins, die je nach Struktur und Weite der Kanalchen
unterschiedlich hoch ist, gelangen biologisch aktive Substanzen (z. B. bakterielle
Enzyme, Endotoxine, somatische Antigene, Chemotaxine, Immunkomplexe, organische
Sauren) durch das noch gesunde Dentin in die Pulpa [Bergenholtz 1982]. Unmittelbare
Folge der Diffusion bakterieller Stoffwechselprodukte und Toxine aus dem infizierten
Dentin in Richtung Pulpa ist die allmahliche Demineralisierung angrenzender
Dentinschichten. Trotz Sklerosierung von Dentinkanalchen kommt es bei
fortschreitender Dentinkaries zum Eindringen bakterieller Substanzen in die vitale
Pulpa.

Analog zu anderen entzindlichen Prozessen beinhaltet die initiale Antwort, im Rahmen
der unspezifischen Abwehr, den Einstrom polymorphkerniger Granulozyten und
Monozyten in den subodontoblastischen Raum [Stashenko et. al. 1998]. Mit
zunehmender Infektion finden sich Elemente der spezifischen Abwehr wie
T-Helferzellen, zytotoxische T-Zellen und Plasmazellen im entzindlichen Infiltrat. Es
etabliert sich eine Exsudation, ein Abszess mit Granulationsgewebsbildung [Torneck
1981] oder eine Pulpanekrose. Diese ist ein durch Zelltod und Gewebszerfall
charakterisierter Endzustand, der lokal herdférmig, im sonst vitalen Pulpagewebe, oder
in der gesamten Pulpa auftreten kann. Nicht durch nekrotisches Gewebe per se,
sondern durch bakterielle Endotoxine wird die Induktion einer lokalen Immunantwort im

angrenzenden Parodont vermittelt [Kakehashi 1969; Sundqvist 1994].
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2.2 Keimspektren endodontischer Infektionen

2.2.1 Primare Infektionen

Der Zusammenhang zwischen Mikroorganismen und Pulpaerkrankungen ist bereits
1894 durch MILLER beschrieben worden. Die Schllsselrolle gramnegativer Anaerobier
wurde durch die Entwicklung entsprechender mikrobiologischer Nachweisverfahren
offenbart [Sundqvist 1976]. Ausloser der bakteriellen Pulpitis sind die Bakterien der
kariosen Dentininfektion. Diese besteht aus zwei Zonen, der primaren Infektionswelle
an vorderster, pulpanaher Front, und der folgenden, sekundaren Welle der
Mischinfektion. Die Frontwelle besteht vorwiegend aus grampositiven Laktobazillen und
Stabchen (z. B. Aktinomyzeten, Eubakterienstamme) [Edwardsson 1974; Hahn et. al.
1991], deren Stoffwechselprodukte flur die initiale Pulpareaktion verantwortlich sind.

Die speziellen Okologischen Verhaltnisse im Wurzelkanal fuhren jedoch zu einer
Selektion der eindringenden Bakterien. So etabliert sich eine spezielle, pathogene Flora
[Peters et al. 2002], die zu 90 % obligat anaerob ist [Sundqvist 1994]. Die Anzahl der
bisher nachgewiesenen Spezies ist im Vergleich zum Mundhohlenmilieu
vergleichsweise gering [Haapasalo 1989]. Die insgesamt pro Wurzelkanal ermittelten
Keimzahlen schwankten zwischen 10? und 10’ [Peters et al. 2002], wobei eine
nekrotische, geschlossene Pulpa bei Parodontitis periapicalis durchschnittlich 4 x 10°
Bakterien enthielt [Bystrom et al. 1981].

Entscheidend flr die Zusammensetzung einer Mischflora sind die antagonistisch oder
synergistisch wirkenden Interaktionen zwischen den Bakterien, die zur Dominanz oder
Suppression einzelner Spezies fuhren [Sundqvist 1994]. Im Endstadium der Pulpitis
besteht die bakterielle Mischflora von nekrotischen Wurzelkanalen vorwiegend aus
Anaerobiern und setzt sich morphotypisch aus etwa 40 % Kokken, je 25 % Stabchen
und Filamenten, 4 % Spirochaten und 6 % beweglichen Stdbchen zusammen [Thilo et
al. 1986]. Prevotella intermedia und Porphyromonas endodontalis sind besonders
haufig vertreten [Sundqvist 1994], aber mit Fusobakterien, verschiedenen anaeroben
Kokken und Stabchen vergesellschaftet. [Pantera et. al 1988].

Pilze  wurden von verschiedenen Autoren in 2-40% der primaren
Wurzelkanalinfektionen gefunden (Tabelle I). Sie wurden in Kombination mit Bakterien
oder als Monoinfektion nachgewiesen [Borssen 1981] und gehdren fast ausschlie3lich
der Gattung Candida an, wobei die haufigste Art C. albicans ist. So konnten bei

apikalen Parodontitiden in 5-40% der infizieten Kandle Candida-Spezies
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nachgewiesen werden [Sen et al. 1995, Waltimo et al. 1997]. Diese unterscheiden sich
jedoch geno- und phanotypisch von C. albicans-Isolaten der Mundhohle durch spezielle
Virulenzfaktoren, die die Infektion des Pulpa-Dentin-Komplexes und die Invasion und

Infektion der Dentinkanale ermdglichen [Waltimo et al. 2003].

Tab. I: Studien, die Pilzinfektionen bei primaren endodontischen Infektionen untersuchten

Studie Nachweis- Prévalenz Apzahl N_achgev_viesene
verfahren in % inn Pilzspezies
[Sen et al. 1995] SEM " 40 10 k. A. zur Spezies
[Debelian et al. 1997] Kultur 2 4 26 Saccharomyces
[Baumgartner et al. 2000] PCR? 21 24 C. albicans
[Lana et al. 2001] Kultur 7 27 k. A. zur Spezies
[Siqueira et al. 2002] PCR 2 50 k. A. zur Spezies
[Siqueira et al. 2002] SEM 7 15 k. A. zur Spezies
Mittelwert der aufgefihrten Studien 13,5 25,3

Y SEM: scanning electron microscopy, 2 Kultur: Anzuchtverfahren, ¥ PCR: polymerase chain
reaction

Nicht nur im Pulpagewebe, auch auf der Wurzelkanalwand und in den Dentinkanalchen
konnten Bakterien nachgewiesen werden. In-vitro- und In-vivo-Studien zeigten, dass
eine Vielzahl unbeweglicher Bakterienspezies in Dentinkanalchen vordringen konnen
[Peters et al. 2001]. Sowohl die Anzahl der infizierten Kanalchen als auch die
Penetrationstiefen variierten in histologischen Schnitten stark. Ein
kulturmikrobiologischer Nachweis war sensitiver und wies bei zwei Drittel der
untersuchten Zahne mit infizierter Pulpanekrose Bakterien bis in zementnahe
Dentinschichten nach. In pulpanahen Dentinschichten wurden bei 33 % dieser Zahne
mehr als 5x 10° CFU/mg Dentin nachgewiesen (CFU:colony forming units;
Koloniebildende Einheiten). In zementnahen Schichten fand sich in 24 % der Falle
diese Konzentration [Peters et al. 2001].

Offene, nicht durch eine Schmierschicht verlegte Dentinkanalchen fordern die
bakterielle Besiedlung des Dentins. Die Penetrationstiefe war signifikant hoher nach
Entfernung der Schmierschicht, wenn bovines Dentin kinstlich mit E. faecalis besiedelt
wurde [Peters et al. 2000]. In Zusammenhang hiermit steht die Fahigkeit an Kollagen
Typ | zu binden, die fur E. faecalis, Streptococcus mutans, S. gordonii sowie C. albicans
[Vitkov et. al. 2002] nachgewiesen wurde. Die Invasion in das Dentin kann Bakterien
und Pilzzellen vor Mechanismen der Wurzelkanalbehandlung schutzen und das

Auftreten von Sekundarinfektionen beglnstigen [Oguntebi 1994].
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2.2.2 Reinfektionen

Reinfektionen kénnen durch erneutes Eindringen von Mikroorganismen oder durch
erneutes Wachstum teilungsfahiger Zellen nach unzureichender Keimzahlreduktion im
Wurzelkanalsystem entstehen. Komplexe anatomische Verhaltnisse und das Auftreten
resistenter Mikroorganismen, auch in Dentinkanalchen, erschweren deren vollstandige
Elimination. Der Verbleib von Mikroorganismen im Wurzelkanalsystem ist von
entscheidender Bedeutung fir das Auftreten von Reinfektionen, zumal
elektronenmikroskopische Untersuchungen Bakterien und Pilze in refraktaren Fallen,
bei anscheinend ausreichender Qualitadt der Wurzelkanalfullung, nachweisen konnten
[Siqueira 2001]. Klinische Studien Uber einen Zeitraum von funf Jahren haben gezeigt,
dass zum Zeitpunkt der Wurzelkanalflllung vorhandene Bakterien die Erfolgsrate
negativ beeinflussten: Eine Heilung der apikalen Parodontitis wurde rontgenologisch bei
94 % der Zahne mit negativem Bakteriennachweis festgestellt, signifikant weniger
(68 %) bei Zahnen mit positivem Bakteriennachweis [Sjogren et al. 1997].

Andere Autoren zeigten, dass weniger als 10*ml vorhandene Mikroorganismen im
Wurzelkanal, unabhangig von der nachgewiesenen Spezies, keinen negativen Einfluss
hatten [Peters et al. 2002]. Dies gilt ebenso fur Bakterien, die in Dentinkanalchen
verblieben [Peters et al. 1995]. In Zusammenhang mit resistenten Fallen werden auch
spezielle Mikroorganismen [Rocas et al. 2008] gebracht, wie C. albicans [Waltimo et al.
1997] (Tabellell) und E. faecalis, sowie andere, seltener anzutreffende

enteritisauslésende Stabchen, wie Enterobacter cloacae [Sundqvist et al. 1998].

Tab. lI: Studien, die Pilzinfektionen bei refraktaren endodontischen Infektionen untersuchten

Studie Nachweis- Prévalenz Apzahl N_achgev_viesene

verfahren in % inn Pilzspezies
[Nair et al. 1990] LM " TEM? 22 9  Candida spp.
[Waltimo et al. 1997] Kultur ¥ 7 692  Candida spp.
[Sundqvist et al. 1998] Kultur 8 24 C. albicans
[Molander et al. 1998] Kultur 4 68 C. albicans
[Peciuliene et al. 2001] Kultur 18 33 C. albicans
[Hancock et al. 2001] Kultur 3 34 C. albicans
[Cheung et al. 2001] Kultur 17 12 C. albicans
[Pinheiro et al. 2003] Kultur 4 51 Candida spp.
[Siqueira et al. 2004] PCR 9 22  Candida spp.
Mittelwert der aufgefihrten Studien 10,2 105

DLM: Light microscopy, 2 TEM: transmission electron microscopy, ¥ Kultur: Anzuchtverfahren,
*) PCR: polymerase chain reaction
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Laut einiger Autoren treten Pilze im Durchschnitt haufiger in endodontisch behandelten
Zahnen auf, die revisionsbedurftig sind, als in primar infizierten Wurzelkanalen [Waltimo
et al. 2003, Siqueira et al. 2004]. Dies lasst sich jedoch aus der Literatur

zusammenfassend nicht ableiten (Tabellen | und II).

2.2.3 Candida albicans

Pilze sind eukaryotische Lebewesen mit wenig differenziertem Gewebe. Im Gegensatz
zu Pflanzen und Algen sind sie chlorophyllose, nicht zur Photosynthese fahige
Saprophyten, die Energie durch Ab- und Umbau von organischen Verbindungen
gewinnen. Zum Teil leben sie als Parasiten oder Symbionten, wobei die
humanpathogenen Arten eine Spezialisierung darstellen [Schauer et al. 1999]. Die
meisten opportunistischen humanen Pilzinfektionen werden durch die Gattungen
Candida und Aspergillus verursacht. Pilzzellen weisen Besonderheiten hinsichtlich der
Zellwandbestandteile (Chitin und Glukan-Mannan-Komplexe) und der
zytoplasmatischen Membran (Ergosterol) auf, die Ansatzpunkte der antimykotischen
Therapie sind [Blaschke-Hellmessen 1999].

Es unterscheiden sich zwei Erscheinungsformen der Pilze: die Sprosszellen (Hefen)
und die Pilzfaden (Hyphen); letztere bilden verzweigte Myzelien. Die weitaus meisten
Pilze bilden diese charakteristischen fadigen Vegetationsorgane. Abhangig von der
Pilzart und dem Milieu erfolgt die Vermehrung durch Hyphenwachstum oder durch
Sprossung, auch als hefeartige Vermehrung bezeichnet [Schauer et al. 1999].
C. albicans allerdings verfligt tGber eine Wachstumsbesonderheit, denn hier findet man
Sprosszellform, Pseudomyzel und echtes Hyphenwachstum. Bezeichnet wird diese
Fahigkeit als Dimorphismus oder Polymorphismus [Bottone et al. 1993, Siqueira et al.
2004]. Die Hefezellen selbst werden als Blastosporen bezeichnet.

Zellen von C. albicans verwerten Kohlenhydrate grundsatzlich oxidativ (Assimilation),
jedoch kann auch ein anaerober Metabolismus stattfinden (Garung). In einer Studie
zeigte C. albicans ein langsameres Wachstum unter anaeroben Bedingungen
(Verdoppelungszeit 248 min); es wurden Hyphen und Sprosszellen beobachtet,
allerdings keine Biofilmbildung [Biswas et al. 2005]. Das Wachstumsverhalten wurde
durch einen sauren pH-Wert gefordert.

Die Gattung Candida umfasst 163 Arten, davon sind etwa 10 % humanpathogen und
5 % werden haufiger nachgewiesen [Schauer et al. 1999]. Der primare Standort von

C. albicans ist der Orointestinaltrakt des Menschen und warmbluitiger Tiere, es besteht
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kein ubiquitares Vorkommen in der Natur. C. albicans ist ein anpassungsfahiger
Mikroorganismus, dies verdeutlicht sein kommensales Vorkommen in unterschiedlichen
anatomischen Regionen des menschlichen Korpers mit charakteristischen
Umweltbedingungen. Durch die Anpassung der Genexpression an diese Bedingungen
ist sowohl ein Vorkommen bei nahezu neutralem pH-Wert im Blut (7,4) als auch bei
basischem oder saurem pH-Wert (pH-Wert 4-5 im Vaginalkanal) moglich [Calderone et
al. 2001]. Als Teil der normalen Standortflora bei gesunden Personen findet man
Candida in der Mundhohle (bei 30-45 % der gesunden Erwachsenen) [Lucas 1993
Bernhardt 1996], im Gastrointestinaltrakt, im Vaginalkanal und Rektum.

Diese endogene Spezies ist ein opportunistisches Pathogen. Das heil3t, sie ruft nur bei
Personen Erkrankungen hervor, deren Immunsystem geschwacht ist, oder deren
Standortflora durch Breitspektrumantibiotika oder durch Zerstérung normaler Barrieren
verandert ist. Entscheidend ist zudem die Quantitdt, denn erst eine verstarkte
Kolonisation ermoglicht bei Resistenzminderung des Wirtes invasives Wachstum und
Infektion [Blaschke-Hellmessen 1999, Schauer et. al. 1999]. Die Infektionen reichen von
oberflachlichen Hautinfektionen bis zu lebensbedrohlichen disseminierten Mykosen. Ein
haufiger klinischer Befund ist die orale Candidiasis. Bei 95 % der HIV-Erkrankten kann
C. albicans in der Mundhoéhle nachgewiesen werden [Dupont et al. 1992].
Voraussetzung fur Humanpathogenitat und Virulenz von C. albicans ist nicht nur das
Wachstum bei 37 °C und die Anpassungsfahigkeit vor allem an pH-Wert-
Schwankungen, sondern zusatzlich die Produktion von proteolytischen und lipolytischen
Enzymen sowie die Fahigkeit an humanen Epithel- und Endothelzellen via Adhasion zu
haften [Chaffin et al. 1998, Calderone et al. 2001]. Von entscheidender Bedeutung flr
die Adhasion planktonischer Zellen an Oberflachen ist die Bildung von mikrobiellen
Lektinen (zuckerbindende Proteine), die bei der Pilzadhasion als Adhasine bekannt sind
[Vitkov et. al. 2002]. Die Oberflachenmolekile, die die Adhasion auf Gewebe
ermoglichen, enthalten einen Rezeptor, der homolog zum humanen CR3-Integrin, an
Aminosauren in Fibrinogen, Fibronectin, Laminin und an Kohlenhydratresten auf
Epithelzellen binden kann. Zusatzlich ist die Bindung an Kollagen Typ | und Typ IV
moglich [Chaffin et. al. 1998]. Von einigen Autoren wurde die Fahigkeit von C. albicans
beschrieben, an Bakterien wie Aktinomyzeten oder Fusobacterium nucleatum zu binden
und somit die Plaquebildung und die Kolonisation der Mundschleimhaut und der

Zahnhartgewebe zu fordern [Bagg et al. 1986, Holmes et al. 1995].
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Voraussetzung fir die Fahigkeit zur Gewebeinvasion ist die Expression von lytischen
Enzymen wie sekretorische Aspartatprotease, Lipase, Kollagenase, Aminopeptidase,
Glucosaminidase, saure und alkalische Phosphatase, Hyaloronidase und
Chondroitinsulfatase. C. albicans ist nicht nur in der Lage an Kollagen Typ | und IV zu
binden, sondern auch, durch ein kollagenolytisches Enzym, menschliches Dentin zu
zersetzen [Hagihara et al. 1988]. Die Veranderung der Morphologie vom Blastosporen-
zum Myzel- und Hyphenstadium (Polymorphismus) wird ebenso als Virulenzfaktor
betrachtet. Die Transformation vom Blastosporen- zum Hyphenstadium wird haufig im
Zusammenhang mit der Entwicklung vom kommensalen zum pathogenen Organismus
beschrieben. Hyphen dringen in Gewebe ein und entziehen sich der Abwehr durch
Makrophagen [San-Blas et al. 2000]. Eine Darstellung der pathogenen Eigenschaften
zeigt Abbildung 1 [Calderone et al. 2001].

Produktion
hydrolytischer Resistenzen
Immun- Enzyme gegenliber der
modulation Wirtsabwe hr
Mechanismen Dentin-
Morphologische der Pathogenitit kolonisation
Veranderung
Anpassung an Adhésion auf
unterschiedliche Biofilm- einer Vielzahl von
Lebensraume Bildung Oberflachen

Abb. 1: Virulente Eigenschaften von Candida albicans (nhach Calderone und Fonzi 2001).

Bei etablierten Infektionen mit C. albicans findet man keine planktonischen Zellen (freie
einzelne Zellen in Flussigkeit), sondern vielmehr adharente Zellen, die ebenso eine
interzellulare Adhasion aufweisen. Diese als Biofilm bezeichnete organisierte
Zellpopulation aus Blastosporen und Hyphen ist in eine selbstproduzierte extrazellulare
Polysaccharidmatrix eingebettet [Donlan et al. 2002]. Die Zellen in Biofilmen
unterscheiden sich von den planktonischen Zellen durch hohere Resistenzen
gegenuber Medikamenten und dem Immunsystem [Chandra et al. 2001, Blankenship et
al. 2006]. So sind fungizide Medikamente wie Fluconazol und Amphotericin B gegen
Candida-Biofilme 30-2000fach weniger effektiv als gegen planktonische Zellen [Hawser
et al. 1995].

Fur C. albicans wurde die Bildung von Biofilmen detailliert beschrieben [Chandra et al.
2001, Ramage et al. 2001, Blankenship et al. 2006]. Allerdings widersprechen sich die
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Aussagen zum Teil und sie sind vor allem in Bezug auf die Angaben zum Zeitraum, den
Candida-Zellen zur Formation eines Biofilms bendotigen, sehr unterschiedlich (Stunden
bis Wochen). Zudem wurden jeweils andere Oberflachen und Nahrmedien genutzt.
Eine Beschreibung der Formation und des Aufbaus von Candida-Biofilmen auf
Acryloberflachen und Polymethylmethacrylat-Scheiben liefert eine In-vitro-Studie durch

mikroskopische colorimetrische Untersuchungen [Ramage et al. 2001] (Tabelle 1lI).

Tab. lll: Entwicklung von Candida albicans-Biofilmen auf Acryloberflachen [Ramage et al. 2001]
Zeit (in Stunden) Stadium

0-2 Initiale Adhasion der Blastosporen
2-4 Germination und Mikrokolonie-Bildung
4-6 Filamentation, Hyphenbildung
6-8 Monolayer-Bildung
8-24 Proliferation

24 - 48 Maturation

Bei mikrobiologischen Untersuchungen von infizierten Wurzelkanalen ist C. albicans die
am haufigsten isolierte Pilzart [Siqueira et al. 2004]. Es besteht eine Korrelation mit dem
Vorkommen im Speichel; es wurden signifikant haufiger Pilzspezies aus Wurzelkanalen
isoliert, wenn diese ebenfalls im Speichel der Patienten nachzuweisen waren [Egan et
al. 2002]. C. albicans ist zur Invasion und Kolonisation von Dentin fahig [Sen et al.
1997], fur andere Candida-Spezies (C. glabrata, C. guilliermondi, C. parapsolis,
C. cerevisia) konnte diese Fahigkeit nicht nachgewiesen werden [Siqueira et al. 2002].
In-vitro-Untersuchungen von Rinderdentinproben, die mit verschiedenen Candida-
Spezies infiziert wurden, zeigten, dass C. albicans in Dentinkanalchen penetrierte und
diese besiedelte [Siqueira et al. 2004]. In vitro wurde eine Eindringtiefe der Hefezellen
und Hyphen in humanes Dentin von 60 ym nachgewiesen [Waltimo et al. 2000].
Anatomische Grundlage ist der Aufbau des mineralisierten Hartgewebes Dentin aus
von Odontoblasten mit ihren Fortsatzen gebildeten Dentinkanalchen. Diese werden
wahrend der Dentinogenese zunehmend verlangert und weisen die Form langer
Roéhren auf, deren Durchmesser in Pulpandhe durchschnittlich 2,9-5,2 ym betragt
[Garberoglio et al. 1976]. Blastosporen sind 1-6 um grof3, Hyphen weisen einen
Durchmesser von 1,9-2,6 ym auf [Sevilla et al. 1986].

Eine weitere Untersuchung zeigte, dass die Penetrationstiefe der Pilzzellen ins Dentin
geringer war, wenn eine Schmierschicht die Offnung der Dentinkanalchen verschloss.
In diesem Fall konnte allerdings ein Biofilm auf der Oberflache nachgewiesen werden,

die Adhasion der Pilzzellen war gefordert durch freiliegende organische Bestandteile
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[Sen et al. 1997]. Manche Autoren bezeichnen C. albicans als dentinophilen

Mikroorganismus [Sen et al. 1997].

2.3 Desinfektion des Wurzelkanalsystems

2.3.1 Spulung des Wurzelkanals

Die Verwendung von Spulldsungen wahrend der Aufbereitung der Wurzelkanale hat
folgende Ziele: Die Elimination von Mikroorganismen aus dem Wurzelkanalsystem, die
Auflésung und Entfernung von Material (Zelltrimmer, Pulpareste, nekrotisches
Gewebe, Dentinspane) sowie die Unterstlitzung der mechanischen Aufbereitung.
Aufgrund dieser Anforderungen werden bakterizide und gewebeauflosende
Eigenschaften der Spulldsungen, geringe Oberflachenspannung sowie biologische
Vertraglichkeit gefordert [2006].

Natriumhypochlorit (NaOCI) in Konzentrationen zwischen 0,5 und 5,25 % gilt als
Spullésung der ersten Wahl. Es verfugt uber gewebeldsende Eigenschaften [Andersen
et al. 1992] und eine antimikrobielle Wirkung auf die Mehrzahl der endodontisch
relevanten Keime [Bystrom et al. 1985]. Die oxidierende und bleichende Wirkung des
basischen Natriumhypochlorits (NaOCI 5,25 %: pH-Wert 12,12) beruht auf dem Gehalt
an HOCI-Molekulen. Freie OH-, CI'- und OCI'-lonen wirken korrodierend. Beim Kontakt
mit organischem Material wird NaOCI durch den Zerfall in Na*- und CI'-lonen inaktiviert,
wobei nekrotisches und vitales Gewebe aufgeldst wird. Von Bedeutung ist zudem das
Vermogen Endotoxine (Lipopolysaccharide) aufzulésen [Buttler et al. 1982].
Chlorhexidin (CHX) ist ein kationisches Bis-guanid, ein lipophiles Molekul, das mit
negativen Phosphatgruppen und Lipopolysacchariden auf bakteriellen Zellmembranen
interagiert. Dadurch wird deren Permeabilitdt erhdht und der Wirkstoff dringt in die
Zellen ein. Wenn dieser mit cytoplasmatischen Komponenten prazipitiert, wird der
Zelltod verursacht. Eine weitere vorteilnafte Eigenschaft des CHX ist dessen
Substantivitdt am Dentin [Kanisavaran 2008] bei guter Biovertraglichkeit. Die
Substantivitat entsteht durch die Bindung an Hartgeweben und der Abgabe reaktiver
Bestandteile Uber den Zeitraum der Applikation hinaus.

Die Verwendung von Chlorhexidindiglukonat (CHX, Wirkstoff Chlorhexidin) als
Spullésung gewinnt an Bedeutung, denn obwohl es weder gewebeauflosend wirkt,
noch Endotoxine zu neutralisieren vermag, verfugt es Uber entscheidende

Eigenschaften: Es zeigt in Konzentrationen zwischen 0,2 und 2 % antimikrobielle



LITERATURUBERSICHT 11

Wirkung vor allem gegen grampositive Keime (wie Enterokokken) und Pilze [Emilson
1977, Waltimo et al. 1999, Siqueira et al. 2003]. Somit wird es als finale Zusatzspulung
empfohlen, um eine Wirkung gegen Keime zu erzielen, die gegen NaOCI resistent sein
konnen [2006]. Wenn die Entfernung der Schmierschicht gefordert ist, ist der Einsatz
von NaOCI| oder CHX nicht ausreichend, statt dessen werden Zitronensaure oder
chelatbildende Stoffe wie Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) benutzt [Fraser 1974].
Fur die Kombination von NaOCI (5 %) und EDTA (10 %) wurde eine bakterizide
Wirksamkeit bis in 130 uym tiefe Dentinschichten nachgeweisen [Berutti et al. 1997].
Gegenuber C. albicans wurde eine fungizide Wirkung von NaOCI [Radcliffe et al. 2004]
und von verschiedenen Autoren auch von CHX gezeigt [D'Arcangelo et al. 1999,
Radcliffe et al. 2004, Vianna et al. 2004, Ruff et al. 2006]. CHX-L6sung und CHX-Gel
(je 2 %) toteten Zellen von C. albicans bei direktem Kontakt innerhalb von 15 Sekunden
[Vianna et al. 2004].

2.3.2 Medikamentdse Einlagen

Medikamentdse Einlagen zwischen den Behandlungssitzungen kommen zum Einsatz
um die Keimreduktion zu optimieren. Eine Literaturtbersicht zeigte, dass nach
chemomechanischer Aufbereitung noch bei 62% und nach zusatzlicher
medikamentoser Einlage noch bei 27 % der Wurzelkanale Bakterienwachstum
nachzuweisen war [Law et al. 2004]. Das bekannteste Medikament ist Kalziumhydroxid
(Ca(OH),). Es ist ein seit den 1920er Jahren vielseitig eingesetzter, etablierter Wirkstoff
in der Zahnheilkunde. In der puren Form hat es einen alkalischen pH-Wert von 12,5. Es
wirkt antibakteriell [King et al. 1965] und besitzt die Fahigkeit, die Mineralisation von
Knochen und Dentin zu fordern [Foreman et al. 1990]. Der Wirkmechanismus basiert
auf der Dissoziation von Hydroxylionen (OH’) im wassrigen Milieu, die in der
anionischen Form als Radikale bakterizide Wirkung haben. Diese erfolgt Uber die
Zerstorung der bakteriellen Zellwand, die Proteindenaturierung und DNA-Schadigung.
Wenn Hydroxylionen durch Reaktion verbraucht werden, wird Kalziumhydroxid geldst
und erneut dissoziierte lonen lassen die Wirkung anhalten. Diese kann sich in vitro bis
in 130 um tiefes Dentin erstrecken [Haapasalo et al. 1987], da Hydroxylionen in Dentin
einzudringen vermogen [Nerwich et al. 1993]. Es gibt allerdings Hinweise, dass Dentin
durch dessen Pufferkapazitat die antibakterielle Wirkung von Kalziumhydroxid

inaktivieren kann [Haapasalo et al. 2000].
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Der pH-Wert selbst ermdglicht zudem nur wenigen Mikroorganismen das Uberleben;
C. albicans jedoch tolerierte in vitro pH-Werte bis 12,5 [Brandle et al. 2008].
Wirksamkeit

unterscheiden sich in Fragestellung, Versuchsaufbau sowie Ergebnis, so dass sich ein

In-vitro-Studien zur von Kalziumhydroxid gegenuber C. albicans
einheitliches Fazit nicht formulieren lasst (Tabelle IV). Allerdings wurde flir die
Kombination von Kalziumhydroxid mit anderen Wirkstoffen sowie fur die Anwendung
von CHX oder EDTA haufig eine hohere Wirksamkeit nachgewiesen [Sen et al. 2000,

Siqueira et al. 2003, Menezes et al. 2004].

Tab. IV: In-vitro-Studien zur Wirksamkeit von Kalziumhydroxid und anderen Wirkstoffen gegeniber
C. albicans
Studie Untersuchte Wirkstoffe Untersuchungsmethode  Studienergebniss
[Sen etal. a) Chlorhexidin (0,12 %) Kinstlich infizierte a),b),c) C. albicans
1999] b) Natriumhypochlorit (1 %) Wurzelkanale, Nachweis resistenter, wenn eine
c) Natriumhypochlorit (5 %) durch Kultur " Schmierschicht vorliegt
[Senetal. a) EDTA Agar-Diffusionstest a) héchste
2000] b) Nystatin Wirksamkeit durch
c) Ketoconazol Beeinflussung der
d) Chlorhexidinglukonat (1,5 %) Adhasion und des
e) NaOCI (5 %) Wachstums
[Valeraet a) CPMC ? Kunstlich infizierte Anzahl negativer
al. 2001] b) Kalziumhydroxid in Wurzelkanale, Nachweis Zellnachweise:
Glycolpolyethylen durch Kultur a) 100 %
¢) Kalziumhydroxid in CPMC b) 30 %
d) NaOCI c)und d) 70 %
[Ferguson a) NaOCI Direkter Kontakt mit Kalziumhydroxidpaste
et al. 2002] b) Wasserstoffperoxid C.albicans, Nachweis bei direktem Kontakt
¢) Chlorhexidinglukonat durch Kultur und MIC®  effektiv, e) keine
d) Kalziumhydroxidpaste Wirksamkeit
e) Kalziumhydroxid in
wassriger Lésung
[Siqueira a) Kalziumhydroxid/ Experimentell infizierte a) Es wurden nach 7
et al. 2003] Glycerin-Paste bovine Dentinzylinder, Tagen keine Zellen
b) Kalziumhydroxid in Nachweis durch Kultur mehr nachgewiesen
CPMC/Glycerin b)-e) Es wurden nach
c¢) Kalziumhydroxid in Glycerin 1 Stunde keine Zellen
d) Chlorhexidin mehr nachgewiesen
e) Chlorhexidin/Zinkoxid
[Menezes a) CPMC Kunstlich infizierte Kalziumhydroxid in
et al. 2004] b) Kalziumhydroxid Wurzelkanale, Nachweis CPMC
c) Kalziumhydroxid in CPMC durch Kultur signifikant effektiver als
d) NaOCl 2,5 % Kalziumhydroxid
e) CHX 2 %
[Brandle et a) Kalziumhydroxid in direkter Planktonische und Planktonische und
al. 2008] Exposition Biofilmzellen, Nachweis  sessile Zellen waren

(100 min, pH 12,5)

durch Kultur

resistent

Kultur Anzuchtverfahren auf Nahrmedien, 2 CPMC: Camphorated paramonochlorophenol,
® MIC: Minimale inhibitorische Konzentration

Klinische Untersuchungen zeigten, dass die Mikroorganismen im Wurzelkanalsystem

nach siebentagiger Applikation einer Kalziumhydroxideinlage effektiv eliminiert wurden
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[Sjogren et al. 1991]; allerdings wurde nach vierwochiger Kalziumhydroxidapplikation
die Zunahme der Bakterienanzahl beobachtet [Peters et al. 2002]. Zwei Reviews
klinischer Studien konnten zeigen, dass durch die Applikation von medikamentdsen
Einlagen die Bakterienzahl verringert werden kann [Law et al. 2004]. Allerdings kann
anhand kulturmikrobiologischer Nachweise nicht davon ausgegangen werden, dass
Kalziumhydroxid vorhandene Bakterien in humanen Wourzelkanalen vollstandig
eliminiert [Sathorn et al. 2007]. In Bezug auf die Erfolgsrate endodontischer Therapien
zeigten verschiedene klinische Studien keinen Vorteil durch die Verwendung von
Kalziumhydroxid als medikamentése Einlage [Weiger et al. 2000, Peters et al. 2002,
Waltimo et al. 2005].

Einen kausalen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von persistierenden apikalen
Parodontitiden und dem Nachweis von C. albicans in den betroffenen Wurzelkanalen
sehen manche Autoren [Waltimo et al. 1999, Siqueira et al. 2004] aufgrund der
Ergebnisse verschiedener In-vitro-Studien bestatigt, die die Ineffektivitat von
Kalziumhydroxid gegenuber C. albicans sowie verschiedenen gram-positiven Kokken
zeigten [Stevens et al. 1983, Haapasalo et al. 1987, Waltimo et al. 1999].

2.4 Laser

2.4.1 Physikalische Grundlagen

Per Definition bedeutet Laser die Lichtverstarkung durch stimulierte Emission von
Strahlung, wobei das Wort Laser ein Akronym fir ,Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation® ist. Bei dieser physikalischen Methode wird durch induzierte
Emission von Atomen im Lasermedium ein Lichtstrahl mit extrem hoher Energiedichte
erzeugt. Voraussetzung fur die Auslosung eines Laserprozesses ist ein Lasermedium,
welches charakteristisch fur den Laser ist. Es werden Festkérper-, Gas-, Dioden- oder
Flussigkeitslaser unterschieden [Pierce 1997, Steiner et al. 1999]. Praktisch erreicht
wird dieser Prozess, indem das mittels elektrischer Leistung einer Blitzrohre erzeugte
Licht im Lasermedium mithilfe von Spiegeln hin und her gepumpt wird. Wenn es
vielfach verstarkt ist, wird es durch eine Sammellinse fokussiert als Laserstrahl genutzt.
Die Betriebsart des Lasers bestimmt die Form, in der das Laserlicht abgegeben wird.
Man unterscheidet kontinuierliche (cw: continuous wave), getaktete, gepulste und

gutegeschaltete Leistungsabgabe [Steiner et al. 1999].
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2.4.2 Laser in der Zahnmedizin

Seit 1960 von Th. H. Maiman in den USA der erste funktionstiichtige Laser konstruiert
wurde, findet die Lasertherapie in der Zahnheilkunde wissenschaftliches und klinisches
Interesse. Dieser erste Festkorper-Rubinlaser wurde bereits vier Jahre spater
experimentell zur Kariestherapie eingesetzt [Goldman et al. 1964]. Seitdem hat die
Technologie der Laser- und Applikationssysteme eine deutliche Entwicklung erfahren,
wobei vor allem in der Weichgewebe-Chirurgie gesicherte wissenschaftliche
Erkenntnisse und langjahrige klinische Erfahrungen vorliegen. Hier haben der CO»-, der
Nd:YAG- und der Diodenlaser ihre Hauptindikation. Andere Einsatzgebiete sind die
lasergestitzte Kariesdiagnostik, die Praparation von Zahnhartsubstanz sowie die
Parodontaltherapie mit dem Er:YAG-Laser. Je nach Anwendungsbereich kommen
unterschiedliche Laser mit den fur sie typischen Wellenlangen zum Einsatz, da die
Wellenlange des emittierten Lichtes die Absorption im Gewebe und entsprechend die
Eindringtiefe der Laserstrahlen bestimmt [Steiner et al. 1999]. Der erste in der
Endodontie getestete Laser war ein CO,-Laser zum Verschluss des apikalen Foramens
[Weichman et al. 1971].

Die Form der biophysikalischen Interaktion zwischen Laser und Gewebe bestimmen die
Wellenlangen der Laserstrahlen, die Einstellungen des Lasers sowie das Gewebe
selbst. Bei der Bestrahlung von Gewebe wird das Licht reflektiert, remittiert, im Gewebe
gestreut oder absorbiert. Je hoher die Absorption, desto tiefer die Eindringtiefe des
Lichtes und umfangreicher die thermischen Begleiterscheinungen. Einfluss darauf hat
der Absorptionskoeffizient und Warmeleitkoeffizient des Gewebes sowie das
Umgebungsmedium. Damit ein biologischer Effekt eintritt, muss die Energie absorbiert
werden. Wenn die Wellenlange des Lasers mit dem Absorptionsspektrum einer
Gewebskomponente Ubereinstimmt, tritt ein vorhersehbarer Effekt ein. Dieser kann eine
chemische, thermische oder ionisierende Wirkung oder ein nichtlinearer Effekt sein. Die
thermischen Effekte sind Photohyperthermie (37-60 °C), Photokoagualation (60-
100 °C), Photokarbonisation (100-400 °C) und Photovaporisation (>400 °C). Mit
nichtlinearen Effekten werden Photoablation und Photodisruption bezeichnet, also der
thermomechanische Abtrag von Gewebe [van Hillegersberg 1997].

So hangt der erzielte Effekt auf der Dentinoberflache von der Art der Laserbestrahlung
(Wellenlange, Emissionsmodus, Energiestarke, Pulsation und Potenz), von der
eingesetzten Kuhlung (Wasser oder Luft, keine Kuihlung) und dem Bestrahlungswinkel

ab. Zahlreiche mikroskopische Untersuchungen zeigen flr die verschiedenen Laser die
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unterschiedlichsten morphologischen Veranderungen im Dentin: Die Schmierschicht
kann durch CO2- und Nd:YAG-Laser entfernt werden [Kimura et al. 2000]; die
Dentinpermeabilitat kann durch das Erdéffnen der Dentinkandlchen erhoht werden
(Er:YAG-Laser) oder durch den Verschluss der Kanalchen (durch Verschmelzung der
Oberflache) herabgesetzt werden (CO»-, Nd:YAG-Laser) [Miserendino et al. 1995].

Die bakterizide Wirkung von Laserstrahlen wird durch Erhitzung und Verdampfung der
intrazellularen Flussigkeit und das Zerplatzen der Bakterienzellen erzielt [Mehl et al.
1999]. Antibakterielle Effekte der verschiedenen Laser im Dentin sind auf
unterschiedlichste Art untersucht: Die Bestrahlung mit Nd:YAG-Laser von kunstlich
beimpften Wurzelkanalen erzielte bei planktonischen Zellen von E. faecalis eine
Abtotung von 99,7 %, allerdings keine Sterilisation [Bergmans et al. 2006]. Bei
Actinomyces naeslundi und Streptococcus anginosus konnten keine Zellen mehr
nachgewiesen werden. Liegen bakterielle Biofiime vor, kann die Laserbestrahlung
Zellen bis in tiefere Zellschichten téten [Bergmans et al. 2006], allerdings sind diese
Zellen selbst bei direkter Exposition schwieriger zu eliminieren. Fur den Er:YAG-Laser
ist gegenlber E. faecalis eine mediane Reduktion der Bakterienzahl um 10% CFU/mI
gezeigt worden, wenn dieses Bakterium drei Tage in humanen Wurzelkanalen inkubiert
wurde [Noetzel et al. 2009]. Andere Studien zeigen eine hdhere Effektivitat gegen
E. faecalis im Wurzelkanal (Keimzahlreduktion um 103) [Schoop et al. 2006], fur den
Diodenlaser sogar eine vollstandige Desinfektion [de Souza et al. 2008].

Gegenuber C. albicans liegen Untersuchungen mit dem Er:YAG- und Diodenlaser vor:
In vitro wurde in einem Biofilm-Modell auf Glas- und Titanoberflachen eine signifikant
hohere Reduktion nach Laserbestrahlung im Vergleich zu nicht bestrahlten Proben
nachgewiesen. Hier wurde eine hohere Wirksamkeit fur den Er:YAG-Laser gezeigt,
unabhangig von direkter oder indirekter Bestrahlung. Mit dem 810 nm-Diodenlaser war
die Bestrahlung bei direktem Kontakt gegen C. albicans effektiver, bei indirekter

Bestrahlung zeigte sich kein Einflu auf den Biofilm [Sennhenn-Kirchner et al. 2009].

2.4.3 Diodenlaser

Die Wellenlangen von Diodenlasern liegen im nahen Infrarotspektrum (810-980 nm).
Das erzeugte Licht kann mit flexiblen Glasfasern (Durchmesser: 200/300 um)
weitergeleitet werden, dies ermoglicht den Einsatz im Wurzelkanal. Bislang gibt es
wenig Studienergebnisse zum Einfluss der Bestrahlung mit dem 980 nm-Diodenlaser

auf die Wurzeldentinmorphologie und zu dessen bakteriziden Wirkung im Dentin. Die
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Untersuchung von Rinderdentinproben verschiedener Schichtdicken zeigte fur den
Diodenlaser mit 980 nm Wellenlange bei kontinuierlicher Bestrahlung eine Reduktion
der Bakterienzahl um 95 % (1,75 W) bis 97 % (2,8 W) bei 100 um Dentin, bei 500 pm
Dentin wurde eine Reduktion um 57 % (1,75 W) und 86 % (2,8 W) erzielt [Gutknecht et
al. 2004]. Bovine Dentinproben, die einseitig mit E. faecalis besiedelt wurden, zeigten
bei Bestrahlung von der anderen Seite in einer Probendicke von 500 pym eine
Keimreduktion um 74 % [Gutknecht et al. 2000], bei 1 mm dicken Proben eine mittlere
Keimzahlreduktion von 10® [Schoop et al. 2006]. Die Untersuchung humaner
Dentinproben, die mit E. faecalis infiziert wurden, zeigte sogar eine komplette
Desinfektion bis in 1 mm tiefe Dentinschichten nach chemomechanischer Aufbereitung
und Bestrahlung mit einem 830 nm-Diodenlaser [de Souza et al. 2008].

Abhangig von der Energiestarke und dem Emissionsmodus sowie zuvor verwendeter
Spullésungen (H,O, NaOCI, EDTA), wiesen Dentinoberflachen, die mit einem 980 nm-
Diodenlaser bestrahlt wurden, die Entfernung der Schmierschicht bis zur
Verschmelzung (Karbonisation) der Oberflache auf [Alfredo et al. 2009]. Bei kunstlich
infizierten Wurzelkanalen wurde nach Bestrahlung mit einem 810 nm-Diodenlaser der
Verschlul® der Dentinkanadlchen, kein positiver Bakteriennachweis sowie ein
Temperaturanstieg auf der aufderen Wurzeloberflache von 6 °C beobachtet [Moritz et al.
1997]. Fur den 810 nm-Diodenlaser wurde bei Bestrahlung des Wurzelkanals (10 s,
0,6-1 W cw) kein kritischer Temperaturanstieg Uber 7 °C auf der &auleren
Wurzeloberflache festgestellt [Gutknecht et al. 2005].

Grundlegende Probleme der Anwendung von Laserstrahlen im Wurzelkanal entstehen
durch die Topographie, die eine direkte Bestrahlung nicht ermoglicht und dadurch die
Effektivitat herabsetzen kann. Die Bestrahlung mit einem 810 nm-Diodenlaser war bei
direktem Kontakt gegen C. albicans signifikant effektiver als bei indirekter Bestrahlung
[Sennhenn-Kirchner et al. 2009].

2.5 Ozon

2.5.1 Chemische Grundlagen

Ozon ist ein dreiatomiges Sauerstoffmolekil (Os; Trisauerstoff). Es ist je nach
Konzentration ein farbloses bis blaues, aullerst giftiges Gas bzw. eine dunkelblaue
Flissigkeit mit einem Schmelzpunkt von -192,5°C und einem Siedepunkt von

-111,9 °C. Ozon ist wasserloslich und zerfallt spontan in ein Sauerstoffmolekil und ein
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Sauerstoffradikal (O3 > Oz + %2 Oz Q=-284 kJ). Es gilt als das starkste
Oxidationsmittel [Broadwater et al. 1973], wobei sich seine elektrophilen Molekule durch
selektive Reaktivitat auszeichnen.

Die bakterizide Wirkung basiert auf einer Oxidation durch die Sauerstoffradikale.
Zellwande von Mikroorganismen und zytoplasmatischen Membranen sowie die
Sulfhydryl- und Aminogruppen in bakteriellen Enzymen werden durch irreversible
Oxidation inaktiviert [Dyas et al. 1983]. Zusatzlich werden verschiedene Molekule
zerstort, die Bakterien als Nahrung dienen oder die in der Matrix von bakteriellen

Biofilmen enthalten sind.

2.5.2 Ozon in der Zahnmedizin

Ozon wird aufgrund seiner bakteriziden, fungiziden und virusinaktivierenden
Eigenschaften in der Medizin und Trinkwasserhygiene zur Desinfektion angewendet
[Kim et al. 1999]. Nach seiner Entdeckung 1839 durch den Chemiker C. F. Schénbein
dauerte es fast 100 Jahre, bis Ozon in der Zahnmedizin zum Einsatz kam. Der Einsatz
von Ozon in der Medizin ist dagegen etabliert, zum einem als direktes Therapeutikum
bei externen Ulzera und Hautlasionen, zur Blutgerinnung sowie zur Therapie von
Infektionen oder Tumorerkrankungen. Zum anderen wird es zur Dekontamination von
medizinischen Instrumentarien, Geraten und Raumen eingesetzt [Dyas et al. 1983,
Berrington et al. 1998].

In der Zahnmedizin beschaftigte sich E. A. Fisch seit 1934 intensiv mit der Ozon-
Behandlung gangrandser Wurzelkanale. Spater wurde der Einsatz bei Periimplantitis
[Sandhaus 1969], Wurzelkaries [Baysan et al. 2005], endodontischen Infektionen und
zur Sterilisation von Dentaleinheiten untersucht. Derzeit kann die Begasung mit Ozon
zur Desinfektion von Kavitaten und Wurzelkanalen, bei Mineralisationsstérungen, vor
Fissurenversieglungen, bei frihkindlicher Karies oder bei Wurzelkaries eingesetzt
werden [Huth et al. 2005]. Bei kariosen Lasionen konnte durch die Begasung mit Ozon
in Kombination mit der Verwendung eines Remineralisationskits eine Arretierung in
einem Versuchszeitraum von 12 Monaten festgestellt werden [Holmes 2003, Huth et al.
2005].

Der Einsatz von Ozon in der Endodontie ist bislang wenig untersucht und wirft nicht nur
die Frage nach der Effektivitat im Wurzelkanal auf, sondern zusatzlich nach der
Biokompatibilitat und der Auswirkung auf apikale Gewebe. Der Einfluly von Ozon auf die

Vitalitdt humaner Zellen und deren Wachstum bzw. Teilungsfahigkeit wurde
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exemplarisch an Zementoblasten und Fibroblasten frisch extrahierter Zahne untersucht.
Eine zweiminutige Applikation von ozoniertem Wasser zeigte keine Zytotoxizitat
[Ebensberger et al. 2002]. Der Einfluss von ozoniertem Wasser auf Mausefibroblasten
hatte ebenfalls keine schadigende Wirkung [Nagayoshi et al. 2004]. Bei der
Untersuchung von Implantatoberflachen konnte sogar ein stimulierender Effekt auf die
Regeneration von umgebenden Geweben festgestellt werden [Matsamura et al. 2002].
Zur Wirksamkeit der Ozonapplikation gegen Mikroorganismen endodontischer
Infektionen liegen wenige, zum Teil widersprichliche Daten vor. So wurden in vitro
geringe antibakterielle Effekte von ozoniertem Wasser und gasférmigem Ozon bei
planktonischen Zellen von E. faecalis und nahezu keine Effekte nachgewiesen, wenn
die Zellen in Biofilmen organisiert sind [Hems et al. 2005].

Hingegen zeigten andere Studien eine deutliche Keimzahlreduktion bei Besiedlung von
E. faecalis auf bovinem Dentin [Nagayoshi et al. 2004], bzw. eine mediane
Keimzahlreduktion um vier Zehnerpotenzen bei alleiniger Behandlung mit gasformigem
Ozon bei einer Monoinfektion mit E. faecalis im Wurzelkanal [Noetzel et al. 2009]. Im
Vergleich zur Behandlung mit steriler Kochsalzlosung zeigte sich in kunstlich infizierten
Wurzelkanalen eine signifikant hdhere Keimzahlreduktion von C. albicans und
E. faecalis durch Behandlung mit ozoniertem Wasser, allerdings ohne langanhaltende
Wirkung; nach sieben Tagen wurden hohere Keimzahlen festgestellt [Cardoso et al.
2008]. In derselben In-vitro-Studie zeigte sich keine Wirkung gegenuber Endotoxinen
von Escherichia coli. Eine weitere Studie zeigte eine dosisabhangige Wirkung von
gasformigem Ozon [Huth et al. 2009]; hier wurden Zellen von C. albicans nach
dreiwochiger Anzucht im Wurzelkanal durch die Applikation von gasformigem Ozon
(1 g/m3) nach 2,5 Minuten bzw. nach einer Minute bei hoherer Konzentration (53 g/m?)

vollstandig eliminiert.
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3 Fragestellung

Ziel einer endodontischen Therapie ist es, einerseits keine teilungsfahigen
Mikroorganismen im Wurzelkanalsystem zu belassen und andererseits ein erneutes
Eindringen von Bakterien zu verhindern. Durch chemomechanische Aufbereitung und
medikamentose Einlagen wird eine deutliche Reduktion der Keimzahlen erreicht [Law et
al. 2004], jedoch keine Keimfreiheit. In klinischen Studien wurde die Erfolgsrate durch
die Anwendung von Kalziumhydroxid nicht positiv beeinflusst [Weiger et al. 2000,
Peters et al. 2002]. Fur diesen klassischen Wirkstoff sind zum Teil widersprtchliche
Ergebnisse zur Wirksamkeit gegentber C. albicans beschrieben worden [Siqueira et al.
2003, Brandle et al. 2008]. Diese Pilzspezies wurde haufig bei refraktaren Fallen
nachgewiesen [Siqueira et al. 2004].

Um die Erfolgsrate endodontischer Behandlungen weiter zu verbessern, sind neue
Strategien zur Desinfektion des Wurzelkanalsystems erforderlich, die auch bei der
Keimzahlreduktion von Problemkeimen effektiv sind. Diese sollten die Behandlung in
einer Sitzung ermodglichen, um zugleich das Risiko von Rekontaminationen zu
verringern.

Das Ziel dieser In-vitro-Studie war, die Wirksamkeit der Bestrahlung mit einem
Diodenlaser und von gasférmig appliziertem Ozon gegeniber Monospezies-Biofilmen
von Candida albicans in humanen Wurzelkanalen zu untersuchen, bei alleiniger
Behandlung oder in Kombination mit chemomechanischer Aufbereitung. Zugrunde liegt
die Annahme, dass die bakterizide Wirkung des Diodenlasers bis ins Dentin reicht
[Moritz et al. 1997, Gutknecht et al. 2000]. Die Applikation von gasférmigem Ozon mit
erwiesenem Desinfektionspotential [Kim et al. 1999] ist besonders interessant im
Hinblick auf schwer zugangliche Bereiche des Wurzelkanalsystems.

Die Arbeitshypothese dieser In-vitro-Studie besagte, dass die Bestrahlung mit dem
Diodenlaser sowie die Applikation von gasférmigem Ozon héhere Keimzahlreduktionen
bewirken als die medikamentosen Einlagen, vor allem in Kombination mit geeigneten
Spullésungen und daraus resultierenden synergistischen Effekten. Als Nullhypothese
wurde angenommen, dass die Behandlungen gleichwertig sind, sowohl im Hinblick auf
die Keimzahlreduktion im Wurzelkanal und im Dentin, als auch auf die Anzahl der

negativen Nachweise von C. albicans nach der Behandlung.
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4 Material und Methoden

4.1 Studiendesign

Im Rahmen der Hauptfragestellung wurden vier Behandlungen durchgeflhrt; dies ergab
die Einteilung in die Untergruppen. In den Untergruppen 1 erfolgte die Bestrahlung mit
dem Diodenlaser (GENTLEray 980; KaVo). In den Untergruppen 2 erfolgte die
Applikation von gasférmigem Ozon (HealOzone; KaVo). Die siebentagige Einlage von
wassriger  Kalziumhydroxidpaste  (UltraCal XS; Ultradent) erfolgte in den
Untergruppen 3 sowie die siebentagige Einlage von Chlorhexidindiglukonat-Gel
(Chlorhexamed 1 % GEL, GlaxoSmithKline) in den Untergruppen 4. Jede dieser vier
Behandlungen wurde in alleiniger Anwendung (Hauptgruppe 1) und in Kombination mit
drei verschiedenen Begleittherapien (Hauptgruppen 2-4) untersucht, (zweifaktorielles
Studiendesign). Insgesamt wurden somit 16 Studiengruppen gebildet (Tabelle V). Pro
Studiengruppe wurde eine Probenzahl von 15 gewahlt (n = 15); daraus resultierte eine

Gesamtprobenzahl von 240.

Tab. V: Bezeichnung der Studiengruppen
Hauptgruppe (n = 60)

1 2 3 4
Untergruppe ohne Aufbereitung mit  Aufbereitung mit  Aufbereitung mit
(n =15) Aufbereitung NaCl-Spulung NaOCI-Spulung CHX-Spulung
1 Laser 1.1 2.1 3.1 4.1
2 Ozon 1.2 2.2 3.2 4.2
3 Ca(OH), 1.3 2.3 3.3 4.3
4 CHX-Gel 1.4 2.4 3.4 4.4

Vor Beginn der Versuchsreihe erfolgte in Hauptgruppe 1 die komplette Aufbereitung der
Wurzelkanale bis zur ISO-GroRe 60 (MAF), wahrend in den Hauptgruppen 2 bis 4 die
Wurzelkanale initial bis ISO-Grofle 40 aufbereitet wurden (Flexmastersystem; VWD,
Minchen, Deutschland). Die komplette Aufbereitung (ISO-GroéRe 60) mit alternierender
Spulung erfolgte hier wahrend der Versuche: In Hauptgruppe 2 mit physiologischer
Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %; Apotheke der Charité), in Hauptgruppe 3 mit
Natriumhypochlorit (NaOCI 1 %; Apotheke der Charité) und mit Chlorhexidindiglukonat
(CHX 0,2 %; Apotheke der Charité) in Hauptgruppe 4.

Die Untergruppen 3 und 4 dienten zusatzlich der positiven Kontrolle. Zur negativen
Kontrolle der Studiengruppen dienten die ermittelten Keimzahlen der zuvor

durchgefuhrten Wachstumsreihe tUber 21 Tage. Diese ensprechen derer ohne Therapie
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im maximalen Versuchszeitraum (14 Tage Bebritung plus 7 Tage medikamentdse

Einlage). Tabelle VI zeigt den Ablauf der Studie.

Tab. VI: Ablauf der Studie

Hauptgruppe 1 Hauptgruppe 2 Hauptgruppe 3 Hauptgruppe 4
Reinigung
Sterilisation
Einbettung in Tubes
Aufbereitung Initiale Aufbereitung
ISO 60 ISO 40
NaCl-Spulung NaCl-Spilung
Sterilisation
Einsaat von Candida albicans
Inkubation
Ausgangskeimzahl (CFU/ml)
Vollstandige Aufbereitung
Keine weitere ISO 60
Aufbereitung
NaCl-Spilung NaOCI-Spulung CHX-Spllung
1.1 2.1 3.1 4.1
1.2 2.2 3.2 4.2
1.3 2.3 3.3 4.3
14 2.4 3.4 4.4

Endkeimzahl 1 (CFU/ml)
Endkeimzahl 2 (CFU/mg Dentin)

4.2 Vorbereitung der Versuchsproben

Die 240 Zahne wurden nach vollstandiger

Reinigung mit Ultraschallansatzen

(SONICFlex, KaVo) mit Ethylenoxid sterilisiert (Herzzentrum der Charité). Sie wurden

mit Diamantbohrern (Diamantbohrer Komet; Gebr. Brasseler, Lemgo, Deutschland)

dekapitiert und auf eine einheitliche Lange von
19 mm gekurzt (Abbildung 2). Im Zeitraum
zwischen den Bearbeitungsschritten wurden die
Proben in physiologischer Kochsalzlésung
(NaCl 0,9 %; Apotheke der Charité) gelagert.
Die Aufbereitung der Wurzelkananale erfolgte
auf eine einheitliche Lange von 18 mm
(Flexmaster System; VDW).
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Die Wurzelkanale der Gruppe 1 sind zunachst im koronalen Bereich mit Gates Bohrern
der ISO-GroRRen 150 und 130 erweitert worden (Gates Glidden Bohrer GroRe 6 und 5;
VDW), die der Gruppen 2 bis 4 mit den ISO-Groflen 130 und 110 (Gates Glidden
Bohrer GrofRe 5 und 4; VDW).

In den Proben der Gruppe 1 erfolgte dann eine vollstandige Aufbereitung bis MAF ISO-
Grole 60 (Flexmaster System; VDW, Flexmasterfeile 02/60; VDW), in den Gruppen 2
bis 4 erfolgte zunachst eine initiale Aufbereitung bis MAF [ISO-GroRe 40
(Flexmasterfeile  02/40; VDW). Alle Wurzelkandle wurden zusatzlich mit
Flexmasterfeilen der GroRe 06/30 aufbereitet, um eine insgesamt Kkonische
Aufbereitungsform zu erreichen und um eine Stufenbildung zu vermeiden (Abbildung 3).
Wahrend der Aufbereitung wurden die Proben mit physiologischer Kochsalzldsung
(NaCl 0,9 %; Apotheke der Charité) gespult um Detritus und Dentinspane zu entfernen.
Dies erfolgte mit sterilen Einmalspritzen (Omnifix 5 ml; Braun, Melsungen, Deutschland)
und sterilen Einmalkandlen mit 0,35 mm Durchmesser (VMK-Endoneedle; Vedefar,
Dilbeek, Belgien). Die Schmierschicht wurde durch die zusatzliche Verwendung von
Ethylendiamintetraessigsaure (File Care
EDTA; VDW) wahrend der Aufbereitung

Diargagtééffnl entfernt.
Q Um eine einheitliche Bohrtiefe und
T Gates 5 Aufbereitung zu erreichen, wurden die
P S Gates Bohrer mit Stoppern aus Kunststoff
N Iggtiig (Technovit 4071; Heraeus Kulzer)
E—_ versehen. Die initiale Aufbereitung der
Gruppen 2 bis 4 gewahrleistet die
Fl';"omoa;geé Entfernung von nekrotischem Gewebe
150 92/%0 sowie annahernd einheitliche Volumina
der Wurzelkanale (ca. 30 pl
N Fassungsvermogen). Am koronalen Ende
o ;: aller Kanale wurde durch eine Bohrung mit

Abb. 3: Schematischer Langsschnitt eines einem kugelformigen Diamantbohrer  mit

aufbereiteten Wurzelkanals der 29mm  Durchmesser (Diamantkugel
Hauptgruppen 2 bis 4. .

029 Komet; Gebr. Brasseler) bis zu

dessen Aquator ein Raum fiir ein Fliissigkeitsreservoir geschaffen. Zur Entfernung von

Ruckstanden des EDTA wurden die Zahnproben unmittelbar nach der Aufbereitung mit
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jeweils 10 ml steriler Kochsalzlosung
gespult und anschlieRend 14 Tage in
steriler  Kochsalzlosung mit  taglich
wechselnder Loésung gelagert (NaCl
0,9 %; Apotheke der Charité).

Der Versiegelung der aulleren

Wourzeloberflachen mit Nagellack (Nail

Polish  catrice; cosnova, Frankfurt,

Abb. 4: Die Wurzeloberflache wurde mit . ]

Nagelack versiegelt, die obere Seite Deutschland) folgte die Einbettung der

iileﬂfieTna‘;Taﬁ'Siitctﬁ{.‘f?eier Zahne mit Kunststoff (Technovit 4071;

Heraeus Kulzer) in verschlieRbare

Kunststofftubes (Cryo-Tubes; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland). Die Proben wurden,
um eine glatte Oberflache an der Tubedffnung zu erzielen, plan geschliffen
(Mikroschleifsystem Exakt 400 CS, Schleifpapier P 1200; Exact Apparatebau,
Norderstedt, Deutschland) (Abbildung 4). Der Einbettung der Proben schloss sich deren
erneute Sterilisation mit Ethylenoxid an (Herzzentrum der Charité).
Vor Beginn der Einsaat wurden exemplarisch Sterilitdtskontrollen durchgefuhrt. Hierzu
wurde in zehn Proben eine sterile Universalnahriésung (Tryptone Soya broth; Oxoid,
Basingstoke Hampshire, England) gegeben und die Proben 14 Tage bei 37 °C inkubiert
(Brutschrank Heraeus Function Line; W.C. Heraeus). AnschlieBend wurde die
enthaltene FlUssigkeit enthommen und auf Universalmedium (Columbia agar with
sheep blood; Oxoid) ausplattiert und die Medien fir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.
Zusatzlich wurden Dentinproben mit Hedstromfeilen (Hedstrom I[SO 40; VDW)
entnommen, in physiologischer Kochsalzlosung (NaCl 0,9 %; Apotheke der Charité)
aufgeldst, ausplattiert und inkubiert.
Nach Uberpriifung der Sterilitdt bei exemplarischen Zahnen wurden je 30 pl einer
Suspension von C. albicans in Sabouraud-Dextrose-Losung (C. albicans ATCC 90028,
Institut fir Mikrobiologie und Hygiene der Charité, Sabouraud Liquid Medium; Oxoid) in
die Wurzelkanale aller Zahnproben gegeben. Die Startkonzentration (Mc Farland
Scale 2) entsprach 10° CFU/ml. Die Proben wurden 14 Tage bei 37 °C inkubiert
(Brutschrank Heraeus Function Line; W.C. Heraeus); taglich wurde steriles
Nahrmedium (Sabouraud Liquid Medium; Oxoid) zugegeben. Die Deckel der Cryo-

Tubes wurden lose adaptiert (eine halbe Umdrehung des Deckelgewindes).
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Vor Beginn der Hauptversuche wurde eine Wachstumsreihe bei exemplarischen
Proben (n = 21) liber 21 Tage durchgefiihrt. Eine mittlere Keimzahl von 10%/ml wurde
nach einem Inkubationszeitraum von 14 Tagen erreicht. Hierzu wurde eine Suspension
von C. albicans (C. albicans ATCC 90028; Institut fir Mikrobiologie der Charité, in
Sabouraud-Dextrose-Losung: Sabouraud Liquid Medium; Oxoid) in den hergestellten
Proben bei taglicher Zugabe von steriler Nahrlosung bei 37 °C inkubiert (Brutschrank
Heraeus Function Line; W. C. Heraeus). Im Abstand von drei Tagen wurden jeweils die
Keimzahlen im Wurzelkanal von drei Proben bestimmt. Zusatzlich sind exemplarisch
die Ausgangskeimzahlen im Dentin der Wurzelkanalwand ermittelt worden.

Die Einsaat, die tagliche Zugabe von Nahrlosung sowie die Probenentnahme zur
Keimzahlbestimmung wurden unter einer Abluftlamina durchgefuhrt (laminar flow antair
BSK; anthos Mikrosysteme, Koln, Deutschland), um Kontaminationen zu vermeiden
und die Hygienerichtlinien einzuhalten. Alle FlUssigkeiten sind mit einer Pipette
(Eppendorf Reference; Eppendorf, Hamburg, Deutschland) mit sterilen Einmalspitzen
(Pipettenspitze 200 ul; Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland) transportiert worden.

Zur Bestimmung der Ausgangskeimzahlen in den Wurzelkandlen wurde mit jeweils
einer Papierspitze (Paperpoint ISO 40; VDW) ein Probenvolumen von 5 pl enthommen
und mit einer Verdinnung von 1:4 000 000 ausplattiert. Nach einer Inkubation von 24
Stunden bei 37 °C (Brutschrank Heraeus Function Line; W.C. Heraeus) wurden die
entstandenen Kolonien gezahlt und die Anzahl der vorhandenen Mikroorganismen im
Wurzelkanal pro Milliliter Flissigkeit (CFU/mI) anhand der Verdlinnung berechnet. Die
Multiplikation der Anzahl der gezahlten Kolonien mit 4 000 000 ergibt die Keimzahl pro
Milliliter (Abbildung 5). Zur Berechnung der Keimzahlen pro Milliliter anhand des
Verdinnungsfaktors muss das Probenvolumen, welches aus den Wurzelkanalen
entnommen wird, bekannt sein. Daher ist das mittlere Fassungsvermogen der
Papierspitzen (Paperpoint I1SO 40; VWD) zuvor bestimmt worden. Vorpipettierte
Volumina von 5 ul, 10 pl und 100 ul wurden mit Papierspitzen bis zu einer einheitlichen
Markierung aufgesogen. Anhand der bendtigten Anzahl wurde errechnet, wie viel
Flissigkeit (ul) eine einzelne fasst. Eine bis zur 18 mm-Markierung vollgesogene
Papierspitze fasst 5 yl Flussigkeit.

Die Verdunnung wurde erreicht, indem die Papierspitzen mit aufgesogenem
Probenmaterial zunachst in verschlieBbare Tubes (Safeseal Microtube 2 ml PP;
Sarstedt) gegeben wurden, die 1,995 ml sterile Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %; Apotheke
der Charité) enthielten, und diese 30 s gevortext wurden (Heidolph REAX Vortex-Mixer;
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Heidolph Instruments, Hamburg, Deutschland). Dieser Lésung wurden 10 pl mit einer
Pipette entnommen (Eppendorf Reference; Eppendorf), in 0,99 ml sterile
Kochsalzlésung gegeben und ebenfalls 30 Sekunden lang gevortext. 10 yl daraus
wurden mit sterilen Glasspateln auf Selektiv-Nahrmedien (Sabouraud-Glukose-
Hefeextrakt-Selektiv-Nahrboden, Oxoid) ausplattiert. So wurde eine Verdiinnung von
1:4 000 000 erreicht (Abbildungen 5 und 6).
Verdiinnungs-
faktor
x 400

Pipettierte Volumina

5 ul (Papierspitze)
in 1995 ul NaCl

10 ul Lsg.

in 990 ul NaCl <R

10 ul Lsg.

ausplattiert (pro ml) < 0L

11 4.000.000
(4 x 10°

Abb. 5: Verdinnungsfaktor zur Bestimmung der Ausgangskeimzahl

Abb. 6: Selektivndhrboden mit 53 Candida-Kolonien nach 24 Stunden Inkubation: dies entspricht
einer Konzentration von 2,12 x 108 CFU/ml.

Die Keimzahlbestimmung erfolgte auf Selektivnahrbéden fur Pilze (Sabouraud-Glukose-

Hefeextrakt-Selektiv-Nahrboden; Oxoid). Um die Besiedelung der Proben mit
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Mikroorganismen, die auf diesen Medien keine Kolonien bilden kdnnen,
auszuschlief3en, wurden wahrend der Ausgangs- und Endkeimzahlbestimmung jeweils
bei drei Proben jeder Untergruppe zusatzlich Kontaminationskontrollen auf

Universalnahrbdden (Columbia agar with sheep blood; Oxoid) durchgefuhrt.

4.3 Versuchsdurchfiihrung

Unmittelbar nach der Probenentnahme zur Bestimmung der Ausgangskeimzahl erfolgte
die Durchfihrung der Hauptversuche: Die Proben der Gruppen 2 bis 4 wurden komplett
aufbereitet bis ISO-Groflke 60 mit je einer sterilen Flexmasterfeile (Flexmastersystem,
Flexmasterfeile 02/60; VDW) und koronal zusatzlich erweitert mit sterilen Gates-
Bohrern der ISO-GroRRe 150 und 130 (Gates Glidden Bohrer Grofze 6 und 5; VDW). Die
Spulung mit je 10 ml Losung wurde alternierend durchgefuhrt: 3 ml zu Beginn der
Aufbereitung, nach jeder Feile je 2 ml, bzw. nach der letzten Feile 3 ml. In Gruppe 2
wurde physiologische Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %, Apotheke der Charité) verwendet,
in Gruppe 3 Natriumhypochlorit (NaOCI 1 %; Apotheke der Charité) und in Gruppe 4
Chlorhexidindiglukonat (CHX 0,2 %; Apotheke der Charité).

In Gruppe 1 erfolgte keine weitere Aufbereitung. Die Candida-Suspension wurde mit
2 ml Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %, Apotheke der Charité) entfernt. Fur samtliche
Spulungen wurden fur jede Probe eine sterile Einmalspritze (Omnifix 5 ml; Braun) und
eine sterile Einmalkanile mit einem Durchmesser von 0,35 mm benutzt (VMK-
Endoneedle; Vedefar).

Nach der Aufbereitung wurden alle Wurzelkanale mit je drei Papierspitzen (Paperpoint
ISO 40; VDW) getrocknet. Entsprechend der Einteilung in die Untergruppen wurden die
Proben anschliellend wie folgt behandelt: In Untergruppe 1 erfolgte die Bestrahlung mit
einem Diodenlaser (GENTLEray 980, KaVo, Biberach, Deutschland), der Laserstrahlen
einer Wellenlange von 980 nm bei einer maximalen Leistung von 6 Watt cw erzeugt.
Die Einstellungen des Diodenlasers im Hauptmenu (,Endodontie adj.”) entsprachen
einer gepulsten Leistung von maximal 2,5 Watt und durchschnittlich 0,8 Watt mit 25 ms
Pulsdauer und jeweils 50 ms Pause. In die getrockneten Wurzelkanale wurde die Faser
(200 um Bare Fiber NIR Q 200K; Asclepion Laser Technologies, Jena, Deutschland)
des Diodenlasers mit dem zugehodrigen Handstick auf 17 mm Lange in die
Wurzelkanale eingebracht. Mit einer Geschwindigkeit von 3 mm/s wurde die Faser 10 s
lang spiralférmig entlang der Dentinoberflache von apikal nach koronal gefuhrt
(Abbildung 7).
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Dieser Vorgang wurde vier Mal wiederholt,
so dass die Applikationsdauer insgesamt
40 s betrug.
der die

Applikation von gasférmigem Ozon mit

In Untergruppe 2  erfolgte
einem Ozongenerator (HealOzone; KaVo).
Dieser Generator nutzt zur Herstellung des
gasformigen Ozons die Umgebungsluft. Die
angesaugte und getrocknete Luft wird mit
dem von einem Generator aus Sauerstoff
bis

Konzentration von 2100 ppm angereichert.

hergestellten  Ozon zu  einer

Die Ozonapplikation erfolgt mittels eines
Plus 2131C;
KaVo) mit aufsteckbaren Silikonkappen

Handstlicks (HealOzone

(HealOzone Delivery Cup; KaVo), die dicht am Applikationsort abschlielfen und die

Erzeugung eines Unterdrucks ermdglichen. Dieser Unterdruck ist Voraussetzung flr die

Ozonapplikation. So ist sichergestellt, dass kein Ozon in die Umgebung austritt. Eine

zweite Dise am Handstick saugt wahrend der Applikation das Gas ab. Anschlieflend

wird durch einen Ozonneutralisator O3 zu O, reduziert und an die Umgebungsluft

abgegeben.

Auf das Handstick (HealOzone Plus
2131C; KaVo) des Ozongenerators wurde
je eine sterile Applikationskantle von
25 mm Gesamtlange (HealOzone
Applikationskanule; KaVo) und ein steril
verpackter Einmalaufsatz zur Abdichtung
(HealOzone Delivery Cup, 6 mm; KaVo)
platziert (Abbildung 8).

Die Applikationskanule wurde in den

Abb. 8: Handstlick des Ozongenerators mit
Applikationskantle und -aufsatz.

Wourzelkanal eingebracht, bis die Aufsatze plan auf der Oberflache der Probe auflagen

und das Ende der Applikationskantle sich im apikalen Bereich des Wurzelkanals

befand (die Lange der Kanule aul3erhalb des Aufsatzes betragt 17 mm).
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Das gasformige Ozon wurde zwei Mal je
60 s lang appliziert (Abbildung 9). Die
Einstellung des Ozongerats entspricht
einer Ozonapplikation von 2100 ppm bei
einer Fliefsrate von 100 ml/min.

In der Untergruppe 3 wurde in die
Wurzelkanale  Chlorhexidindiglukonat-
Gel (Chlorhexamed 1% GEL;
GlaxoSmithKline) als  medizinische
Einlage appliziert und die Proben flr
7 Tage inkubiert (Brutschrank Heraeus
B 6770; W.C. Heraeus). In die
getrockneten Wurzelkanale wurde das
Gel mit Hilfe einer Spritze (Omnifix 5 ml;
Braun) und einer sterilen Einmalkanile
mit  Durchmesser 0,35 mm (VMK-

Endoneedle; Vedefar) eingebracht. Die

Abb. 9: Plan aufliegender Aufsatz wahrend der
Ozonbegasung eines Wurzelkanals.

Applikation erfolgte langsam von apikal
nach koronal, um eine Blasenbildung zu vermeiden und eine vollstandige Beflllung der
Probe zu gewabhrleisten. Anschliefiend wurden die Deckel auf den Proben locker
platziert und diese erneut bei 37 °C flr 7 Tage inkubiert (Brutschrank Heraeus B 6770;
W. C. Heraeus).

Analog hierzu erfolgte in den Proben der Untergruppe 4 die Applikation von wassriger
Kalziumhydroxidpaste mit einem pH-Wert von 12,5 (UltraCal XS; Ultradent). Die
Applikation der Kalziumhydroxidpaste erfolgte im apikalen Bereich ebenfalls mit
Kanulen der geringen Durchmesser von 0,35 mm (VMK-Endoneedle; Vedefar), im
koronalen Bereich erfolgte die Applikation mit Kandlen der Durchmesser 0,9 mm
(Einmal-Pastenkanulen; Transcoject, Neumunster, Deutschland), da die Kanllen mit
geringen Durchmessern kurz nach Applikationsbeginn verstopfen. Ebenfalls wurde eine
Blasenbildung vermieden und auf komplette Beflllung geachtet. Die Deckel wurden auf
den Proben platziert und diese ebenfalls erneut bei 37 °C 7 Tage lang inkubiert
(Brutschrank Heraeus Function Line; W. C. Heraeus).

Zur anschlieBenden Probenentnahme zur Bestimmung der Endkeimzahlen wurden alle

Wurzelkanale mit 2 ml steriler Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %; Apotheke der Charité)
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gespult (Omnifix 5 ml; Braun, VMK-Endoneedle; Vedefar). In den Untergruppen 1 und 2
erfolgte dies wenige Minuten nach Durchfuhrung der Behandlungen, in den
Untergruppen 3 und 4 nach der Inkubationszeit von 7 Tagen. Die Probenentnahme
erfolgte mit Papierspitzen (Paperpoint SO 40; VDW) zur Bestimmung der
Endkeimzahlen im Wurzelkanal (CFU/ml). Direkt im Anschluss wurde mit
Hedstromfeilen (Hedstrom ISO 40; VDW) Material von der Wurzelkanalwand zur
Bestimmung der Endkeimzahlen im Kanalwanddentin (CFU/mg) entnommen.

4.4 Untersuchungsmethoden
4.4.1 Quantitative Untersuchung

Zum Vergleich der einzelnen Behandlungen wurden in allen Proben drei Parameter
erfasst und statistisch ausgewertet: Die Ausgangs- und Endkeimzahl im Wurzelkanal
(CFU/ml) sowie die Endkeimzahl im Dentin (CFU/mg). Die Ausgangskeimzahl des

Kanalwanddentins wurde exemplarisch erhoben (Tabelle VII).

Tab. VII: Untersuchungsparameter

Methode der Anzahl der .
Untersuchungsparameter Probenentnahme  untersuchten Proben Untersuchungszeitpunkt
Ausgangskeimzahl per Paperpoint 240 unmittelbar vor
(CFU/mI) Versuchsdurchfiihrung
Endkeimzahl 1 (CFU/ml) per Paperpoint 240 unmittelbar nach

Versuchsdurchfiihrung

Endkeimzahl 2 (CFU/mg) per 240 unmittelbar nach

Hedstromfeile Versuchsdurchfiihrung
Ausgangskeimzahl des per 4 Proben vor Beginn der
Kanalwanddentins (CFU/mg) Hedstromfeile Versuche

4.4.1.1 Bestimmung der Endkeimzahl des Kanalinhaltes (Endkeimzahl 1)

Aufgrund der vorausgegangenen Wachstumsreihe konnte mit einer mittleren
Ausgangskeimzahl von 10® CFU/ml gerechnet werden. Auf diesen Wert konnte der
Verdunnungsfaktor abgestimmt werden, so dass die Zahl der gebildeten Kolonien auf
den Nahrmedien fur die quantitative Bestimmung optimal war. Diese Berechnung war
fur die Endkeimzahlbestimmung nicht mdglich, da kein zu erwartender Wert bekannt

war.
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Abb. 10: Die unterschiedlichen Verdliinnungsfaktoren und die resultierende Anzahl von Kolonien
auf Selektivnahrboden (Von 1 bis 4 absteigende Verdlinnungen bei gleicher
Konzentration).

Wahlt man eine geringe Verdunnung bei hoher Konzentration, so entstehen viele
Kolonien (>1000), die schlecht zahlbar sind und deren Wachstumsverhalten auf den
Nahrmedien eingeschrankt ist. Eine geringe Verdlnnung bietet allerdings die
Moglichkeit, die Nachweisgrenze auf 5 x 102 CFU/ml zu senken. Um eine niedrige
Nachweisgrenze von 5 x 102CFU/ml zu erhalten, und um Proben hdherer
Konzentrationen ebenso quantifizieren zu kdnnen, wurden jeweils zwei Verdinnungen
hergestellt und ausplattiert (Abbildungen 11 und 12). Somit konnte jede Konzentration

von 5 x 102 bis 10® CFU/mI quantitativ nachgewiesen werden.

Pipettierte Volumina Verdfl;l;:lc:-ngs-
5 ul (Papierspitze) x 10
in 45 yl NaCl
20 pl Lsg.
pro mi x50

71500 (5 x 10%)

Abb. 11: Verdinnungsfaktor 1
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Pipettierte Volumina Verdf::::l:rngs-
5 ul (Papierspitze) 10
in 45 yl NaCl
k{> 20 pl Lsg.
in 1980 ul NaCl x 100
k{> 10 pl Lsg. 100
pro mi

1100.000 (1 x 10°)

Abb. 12: Verdinnungsfaktor 2

4.4.1.2 Bestimmung der Endkeimzahl des Kanalwanddentins (Endkeimzahl 2)

Zur Bestimmung der Keimzahlen im Dentin der Wurzelkanalwand wurde mit jeweils
einer Hedstromfeile (Hedstrom ISO 40; VDW) durch dreimaliges Fuhren der Feile
entlang der Kanalwand Material entnommen (Endkeimzahl 2). Die Feile wurde in
verschlieBbare Tubes (Safeseal Microtube 2 ml; Sarstedt) mit 50 pl steriler
Kochsalzlésung gegeben und diese 30 s gevortext (Heidolph REAX Vortex-Mixer;
Heidolph Instruments). Aus den Tubes wurden 20 yl mit einer Pipette (Eppendorf
Reference, Eppendorf) entnommen und auf Selektiv-Nahrmedien (Sabouraud-Glukose-
Hefeextrakt-Selektiv-Nahrboden; Oxoid) gegeben und mit sterilen Glasspateln
ausgestrichen. Nach einer Inkubation von 24 Stunden bei 37 °C wurden die
entstandenen Kolonien gezahlt (CFU). Anhand des Verdinnungsfaktors wurde die
Anzahl der vorhandenen Mikroorganismen pro Milligramm Dentin berechnet. Zuvor
wurden zehn Feilen mit und ohne Dentinabtrag gewogen und das mittlere entnommene
Probengewicht von 0,0003 g errechnet. Die Multiplikation der Anzahl der gezahlten
Kolonien mit 2,5 ergibt die Keimzahl pro 50 pl, da 20 pl ausplattiert wurden. Dies
entspricht der Keimzahl im Probengewicht (0,0003 g) und die Division durch 0,3 ergibt
die Keimzahl pro Milligramm (CFU/mg).

4.4.2 Qualitative Untersuchung

Exemplarisch wurde die Ausgangssituation von C. albicans in den Wurzelkanalen
mikroskopisch untersucht. Die hierzu genutzten Probenzahne wurden zunachst beimpft
und inkubiert. Nach Fixation (Ethanol; Apotheke der Charité) erfolgte eine unspezifische
DNA-Anfarbung mit einem blau fluoreszierenden Farbstoff (Farbstoff DAPI:
4’ 6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid; Institut fir Mikrobiologie der Charité). Die
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Zahne wurden anschlielend in Kunststoff eingebettet (Technovit 4071; Heraeus
Kulzer), quer gesagt (Innenlochkreissage: Sagemikrotom Leitz 1600; Leica Micro
Microsystems, Wetzlar, Deutschland) und plan geschliffen (Mikroschleifsystem Exakt
400 CS, Schleifpapier P 1200; Exact Apparatebau). Die optische Analyse der Schliffe

erfolgte mit dem Lichtmikroskop (Axioplan 2; Zeiss, Jena, Deutschland).

4.5 Statistische Auswertung

Zur quantitativen Auswertung wurden drei Variablen herangezogen:

1. Endkeimzahl 1 (CFU/ml)

2. Endkeimzahl 2 (CFU/mg)

3. Keimzahlreduktion (Endkeimzahl 1/Ausgangskeimzahl in %)
Zunachst wurden die Werte der Ausgangskeimzahlen aller 240 Proben ermittelt
(Baseline) und mit dem Kruskal-Wallis-Test auf Unterschiede getestet (p <0,05).
Zusatzlich zu den Endkeimzahlen 1 und 2 wurde die relative Keimzahlreduktion
(prozentualer Anteil nachher zu vorher) im Wurzelkanal jeder einzelnen Probe ermittelt
(Variable 3). Da die Endkeimzahlen innerhalb der Untergruppen sich entweder unter
der Nachweisgrenze befanden oder hohe Werte annahmen, wurden sowohl fur die
Endkeimzahlen als auch fur die relative Keimzahlreduktion drei Klassen gebildet
(unterhalb der Nachweisgrenze, mittlere Werte, hohe Werte). Alle statistischen
Analysen erfolgten fur diese klassierten Variablen. Die Verteilung auf diese drei Klassen
in den 16 Studiengruppen wurde in Kreuztabellen erfasst und fir jede Hauptgruppe
grafisch dargestellt: Die Endkeimzahlen 1 sind anhand von Balkendiagrammen
(Abbildungen 16-19) dargestellt, die Endkeimzahlen 2 in Kreuztabellen (Tabellen
IX-XIl), die Keimzahlreduktionen ebenfalls in  Balkendiagrammen  pro
Behandlungsgruppe (Abbildungen 21-25).
Die Studiengruppen wurden bezlglich verbliebener Endkeimzahlen im Wurzelkanal
(Variable 1) und im Dentin (Variable 2) sowie der Keimzahlreduktion (Variable 3) in
jeder Probe miteinander verglichen. Die einzelnen Behandlungen, getrennt nach
Aufbereitungsgruppen, sowie die verschiedenen Aufbereitungen, getrennt nach
Behandlungsgruppen, wurden mit dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson gegeneinander
getestet. Das Signifikanzniveau wurde auf 5 % gesetzt.
Zusatzlich wurde die Auswertung der auf drei Stufen klassierten Endkeimzahl und der
relativen  Keimzahlreduktion  mit  zweifaktorieller ~ (Hauptbehandlungen  und

Begleittherapien), ordinaler, logistischer Regressionsanalyse durchgefuhrt. Da fir jede
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Variable zwolf Paarvergleiche (Kontraste) zwischen den einzelnen Gruppen
durchgefuhrt wurden, wurde das Signifikanzniveau fur diese Vergleiche nach Bonferroni
auf a=0,0042 abgesenkt. Die ordinale logistische Regressionsanalyse erfolgte mit
SAS Version 9.1 (SAS Version 9.1; SAS Institute; Cary, N. C., USA), alle anderen
statistischen Auswertungen mit SPSS Version 16.0 (SPSS 16.0 fur Windows; SPSS,
Munchen, Deutschland).

Die Ausgangskeimzahlen im Dentin wurden exemplarisch ermittelt. Die Endkeimzahlen
im Dentin (Variable 2) wurden in jeder Probe erhoben und die Ergebnisse der
Studiengruppen gegeneinander getestet (p < 0,05; Chi-Quadrat-Test). Zusatzlich wurde
gepruft, ob zwischen der Endkeimzahl im Wurzelkanal und der Endkeimzahl im Dentin

der Proben eine Korrelation besteht.
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5 Ergebnisse

5.1 Quantitative Auswertung

Vor Beginn der Versuche wurde wahrend einer Wachstumsreihe bei exemplarischen
Zahnproben, ausgehend von einer Startkonzentration von 10° CFU/ml, eine
Konzentration von 10 CFU/ml nach 14 Tagen erreicht. Im Bereich dieser Zehnerpotenz
wurde die Konzentration bis zum 21.Tag gehalten (Abbildung 13). Der
Inkubationszeitraum der Candida-Suspension in den Versuchsproben wurde auf

14 Tage festgelegt.

Wachstumsreihe C. afbicans
8 x 108

7 x 10°

6 x 108 L

5 x 10°

4% 10| Um

3 x 1098 m} O Probe 1

2 x 108 EI. O [ Probe 2

1x 108 EProbe 3

5x107]
o8 O 8
105 :
I I | I I | | | I

| |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 21 Tage

Keimzahl in CFU/mI

Abb. 13: Wachstumsreihe von C. albicans tber 21 Tage: Logarithmische Darstellung der
entstandenen Keimzahlen in den Versuchsproben, ausgehend von einer
Startkonzentration von 10° CFU/ml.

5.1.1 Ausgangskeimzahl

Zu Beginn der Versuche wurde die Ausgangskeimzahl im Wurzelkanal jeder der 240
Zahnproben ermittelt. Der Medianwert betrug 3,66 x 10® CFU/m; (Q1: 1,73 x 10%; Q3:
5,87 x 10®), wobei der geringste Einzelwert 8 x 10° CFU/ml und der héchste 1,28 x 10°
CFU/ml betrug (Abbildung 14).
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8 x 108

Ausgangskeimzahlen

7 x 10°

6 x 10°

5 x 107

4 x 107

3x10°

2x10°

1109

Konzentration in CFU/ml

Studiengruppen

Abb. 14: Ausgangskeimzahlen der Studiengruppen (Medianwerte).

Die Ausgangskeimzahlen im Dentin sind lediglich exemplarisch ermittelt worden: Dazu
wurden vier zusatzliche Proben analog mit C. albicans beimpft und 14 Tage inkubiert.

Die Keimzahlen sind im Wurzelkanal sowie in Dentinproben von der Wurzelkanalwand

ermittelt worden (Tabelle VIII).

Tab. VIII: Ausgangskeimzahlen im Wurzelkanal und im Dentin exemplarischer Proben

Probe Ausgangskeimzahl Ausgangskeimzahl
im Wurzelkanal im Dentin

1 3,84 x 10° CFU/ml 7,10 x 10° CFU/mg

2 2,04 x 108 CFU/ml 1,02 x 10° CFU/mg

3 9,60 x 10° CFU/m 9,83 x 10* CFU/mg

4 2,56 x 10® CFU/ml 6,80 x 10* CFU/mg

Mittelwert 4,51 x 10 CFU/ml 8,48 x 10* CFU/mg
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5.1.2 Endkeimzahl 1

Die Endkeimzahlen 1 im Wurzelkanal wurden in allen Proben ermittelt. Da diese sich
entweder unter der Nachweisgrenze befanden oder im obersten Bereich, wurden zur

statistischen Analyse drei Klassen gebildet:

Unterhalb der Nachweisgrenze: <5 x 10% CFU/ml
Mittlere Werte: 5x 10% - 4 x 10° CFU/ml
Hohe Werte: >4 x 10° CFU/mI

Abb. 15: Klassierte Wertebereiche der Endkeimzahlen 1.

Ausgehend vom geringsten Wert der Ausgangskeimzahlen der 240 Proben von
8 x 10° CFU/ml ist in den Proben, deren Endkeimzahlen unter der Nachweisgrenze von
5 x 102 CFU/ml lagen, eine Keimzahlreduktion um 7,99 x 10° erreicht worden. Die
Verteilung der Endkeimzahlen 1 auf die drei Wertebereiche in den einzelnen Gruppen
wurde erfasst und die Ergebnisse wurden gegeneinander getestet (a = 0,05; Chi-
Quadrat-Test nach Pearson). Zur Veranschaulichung der prozentualen Verteilung der
Ergebnisse auf die Wertebereiche wurde die Verteilung getrennt nach Hauptgruppen
anhand von Balkendiagrammen dargestellt (Abbildungen 16-19). Hierbei entspricht die

Angabe von 100 % der Gesamtanzahl der Proben jeder Untergruppe (n = 15).

Hauptgruppe 1
n.s

100 —
80
2
£ 60 =
=
E 40
S O < 5x 102 CFU/m
% A |_| B 5x102- 4 x 10° CFU/m
a | | | B < 4x10° CFU/MmI
& Q 2 NG
W N A
o3 e

Abb. 16: Endkeimzahl 1: Prozentuale Verteilung der Ergebnisse auf die klassierten Wertebereiche
innerhalb der vier Studiengruppen der Hauptgruppe 1.

Durch die alleinige Verwendung (Hauptgruppe 1) von CHX-Gel als medikamentose

Einlage konnten in 100 % der untersuchten Proben keine Zellen von C. albicans mehr
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nachgewiesen werden. Bei der Verwendung von Kalziumhydroxid war dies in 60 % der
Proben der Fall, 33,3 % lagen im mittleren Nachweisbereich. Bei der Behandlung mit
Ozon lagen 20 % der Proben unter der Nachweisgrenze, die restlichen 80 % lagen
oberhalb des Wertes von 4 x 10* CFU/ml. Durch die Bestrahlung mit dem Diodenlaser
konnte in keiner Probe die Nachweisgrenze unterschritten werden: In allen
untersuchten Proben waren noch Zellen nachzuweisen, in 86,7 % der Proben lag der
Wert oberhalb von 4 x 10* CFU/ml (Abbildung 16).

Nach Laserbestrahlung und Ozonbegasung verblieben durchschnittlich hohere
Keimzahlen im Wurzelkanal, hierin unterschieden sich diese beiden Behandlungen
jeweils signifikant von CHX-Gel und Kalziumhydroxid (p <0,001). Laser- und
Ozonbehandlung unterschieden sich nicht signifikant (p =0,109). Durch die
Verwendung von CHX-Gel wurde signifikant haufiger (p =0,017) eine niedrige
Endkeimzahl als durch Kalziumhydroxid erreicht.

Durch die zusatzliche Aufbereitung und Verwendung von physiologischer
Kochsalzlésung als Spullésung (Hauptgruppe 2) verschob sich die Verteilung bei
Kalziumhydroxideinlage, Ozon- und Laserbehandlung in Richtung niedriger

nachgewiesener Keimzahlen (Abbildung 17).

Hauptgruppe 2
n. s.
100
80 [ ] B
=
£ 60
=
E 40
8 O < 5x 102 CFU/mI
% a2 B 5x 107 - 4 x 10° CFU/mI
a g | . BN | B <4x10° CFU/ml
& Q 2 N
¥ o A
o i

Abb. 17: Endkeimzahl 1: Prozentuale Verteilung der Ergebnisse auf die klassierten Wertebereiche
innerhalb der vier Studiengruppen der Hauptgruppe 2.

Lediglich in der CHX-Gel-Gruppe ist eine gro3ere Anzahl von Proben positiv getestet
worden. Die Verwendung von CHX-Gel und Kalziumhydroxid unterschied sich nicht
signifikant voneinander; beide Behandlungen erreichten zu 86,7 % Keimzahlen

unterhalb der Nachweisgrenze. Die Behandlung mit Ozon erreichte mit 26,7 % diesen
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Wert signifikant weniger haufig (p <0,001). Durch die Laserbestrahlung wurden in
keiner Probe Keimzahlen unterhalb der Nachweisgrenze ermittelt, somit signifikant
weniger gegenuber Ozon (p =0,002), Kalziumhydroxid (p <0,001) und CHX-Gel
(p = 0,003).

Durch die Verwendung von Natriumhypochlorit als Spullésung (Hauptgruppe 3) wurde
die Anzahl der Zahne ohne nachweisbare Zellen von C. albicans bei Laser- und
Ozonbehandlung sowie Kalziumhydroxid nochmals erhoht. Lediglich in der Laser-
Gruppe wurden noch Werte oberhalb von 4 x 10* CFU/ml festgestellt (Abbildung 18).
Zwischen Laser- und Ozonbehandlung liegt allerdings kein signifikanter Unterschied vor
(p =1,000). Durch die Kombination von CHX-Gel oder Kalziumhydroxid mit
chemomechanischer Aufbereitung und Spilung mit Natriumhypochlorit wurden in allen
behandelten Proben die Keimzahlen bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Bei dieser
Aufbereitung unterschieden sich CHX-Gel und Kalziumhydroxid jeweils signifikant von

der Laserbestrahlung (p = 0,042) und der Begasung mit Ozon (p = 0,042).

Hauptgruppe 3
n.s. n. s.
100
80
= —
£ 60
=
E 40
5 O < 5x 102 CFU/mI
% 42 B 5x 102 - 4 x 10° CFU/m!
a g | | B < 4x10° CFU/MmI
& Q 2 N
) 0\2:\_ OQ,&

Abb. 18: Endkeimzahl 1: Prozentuale Verteilung der Ergebnisse auf die klassierten Wertebereiche
innerhalb der vier Studiengruppen der Hauptgruppe 3.

Durch die zusatzliche chemomechanische Aufbereitung mit Chlorhexidindiglukonat
(Hauptgruppe 4) wurden in den Untergruppen Kalziumhydroxid, Laser und Ozon
signifikant (p < 0,001) mehr Zahnproben mit Keimzahlen unterhalb der Nachweisgrenze
ermittelt als durch alleinige Behandlung ohne zusatzliche Aufbereitung und Spulung.
Dieser Effekt wurde bei Kalziumhydroxid und Laser in 40 % der Proben nachgewiesen,
bei Ozon in 26,7 %. In den Gruppen der medikamentdsen Einlagen lagen alle Proben

mit zusatzlicher CHX-Spulung unterhalb der Nachweisgrenze, fur CHX-Gel war dies




ERGEBNISSE 39

schon ohne Aufbereitung der Fall. Laser- und Ozonbehandlung unterschieden sich
auch in dieser Hauptgruppe nicht signifikant voneinander. Es lagen bei Laser
(p=0,001) und bei Ozon (p=0,002) signifikant weniger Proben unterhalb der
Nachweisgrenze als bei Kalziumhydroxid und CHX-Gel. Fir diese beiden
Behandlungen wurden zu 100 % Werte unter der Nachweisgrenze ermittelt
(Abbildung 19).

Insgesamt wurde durch die zusatzliche chemomechanische Aufbereitung mit CHX oder
NaOCI die Anzahl negativer Nachweise signifikant erhoht (a = 0,0042; Chi-Quadrat-
Test und Korrektur nach Bonferroni, ordinale logistische Regressionsanalyse)

gegenuber keiner Aufbereitung und der Aufbereitung mit Kochsalzlésung (p < 0,001).

Hauptgruppe 4
n.s. n. s.
100
80
==
£ 60
=
E 40
8 O < 5x 102 CFU/mI
% &0 I]I O 5x 102 - 4 x 10° CFU/m!
a g | | | B < 4x10° CFU/MmI
& Q 2 N
) 0\2:\_ OQ,&

Abb. 19: Endkeimzahl 1: Prozentuale Verteilung der Ergebnisse auf die klassierten Wertebereiche
innerhalb der vier Studiengruppen der Hauptgruppe 4.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Nachweisgrenze von 5 x 10> CFU/ml zu
100 % unterschritten wurde durch die Applikation von CHX-Gel ohne weitere
Aufbereitung sowie in Kombination mit Aufbereitung und CHX- oder NaOCI-Spulung. In
Kombination mit NaCl-Spllung war dies in 86,7 % der untersuchten Proben der Fall.
Die unterschiedlichen Aufbereitungsmethoden (Hauptgruppen 1-4) unterschieden sich
bei CHX-Gel-Applikation nicht signifikant voneinander (a < 0,05; Chi-Quadrat-Test). Bei
Kalziumhydroxid (p =0,019), Laser- und Ozonbehandlung (p <0,001) wurden
signifikant unterschiedliche Ergebnisse in den einzelnen Aufbereitungskombinationen
nachgewiesen. Durch die Anwendung von Kalziumhydroxid wurde die Nachweisgrenze
zu 100 % in Kombination mit NaOCI- oder CHX-Spulung unterschritten, bei alleiniger

Anwendung zu 60 %. Somit unterschieden sich Kalziumhydroxid- und CHX-Gel-
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Applikation lediglich in Hauptgruppe 1 signifikant voneinander (p =0,017), in den
Hauptgruppen 3 und 4 waren die Ergebnisse beider Wirkstoffe identisch. In den
Gruppen, in denen Laserbestrahlung und Ozonbegasung untersucht wurden, lag die
Anzahl der Proben in keiner Hauptgruppe zu 100 % unterhalb der Nachweisgrenze. In
Kombination mit NaOCI und CHX wurde die Nachweisgrenze jeweils zu 66,7 %, bei
alleiniger Anwendung von Ozonbegasung in 20 % der Proben, bei Laserbestrahlung in
keiner der Proben unterschritten. Die Verwendung von Laser oder Ozon unterschied
sich hinsichtlich der erreichten Endkeimzahlen im Wurzelkanal lediglich in der
Hauptgruppe 2 signifikant voneinander. Hier lagen signifikant weniger Proben unterhalb
der Nachweisgrenze durch Laserbestrahlung (p = 0,002).

Alle Aufbereitungskombinationen zusammenfassend war der Anteil der Zahne ohne
nachweisbare Mikroorganismen in der Gruppe CHX-Gel am héchsten mit 96,7 %; in der
Gruppe Kalziumhydroxid lag der Vergleichswert bei 86,7 %. Nach der Anwendung von
gasformigem Ozon lag der Anteil der negativen Nachweise bei 40,0 %, nach
Bestrahlung mit dem Diodenlaser bei 26,7 %. Dieser Vergleich der Behandlungen zeigt
signifikante Unterschiede (a = 0,0042; Chi-Quadrat-Test und Korrektur nach Bonferroni)
von Laser- oder Ozonbehandlung gegenlber Kalziumhydroxid- oder CHX-Gel-
Applikation (p < 0,001).

5.1.3 Endkeimzahl 2

Da die Ergebnisse der Endkeimzahl 2 gleichfalls variierten, wurden sie in drei
Wertebereiche geteilt, deren Verteilung in Kreuztabellen dargestellt ist (Tabellen
IX - XII).

Tab. IX: Verteilung der Endkeimzahlen 2 in Hauptgruppe 1

Keine Aufbereitung Laser Ozon  CHX-Gel Ca(OH), Gesamt
“Nachwe Anzahl 0 2 15 11 28
achweisgrenze
% von Behandlung 00% 133% 1000% 733% 46,7 %
55 e S Anzahl 0 2 0 4 6
, IS
% von Behandlung 00% 133% 00% 267% 10,0%
5000 Anzahl 15 11 0 0 26
>
% von Behandlung 1000% 73,3 % 0,0 % 00% 433%
Anzahl 15 15 15 15 60
Gesamt

% von Behandlung 100,0 % 100,0% 100,0% 100,0% 100,0 %
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Tab. X: Verteilung der Endkeimzahlen 2 in Hauptgruppe 2

Hauptgruppe 2 Behandlung
NaCl Laser Ozon CHX-Gel Ca(OH), Gesamt
_ Anzahl 0 3 15 13 31

<Nachweisgrenze
% von Behandlung 0,0 % 20,0% 100,0 % 86,7 % 51,7 %
Anzahl

8,33 bis 4999 1 12 0 - 15
% von Behandlung 6,7 % 80,0 % 0 % 13,3 % 25,0 %
Anzahl

5000 14 0 0 0 14
% von Behandlung 93,3 % 0 % 0 % 0% 23,3 %
Anzahl 15 15 15 15 60

Gesamt

% von Behandlung 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0 %

Tab. XlI: Verteilung der Endkeimzahlen 2 in Hauptgruppe 3

Behandlung
Hauptgruppe 3
N ao%lg PP Laser Ozon CHX-Gel Ca(OH), Gesamt
. Anzahl 11 12 15 15 33
<Nachweisgrenze
% von Behandlung 73,3 % 80,0% 100,0% 100,0 % 88,3 %
Anzahl
8,33 bis 4999 4 3 0 . !
% von Behandlung 26,7 % 20,0 % 0,0 % 0,0 % 11,7 %
Anzahl 15 15 15 15 60
Gesamt

% von Behandlung 100,0 % 100,0% 100,0 % 100,0% 100,0 %

Tab. XII: Verteilung der Endkeimzahlen 2 in Hauptgruppe 4

Hauptgruppe 4 Behandlung
CHX Laser Ozon  CHX-Gel Ca(OH), Gesamt
_ Anzahl 11 5 15 15 46

<Nachweisgrenze
% von Behandlung 733% 333% 100,0% 1000% 76,7 %
Anzahl

8.33 bis 4999 8 10 0 0 13
% von Behandlung 20,0% 66,7 % 0,0 % 00% 21,7%
Anzahl

~5000 1 0 0 0 1
% von Behandlung 6,7 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 1,7 %
Anzahl 15 15 15 15 60

Gesamt

% von Behandlung 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0 %

Durch die Bestrahlung mit dem Diodenlaser wurden in den Hauptgruppen 1 und 2 keine
Ergebnisse unter der Nachweisgrenze ermittelt, in den Hauptgruppen 3 und 4 jeweils zu
73,3 %. Durch die Applikation von gasformigem Ozon wurden in den Hauptgruppen 1

und 2 in 13,3 % bzw. 20 % der Falle Werte unter der Nachweisgrenze festgestellt, in
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Hauptgruppe 3 in 80 % und in Hauptgruppe 4 in 33,3 %. Nach der medikamentdsen
Einlage mit CHX-Gel wurden in den Dentinproben aller Hauptgruppen keine Zellen
mehr nachgewiesen. Nach Kalziumhydroxideinlage war dies in den Hauptgruppen 3
und 4 der Fall. In der Hauptgruppe 1 fand man in 73,3 %, in Hauptgruppe 2 in 86,7 %
der Proben keine Zellen mehr in den Dentinproben nach Kalziumhydroxideinlage
(Abbildung 20).

Wertebereich 1 der Endkeimzahl 2
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Abb. 20: ,ﬁnzahl der Proben, deren Endkeimzahlen im Dentin unterhalb der Nachweisgrenze
iegen.

Die Aufbereitungen wurden innerhalb der Hauptgruppen mit dem Chi-Quadrat Test
nach Pearson gegeneinander getestet (a = 0,05). In der Hauptgruppe 1 unterschieden
sich CHX-Gel und Kalziumhydroxid im Vergleich zu Laser- und Ozonapplikation jeweils
signifikant voneinander (p <0,001). Laser- und Ozonapplikation unterschieden sich
nicht signifikant voneinander, ebenso Kalziumhydroxid und CHX-Gel. In Hauptgruppe 2
unterschieden sich die Behandlungen jeweils signifikant voneinander (p < 0,001),
lediglich fur Kalziumhydroxid und CHX-Gel konnte kein signifikanter Unterschied
ermittelt werden. In den Hauptgruppen3 und 4 waren die Ergebnisse von
Kalziumhydroxid und CHX-Gel identisch, es wurden jeweils keine Zellen mehr
nachgewiesen. In diesen beiden Hauptgruppen unterschieden sich die Behandlungen
nicht signifikant voneinander, lediglich die Behandlungen mit Ozon unterschied sich
signifikant von den medikamentésen Einlagen (p < 0,001) und Laser (p < 0,025) in der
Hauptgruppe 4. In der Hauptgruppe 3 wurden insgesamt keine Keimzahlen oberhalb
von 5000 CFU/mg Dentin ermittelt.
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Zwischen der Endkeimzahl 1 der planktonischen Zellen im Wurzelkanal und der
Endkeimzahl 2 der adharenten Zellen der Dentinproben besteht eine hohe Korrelation
(R =0,855) fur jede einzelne Probe. Von 147 Proben ohne Nachweis von Candida-
Zellen im Wurzelkanal konnten lediglich in zehn Fallen in Dentinproben Zellen
nachgewiesen werden (6,8 %). Sechs dieser Falle traten nach Bestrahlung mit dem

Diodenlaser auf, vier nach Ozonapplikation.

5.1.4 Keimzahlreduktion

Fur jede Versuchsprobe wurde die Keimzahlreduktion durch den Vergleich
Endkeimzahl 1 zu Ausgangskeimzahl in Prozent ermittelt. Die Ergebnisse der 16
Studiengruppen wurden gegeneinander getestet (a < 0,05; Chi-Quadrat-Test nach

Pearson). Die Einteilung der Einzelwerte in drei Klassen wurde auch hier durchgefuhrt:

Unterhalb der Nachweisgrenze: < 0,00625 %
Mittlere Werte: 0,00625 - 0,024 %
Hohe Werte: > 0,024 %

Abb. 21: Klassierte Wertebereiche der Keimzahlreduktion.

Die Werte entsprechen dem prozentualen Anteil der Endkeimzahl1 von der
Ausgangskeimzahl: Lagen die Werte der Endkeimzahl unterhalb der Nachweisgrenze,
so sind minimal 0,00625 % des Ausgangswertes verblieben. Gemessen am kleinsten
Wert der Ausgangskeimzahlen von 8 x 10° CFU/ml und der Nachweisgrenze von
5x 102 CFU/ml  entspricht dies einer Keimzahlreduktion von mehr als
7,99 x 10° CFU/ml. Im Bereich3 sind mehr als 0,024 % des Ausgangswertes
verblieben, die Reduktion betragt weniger als 2,08 x 10°.

Die Reduktion um mehr als 7,99 x 10° CFU/ml lag in der Gruppe mit alleiniger CHX-
Gel-Applikation zu 100 %, in der Kalziumhydroxidgruppe zu 60 % und in der
Ozongruppe zu 20 % vor, lediglich in der Lasergruppe wurden diese Werte in keiner
Probe ermittelt.

Die relative Keimzahlreduktion ist im Folgenden getrennt nach Behandlungsgruppen
dargestellt (Abbildungen 22-25). Fir jede Aufbereitungskombination sind die

prozentualen Anteile der Wertebereiche 1-3 angegeben.
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Abb. 22: Keimzahlreduktionen nach Bestrahlung mit dem Diodenlaser.

Durch die Bestrahlung mit dem Diodenlaser wurden lediglich in Kombination mit NaOCI-
Spulung (66,7 %) oder CHX-Spulung (40 %) Keimzahlreduktionen im Bereich 1
erreicht. Bei alleiniger Anwendung des Diodenlasers lag die Keimzahlreduktion zu
86,7 % im Wertebereich 3, die Reduktion war geringer als 2,08 x 10° CFU/m.
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Abb. 23: Keimzahlreduktionen nach Begasung mit Ozon.

Durch die Begasung mit Ozon wurden in allen Hauptgruppen haufiger hoéhere
Keimzahlreduktionen erreicht als durch die Laserbestrahlung. Durch die 7-tagige

Einlage von CHX-Gel wurden in den Hauptgruppen 1, 3 und 4 zu 100 % hohere
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Keimzahlreduktionen als 7,99 x 10° erreicht. In Kombination mit Aufbereitung und NaCl-
Spulung war dies zu 86,7 % der Fall (Abbildung 24).
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Abb. 24: Keimzahlreduktionen nach Applikation von CHX-Gel.
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Abb. 25: Keimzahlreduktionen nach Applikation von Kalziumhydroxid.

Im Bezug auf die Keimzahlreduktion lassen sich folgende Unterschiede der
Behandlungsgruppen beschreiben (a < 0,05; Chi-Quadrat-Test nach Pearson): Durch
Laserbestrahlung wurden haufiger geringe Reduktionen als durch Ozonbehandlung
erreicht, in Hauptgruppe 2 war dieser Unterschied signifikant (p =0,002). Nach

Ozonbehandlung  wurden in allen  Hauptgruppen signifikant  geringere
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Keimzahlreduktionen ermittelt als nach Kalziumhydroxideinlage: Hauptgruppe 1
(p <0,001), Hauptgruppe 2 (p =0,003), Hauptgruppe 3 (p = 0,042), Hauptgruppe 4
(p =0,002). Durch die Verwendung von Kalziumhydroxid wurden geringere
Reduktionen erreicht als durch CHX-Gel (Abbildungen 24 - 25), allerdings war der
Unterschied nur in Hauptgruppe 1 signifikant (p = 0,017).

Die Auswertung der relativen Keimzahlreduktion wurde zusatzlich mit zweifaktorieller
(Hauptbehandlungen und Aufbereitungen) ordinaler logistischer Regressionsanalyse
durchgefuhrt. Somit sind Paarvergleiche angestellt worden, um sowohl die
Hauptbehandlungen, unabhangig von den jeweiligen Aufbereitungen, als auch die
Aufbereitungsmethoden, unabhangig von den Hauptbehandlungen, vergleichen zu
konnen. Testet man die ermittelten Werte der Keimzahlreduktion gegeneinander
(Variable 3: Endkeimzahl 1 zu Ausgangskeimzahl in Prozent), so ist ein direkter
Vergleich moglich (a = 0,0042; Chi-Quadrat-Test und Korrektur nach Bonferroni). Nicht
signifikant unterschieden sich die Behandlungen mit CHX-Gel und Kalziumhydroxid
voneinander (p = 0,051), ebenso waren die Behandlungen mit Ozon und Laser nicht
signifikant unterschiedlich (p = 0,043). Eine signifikant hdhere Keimzahlreduktion zeigte
sich bei der Behandlung mit CHX-Gel gegenuber der Laserbestrahlung (p < 0,001) und
der Applikation von Ozon (p <0,001). Fir Kalziumhydroxid wurde ebenfalls eine
signifikant hohere Keimzahlreduktion als fur Laser- und Ozonbehandlung (p < 0,001)
festgestellt.

Der Vergleich der Aufbereitungsmethoden, unabhangig von der durchgefuhrten
Hauptbehandlung, zeigt, dass sich die Keimzahlreduktion der Gruppen mit Aufbereitung
und Verwendung von physiologischer Kochsalzlosung (Hauptgruppe 2) nicht signifikant
von den Gruppen ohne Aufbereitung (Hauptgruppe 1) unterschied (a = 0,0042; Chi-
Quadrat-Test und Korrektur nach Bonferroni). In Hauptgruppe 1 konnte in 45 % der
Zahnproben (n=60) die Keimzahlreduktion fir Bereich 1 erreicht werden, in
Hauptgruppe 2 war dies der Fall bei 50 % der Proben. In Hauptgruppe 3 erreichten
83,3 % aller Proben diesen Wert, bei Hauptgruppe 4 71,7 %. Ebenfalls kein
signifikanter Unterschied bestand zwischen CHX (Hauptgruppe 4) und NaOCI
(Hauptgruppe 3) als Spullésung. Beide Wirkstoffe jedoch erhohten die
Keimzahlreduktion jeweils gegenuber keiner Aufbereitung und Aufbereitung mit NaCl
signifikant (p = 0,001).
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5.2 Qualitative Auswertung

Der optische Nachweis der Zellen von C. albicans wurde durch eine
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung bei exemplarischen Proben erbracht. Hierzu
wurden die Zellkerne durch einen unspezifischen DNA-Farbstoff angefarbt
(Abbildungen 26 und 27).

Abb. 26: Darstellung des blau fluoreszierenden Biofilms von C. albicans in den Versuchszahnen:
Die Anfarbung erfolgte mit Hilfe des DNA-Farbstoffs DAPI. Dieser Querschnitt eines
Zahnes auf Hohe des mittleren Wurzeldrittels zeigt das Wurzelkanallumen und die
besiedelte Wurzelkanaloberflache. Die Spaltbildung zwischen dieser Zellschicht und der
Dentinoberflache ist als Artefakt durch die Fixation anzusehen. In tieferen
Dentinschichten wurden keine Zellen nachgewiesen.

Eine unspezifische  Anfarbung konnte  durchgefuhrt ~werden, da bei
Kontaminationskontrollen zu keinem Zeitpunkt Fremderreger nachgewiesen wurden.
Entlang der Wurzelkanalwand stellte sich eine mehrlagige Zellschicht dar. Die
Besiedelung der Dentinoberflache wird als Biofilm bezeichnet, da eine derart dichte und
stabile Formation der Zellen lediglich durch die Produktion von extrazellularer Matrix

zustande kommen kann.
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Abb. 27: Dieser vergrolierte Ausschnitt aus Abbildung 23 zeigt den Biofilm von C. albicans.

Die Blastosporen stellen sich hellorange dar, die Zellkerne hellblau.
Bei Sterilitatskontrollen vor Beginn der Einsaat wurden keine Mikroorganismen in den
Zahnproben nachgewiesen. Auf Universalnahrmedien wurde wahrend der Versuche nur
Wachstum von C. albicans beobachtet, das heil3t, es hat weder vor Beginn noch

wahrend der Versuche eine Kontamination mit Mikroorganismen vorgelegen.
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6 Diskussion

6.1 Diskussion von Material und Methoden

Fir diese Untersuchung wurde ein Biofilm von C. albicans in Wurzelkanalen humaner
Zahnwurzeln gezlchtet. Von verschiedenen Pilzspezies wurde C. albicans am
haufigsten aus Wurzelkanalen revisionsbedurftiger, wurzelkanalgefullter Zahne isoliert
und gilt als resistent gegenuber vielen Wirkstoffen [Siqueira et al. 2004].

Um unterschiedliche Therapien gegenuber Mikroorganismen reproduzierbar
untersuchen zu kdnnen, wurden In-vitro-Biofilmmodelle auf verschiedenen Oberflachen
(Glas, Titan, Kunststoff) etabliert [Chandra et al. 2001, Nikawa et al. 2003, Suci et al.
2003]. In der vorliegenden Untersuchung wurde humanes Dentin in Form kompletter
Zahnwurzeln als Versuchsmaterial genutzt. Durch Lagerung ausschliel3lich in
Kochsalzlésung wurde die Dentinmorphologie erhalten. Ahnliche Modelle wurden
bereits in anderen Studien benutzt [Mehl et al. 1999, Noetzel et al. 2009] und bieten
Vorteile gegenuber Untersuchungen von Mikroorganismen in Flussigkeiten, in bovinen
Dentinproben oder von Biofilmen auf kinstlichen Materialien. Anhand dieses Modells
konnten verschiedene Behandlungen parallel verglichen werden und die Pilzzellen in
reproduzierbaren Versuchsbedingungen sowie in Bedingungen ahnlich der klinischen
Situation bei einer Infektion des Wurzelkanals untersucht werden. Diese geht mit der
Adhasion auf der Dentinoberflache und der Besiedlung anatomischer Nischen des
Wurzelkanalsystems und daraus resultierenden héheren Resistenzen gegen fungizide
Wirkstoffe einher [Siqueira et al. 2002, Waltimo et al. 2003, Siqueira et al. 2004].

Es gibt Hinweise, dass in Gegenwart von Dentin die antibakterielle Wirksamkeit von
Kalziumhydroxid sowie von Spullésungen im Vergleich zu Testbedingungen auf
kinstlichen Oberflachen eingeschrankt ist [Haapasalo et al. 2000, Portenier et al. 2001].
Somit ist es bei Studien zu bakteriziden und fungiziden Wirkstoffen zusatzlich von
Bedeutung, die Mikroorganismen in Dentinpoben zu untersuchen.

C. albicans kann einen Biofilm auf der Wurzelkanaloberflache bilden [Sen et al. 1997]
und die Dentinkanalchen besiedeln [Waltimo et al. 2003]. Die Voraussetzung fur das
Eindringen der Zellen und die Kolonisation des Dentins bilden offene, nicht durch eine
Schmierschicht verlegte, durchgangige Dentinkanalchen. Eine Studie zeigte, dass die
Bildung eines Biofilms auf der Dentinoberflache beglnstigt war durch das Vorliegen
einer Schmierschicht [Sen et al. 1997]. Freiliegende Zellbestandteile und freie

Kalziumionen der Schmierschicht kénnen die Adhasion fordern [Vitkov et. al. 2002].
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Bei den Versuchszahnen wurde wahrend der initialen Aufbereitung der Wurzelkanale
EDTA zur Entfernung der Schmierschicht benutzt. Dies erfolgte, um, analog zur
klinischen Situation nekrotischer und infizierter Wurzelkanale, die Dentinkanalchen zu
offnen und die Schmierschicht zu entfernen. Da eine Studie Hinweise auf eine fungizide
Wirkung von EDTA zeigte [Sen et al. 2000], wurden Rickstande dieses Wirkstoffs
entfernt. Dazu wurden die Zahnproben unmittelbar nach der Aufbereitung mit jeweils
10 ml steriler Kochsalzlosung gespult. Anschlielend sind sie 14 Tage mit taglich
wechselnder Losung in steriler Kochsalzlésung gelagert worden.

Die Einbettung der Zahne in Kunststoff war aus mehreren Grinden erforderlich. Zum
einen, damit die flissige Nahrlésung nicht aus dem Wurzelkanal austreten konnte, und
zum anderen, damit die mikrobielle Besiedelung sich nicht auf die &aulere
Dentinoberflache erstreckte. Letztlich war nur so die Hygiene zu gewahrleisten und die
Kontamination von Labormaterialien und der Umgebung zu vermeiden. Um eine
suffiziente Abdichtung zu erreichen und um eine Spaltbildung zwischen
Zahnwurzeloberflache und Kunststoff durch dessen Polymerisationsschrumpfung zu
verhindern, wurde die aulere Oberflache der Zahnwurzeln vor der Einbettung
versiegelt.

Im Rahmen der Vorversuche wurde anhand einer Wachstumskurve und
fluoreszenzmikroskopischer Nachweise gezeigt, dass die Wachstumsbedingungen fur
C. albicans ausreichend waren, um nach 14 Tagen Inkubation in den hergestellten
Proben einen Biofilm sowie planktonische Keimzahlen von 10® CFU/ml zu bilden.
Wahrend der Hauptversuche stieg die Konzentration von 10° CFU/ml zum Zeitpunkt der
Beimpfung auf einen Medianwert von 3,66 x 108 CFU/m. Lediglich in neun der 240
Zahnproben kam es erst nach einer erneuten Beimpfung zu Wachstum. Die
Verwendung von kompletten Zahnwurzeln zur Untersuchung eignete sich nicht nur aus
dieser Sicht, sondern die untersuchten Behandlungen konnten auch analog zum
klinischen Vorgehen im Wurzelkanal durchgefuhrt werden (z. B. Anstellwinkel der
Laserfaser auf der Dentinoberflache, von Ozon begastes Volumen des Kanals,
Applikation der medikamentdsen Einlagen).

Biofiime von Mikroorganismen sind organisierte Zellpopulationen, die in eine
selbstproduzierte extrazellulare Polysaccharidmatrix eingebettet sind [Donlan et al.
2002]. Variierende Literaturangaben zur Biofilmformation von C. albicans auf Dentin
sowie zu dessen Nachweis lielen keine eindeutige Folgerung zu, die auf diese

Untersuchung Ubertragen werden konnte. Die Bildung von Biofilmen bei C. albicans
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wird beeinflusst von Faktoren wie Temperatur, Nahrmedium, FlUssigkeitsbewegung,
Sauerstoffzufuhr [Ramage et al. 2001, Blankenship et al. 2006] und
Oberflachenbeschaffenheit der Probe [Lamfon et al. 2003]. Zu Biofilmen auf Dentin
wurde gezeigt, dass das Vorliegen der Schmierschicht die Biofilmbildung positiv
beeinflussen kann, das Eindringen von Hyphen in Dentinkanalchen jedoch erschweren
kann [Sen et al. 1997].

Der eindeutige mikrobiologische Nachweis eines Biofilms von C. albicans kann durch
den Nachweis von extrazellularer Matrix und Hyphenbildung erbracht werden [Ramage
et al. 2001]. Untersuchungen zur Biofilmbildung von C. albicans auf PMMA-Scheiben
zeigten das Vermdgen, nach 48 Stunden Biofilme zu bilden [Chandra et al. 2001]. Dies
zugrunde legend, bezeichnen andere Autoren ihre Untersuchung als Biofilm-Modell
[Sennhenn-Kirchner et al. 2009] und gehen ohne dessen Nachweis, lediglich aufgrund
des Anzuchtzeitraumes, vom Vorliegen eines Biofilms aus. Zu Beginn der vorliegenden
Studie wurde mittels mikroskopischer Untersuchung exemplarischer Zahnproben der
optische Nachweis von adharenten, mehrlagigen Zellschichten auf der
Dentinoberflache des Wurzelkanals erbracht. Nicht allein aufgrund der 14-tagigen
Anzucht, sondern insbesondere aufgrund der dichten Formation ist davon auszugehen,
dass trotz des fehlenden direkten Nachweises von extrazellularer Matrix und
Hyphenbildung ein Biofilm von C. albicans vorgelegen hat. Die vitalen Hefezellen
wurden in den Versuchsreihen mittels CFU auf Selektivhahrbéden und in Vorversuchen
mittels DNA-Anfarbung nachgewiesen.

Studien, die bakterizide und fungizide Effekte in Wurzelkanalen untersuchten,
unterscheiden sich in den Nachweismethoden der Mikroorganismen (Kultur, PCR,
Mikroskopie, optische Dichtemessung, Fluoreszenzmarkierung). Selbst die
kulturmikrobiologischen Verfahren unterscheiden sich hinsichtlich der Probenentnahme:
Teilweise wurden Flussigkeiten entnommen (mit planktonischen Zellen), teilweise
Dentinspane, oder die gesamte Probe wurde untersucht. Die Probenentnahme durch
Bearbeitung der Dentinwande mit Instrumenten oder durch Papierspitzen zur Entnahme
des Kanalinhalts lasst Interpretationsspielraum bei quantitativen Bestimmungen, denn
mit Instrumenten kann das Kanalwanddentin nicht vollstandig zirkumferent entnommen
werden, so wenig wie der komplette Kanalinhalt mit Papierspitzen. Pipettenspitzen zur
Flussigkeitsentnahme konnten in dieser Untersuchung aufgrund der engen Kanallumina
der Zahnproben nicht zum Einsatz kommen. Die angewendete Methode zur

Probenentnahme aus dem Wurzelkanal wurde daher in Vorversuchen auf
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Reproduzierbarkeit geprift. Anhand von Candida-Suspensionen mit bekannter
Konzentration (anhand der Mc Farland-Skala) wurde gezeigt, dass durch das
Aufsaugen dieser Suspension mit Papierspitzen Werte ermittelt werden, die sowohl der
bekannten Konzentration als auch der mit Pipettenspitzen entnommenen und
ermittelten Konzentration entsprechen.

Ein klassisches mikrobiologisches Nachweisverfahren ist die Anzucht von
Mikroorganismen auf Nahrmedien und die Auszahlung der entstandenen
koloniebildenden Einheiten (CFU); es ist in der Mikrobiologie etabliert und liefert
zuverlassige Ergebnisse. Als Nachteil dieses Verfahrens muss jedoch angesehen
werden, dass es zu falsch negativen Ergebnissen kommen kann, wenn die Keimzahlen
unter der Nachweisgrenze liegen [Wu et al. 2006]. Zudem konnen vitale aber nicht
kultivierbare Zellen nicht nachgewiesen werden. Eine Untersuchung zeigte, dass sich
nach vierwochiger Kalziumhydroxideinlage koloniebildende Einheiten in primar
infiziertem  Wurzeldentin  nicht mehr nachweisen lieRen. Nach selektiver
Fluoreszenzmarkierung mit Vitalfarbstoffen fand man jedoch neben toten auch vitale
Mikroorganismen [Weiger et al. 2002]. Welche klinische Bedeutung solche vitalen, aber
nicht kultivierbaren, nicht teilungsaktiven Bakterien haben ist nicht geklart, zumal diese
eventuell vorhandenen Zellen in vivo keinesfalls idealen Wachstumsbedingungen
ausgesetzt werden sondern der sich anschlieBenden Wurzelkanalfullung.

In der vorliegenden Untersuchung wurde eine mdglichst niedrige Nachweisgrenze zur
Minimierung von falsch negativen Nachweisen gewahlt. Es wurde jedoch keine weitere
Untersuchung durchgefuhrt, die belegen konnte, dass keine vitalen Zellen mehr
vorhanden waren. Der Verzicht darauf entspricht einerseits der Fragestellung zur
Keimzahlreduktion und andererseits zeigten bereits klinische Studien, dass verbliebene
Keimzahlen in Gréllenordnung der hier gewahlten Nachweisgrenze keinen negativen
Einfluss auf die Erfolgsrate der Behandlung hatten [Peters et al. 2002]. Die
Probenentnahme zur Bestimmung der Endkeimzahlen wurde unmittelbar nach
Durchfihrung der Behandlungen durchgefuhrt, dies entspricht zum einem dem
klinischen Zeitpunkt unmittelbar vor der Wurzelkanalflllung. Zum anderen ist die
Angabe von Keimzahlreduktionen nur auf diese Weise mdglich, da es bei einer
erneuten Inkubation mit Nahrmedien zu einem Anstieg der Keimzahlen kommt. Somit
war bei Meta-Analysen von Studien zur Wirksamkeit von medikamentosen
Wurzelkanaleinlagen eine spatere Probenentnahme ein Ausschlusskriterium [Law et al.

2004, Sathorn et al. 2007]. Zudem konnten Kritiker der unmittelbaren Probenentnahme
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[Reit et al. 1988] nicht zeigen, dass eine erneute Inkubation Vorteile hinsichtlich der
Anzahl falsch negativer Nachweise bietet: Bei der mikrobiologischen Untersuchung von
Wurzelkanalen, die zuvor medikamentose Einlagen enthielten, zeigten sieben zunachst
negativ getestete Proben nach einer Woche erneut Wachstum; ebenso viele positiv
getestete Proben zeigten nach diesem Zeitraum kein Wachstum mehr [Reit et al. 1999].
Zu beachten sind mdgliche wachstumsinhibierende Effekte auf den Nahrmedien, die
durch die Ubertragung des Wirkstoffs der medikamentésen Einlagen erfolgen kénnten.
Im Gegensatz zur vorliegenden Untersuchung wurden daher in verschiedenen Studien
die medikamentésen Einlagen nicht allein mit physiologischer Kochsalzlésung entfernt
und neutralisiert, sondern zusatzlich mittels einer Neutralisationslosung. Im Falle von
Kalziumhydroxid wurde Zitronensaure verwendet [Orstavik et al. 1991, Sjogren et al.
1991, Peters et al. 2002]. Dieses Verfahren ist jedoch kritisch zu bewerten, da die
Neutralisationslésung ebenso auf die Medien Ubertragen wird und selbst negativen
Einfluss auf die Teilungsfahigkeit der Zellen haben kdnnte.

Die potentielle Ubertragung von fungizider Wirksamkeit auf das Nahrmedium ist ein
grundsatzliches Problem bei der Anzucht auf Nahrmedien und kann auch in der
vorliegenden Studie letztlich nicht ausgeschlossen werden. Jedoch nehmen im Laufe
der Inkubationszeit die fungizide Wirksamkeit der Wirkstoffe und damit das Risiko einer
Wachstumseinschrankung durch Ubertragung ab. Fir Kalziumhydroxid wurde in einem
Agar-Diffusionstest gezeigt, dass die bakterizide Wirkung nach 48 Stunden bereits
nachlasst [Neelakantan et al. 2007]. Wachstumsinhibierende Faktoren waren nach
7 Tagen Inkubation der Proben auf den Nahrmedien nicht feststellbar. Zumindest in den
Hauptgruppen 1 und 2 wies ein geringer Teil der Nahrmedien Keimzahlen aus den
Bereichen 2 und 3 auf. Zudem zeigt die hohe Korrelation der Endkeimzahlen im
Wurzelkanal und im Dentin innerhalb der einzelnen Studiengruppen keine inhibierenden
Faktoren. Diese waren bei der Untersuchung des Kanalinhalts starker ausgepragt als
bei der Untersuchung des Biofilms in den Dentinproben, denn obwohl die Wirkstoffe
oberflachlich in Dentin eindringen [Haapasalo et al. 1987] diirfte deren Ubertragung bei
der Entnahme von Dentinproben geringer sein. Auf einen weiteren wichtigen Punkt
wurde bereits eingegangen: Die in dieser Untersuchung ermittelten Keimzahlen
entsprechen derer, die klinisch zum Zeitpunkt unmittelbar vor der Wurzelkanalfullung
vorhanden sind. Somit liegen mogliche inhibierende Faktoren durch Ruckstande der
medikamentdsen Einlagen in vivo ebenfalls vor und beinflussen die Bewertung der

untersuchten Verfahren nicht.
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Die Bestimmung der Ausgangskeimzahl und der Endkeimzahl1 im Wurzelkanal
(CFU/ml) wurde unter identischen Bedingungen durchgefuhrt und diente der Ermittlung
der Keimzahlreduktion durch die verschiedenen Behandlungen. Die Verteilung der
Ergebnisse auf drei klassierte Bereiche ist sicherlich nicht so anschaulich wie die
Angabe von Mittelwerten in CFU/ml, wie sie in anderen Studien zu finden ist. Allerdings
ist zur qualitativen Beurteilung lediglich die Anzahl der Werte jeweils aus Bereich 1
relevant, hohere Keimzahlen sind mit den Anforderungen an eine endodontische
Behandlung nicht vereinbar. Zudem ist die Aussage, ein Wirkstoff habe eine
Keimzahlreduktion von 10°CFU/ml oder um 90 % erreicht, solange nicht von
Bedeutung, wie der erreichte Endwert unbekannt ist.

Die Bestimmung der Endkeimzahl 2 im Kanalwanddentin, ohne einen entsprechenden
Ausgangswert in jeder Probe, diente der Bewertung der Wirksamkeit der untersuchten
Verfahren gegenuber Biofilm-Zellen, jedoch ohne eine quantitative Keimzahlreduktion
zu ermitteln. Vor den Behandlungen wurde eine Entnahme von Dentinspanen zur
Erhebung eines Ausgangswertes im Dentin der Proben nicht durchgefuhrt, da dies zum
Abtrag von adharenten Zellen gefuhrt, den Candida-Biofilm zerstort und somit die
Ausgangssituation verandert hatte. Um eine Beeinflussung der Ergebnisse der
untersuchten Behandlungen durch Substanzabtrag mit den Hedstromfeilen zu
vermeiden, ist darauf verzichtet worden. Die Erhebung eines Ausgangswertes der
Konzentration der adharenten Zellen war zudem nicht von entscheidendem Interesse,
da die Bearbeitung der Dentinwande mit Instrumenten zur Probenentnahme nur
exemplarisch die Besiedelung der Kanalwand und des Dentins darstellt und eine
quantitative Auswertung dieser Keimzahlen somit weniger exakt ist.

Interessanter schien es, die Frage zu klaren, ob eine Korrelation zwischen den
planktonischen Endkeimzahlen des Wurzelkanals und den Endkeimzahlen der
adharenten Zellen des Biofilms auf der Dentinoberflache besteht. Diese wurde hier
gezeigt und trat auch in der Hauptgruppe 1 auf, die auf eine weitere mechanische
Wurzelkanalaufbereitung verzichtete. Somit kann nicht davon ausgegangen werden,
dass lediglich der mechanische Abtrag der Zellen in den anderen Studiengruppen fur
die Zerstérung des Biofilms verantwortlich war. Diese Korrelation scheint zunachst der
Annahme zu widersprechen, dass in Biofilmen organisierte Zellen generell resistenter
sind als planktonische Zellen [Ramage et al. 2001]. Allerdings wurde innerhalb des
Biofilms keine Ausgangskeimzahl ermittelt, lediglich die Endkeimzahl, so dass keine

Keimzahlreduktion gemessen wurde, die einen direkten Vergleich der Wirksamkeit
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gegenuber planktonischen Zellen mit der Wirksamkeit gegentber den Biofilmzellen
zuliel3e.

Wird eine quantitative Keimzahlbestimmung im Dentin vor und nach den Versuchen
gewdulnscht, ware ein vollig anderer Versuchsaufbau noétig. Beinhaltet dieser die Teilung
der Proben, so kann die eine Probenhalfte der Bestimmung des Ausgangswertes
dienen, die andere zur Ermittlung der Endkeimzahlen. Auf einen derartigen
Versuchsaufbau ist aufgrund der Fragestellung verzichtet worden und weil jede
mechanische Manipulation der Proben die empfindlichen Mikroorganismen zerstéren
und die Ergebnisse verfalschen kann. Der exemplarisch erhobene Ausgangswert der
Keimzahlen im Dentin (Mittelwert 8,48 x 10* CFU/mg) lasst jedoch bei den
Behandlungen, die Werte unter der Nachweisgrenze von 8,33 CFU/mg erreichten, ein
Reduktionsvermdgen um 10*/mg vermuten.

Zusatzliche optische Untersuchungen in nachfolgenden Studien kénnen Informationen
uber die Lokalisation der Candida-Zellen und Uber deren Morphologie liefern. Die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zum Beispiel ist ein Verfahren zum
eindeutigen molekulargenetischen Nachweis von bestimmten Mikroorganismen. Dieses
Verfahren entdeckt Nukleinsduren von Mikroorganismen mit einer fluoreszenz-
markierten RNA-Sonde, die speziesspezifisch mit ihrer komplementaren Zielsequenz in
der intakten Zelle hybridisiert und welche dadurch mikroskopisch untersucht werden
kann. Mithilfe dieser Methode konnten Mikroorganismen in ihrem Lebensraum oder im
infizierten Gewebe identifiziert, lokalisiert, sowie deren Anzahl bestimmt werden [Moter
et al. 2000].

Zur negativen Kontrolle der Proben, die mit den medikamentdsen Einlagen 7 Tage lang
inkubiert wurden, diente die vorausgegangene Wachstumskurve. Die Konzentration von
C. albicans war im selben Zeitraum ohne Behandlung nicht unter 10® CFU/ml
gesunken, so dass nicht davon ausgegangen werden kann, dass

wachstumslimitierende Einflisse in den Zahnproben vorlagen.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

Mittels standardisierter Aufbereitung, identischer Startldsung, Nahrlésung und
Inkubation wurden vergleichbare Ausgangssituationen (bezlglich der Keimzahl und der
Dentinbesiedelung) in allen untersuchten Zahnen erreicht. Es wurden zu keiner Zeit
Fremderreger nachgewiesen. Nach zweiwochiger Anzucht mit angepassten

Nahrbedingungen (37° C, Selektivnahrmedium) wurde eine mittlere Ausgangskeimzahl
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von 3,66 x 10CFU/ml  erreicht (Q1:1,73 x 10%, Q3: 5,87 x 10%) mit  einer
Standardabweichung von 2,728 x 10%. Diese Varianz der Ausgangskeimzahlen
entstand durch die Verwendung von humanen Zahnen mit unterschiedlicher
Dentinmorphologie und der 14-tagigen Wachstumszeit von C. albicans in den
Wurzelkanalen, trotz identischer Konzentration zum Zeitpunkt der Probenbeimpfung
und identischer Probenherstellung. Der Unterschied der Ausgangskeimzahlen wurde
bei der statistischen Auswertung berucksichtigt, indem die Keimzahlreduktion fur jede
Probe separat ermittelt wurde. Die Abweichung der Ausgangswerte innerhalb der
240 Zahne ist aus mikrobiologischer Sicht bemerkenswert gering, da die Medianwerte
aller Studiengruppen im Bereich einer Zehnerpotenz lagen (102 CFU/ml).

Bei einem Probenvolumen von 30 pl pro Wurzelkanal lag die errechnete
Gesamtkeimzahl bei 1,2 x 10’ CFU. Diese liegt oberhalb der in klinischen Fallen
nachgewiesenen Keimzahl von 4 x 10° CFU [Bystrom et al. 1981]. Die exemplarisch
erhobene mittlere Ausgangskeimzahl in oberflachlichen Dentinschichten von
8,48 x 10* CFU/mg liegt unterhalb der Konzentration von 5 x 10° CFU/mg, die in
klinischen Fallen von infizierten Wurzelkanalen ermittelt wurde [Peters et al. 2001].
Durch die Anzucht waren die Candida-Zellen am Dentin adharent und konnten sich in
anatomische Nischen des Wourzelkanalsystems ausbreiten, ahnlich der klinischen
Situation. Besiedelte akzessorische Wurzelkanale und Dentinkanalchen kénnen ein
bedeutendes Reservoir fur Uberlebende Bakterien darstellen, die sich der
korpereigenen Abwehr, der chemomechanischen Behandlung und der systemischen
Antibiotikatherapie entziehen und somit Ursache fiir Reinfektionen sein kdnnen
[Oguntebi 1994]. Biofilmuntersuchungen zeigten, dass adharente Zellen sich von
planktonischen Zellen unterscheiden durch hodhere Resistenzen gegenuber
Medikamenten und dem Immunsystem [Chandra et al. 2001]. Aus diesen Grinden war
die Anzucht in den Wurzelkanalen relevanter zur Untersuchung der Wirksamkeit der
Therapien als eine identische Ausgangskonzentration, die nur durch den Verzicht auf
eine Wachstumszeit in den Proben erreicht werden kann.

Die ermittelten Werte der Keimzahlreduktion (Variable 3: Endkeimzahl 1 zu
Ausgangkeimzahl in Prozent) in der Hauptgruppe 1 dienen einem direkten Vergleich
der Hauptbehandlungen. Nicht signifikant unterschieden sich die alleinigen
Behandlungen mit CHX-Gel und Kalziumhydroxid voneinander (a < 0,0042; Chi-
Quadrat-Test und Korrektur nach Bonferroni), ebenso ist die Behandlung mit Ozon und

Laser nicht signifikant unterschiedlich. Signifikant haufiger zeigten sich hohere
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Keimzahlreduktionen bei der Behandlung mit CHX-Gel gegeniber der
Laserbestrahlung (p <0,001) und der Begasung mit Ozon (p<0,001). Fir
Kalziumhydroxid wurde ebenfalls signifikant haufiger (p <0,001) eine hohere
Keimzahlreduktion als fur Laserbestrahlung und fir Ozonbegasung ermittelt.

Bei Betrachtung der nachgewiesenen Endkeimzahlen in den Dentinproben ergab sich
hinsichtlich der Anzahl der Proben unterhalb der Nachweisgrenze dieselbe Rangfolge
wie bei der Keimzahlbestimmung im Wurzelkanal: 1. CHX-Gel, 2. Kalziumhydroxid,
3. Ozon und 4. Diodenlaser. Die Endkeimzahlen der planktonischen und adharenten
Zellen weisen eine hohe Korrelation auf und zeigen zudem, dass gasférmiges Ozon
und Laserstrahlen keine hohere Wirksamkeit gegenuber Biofilm-Zellen aufweisen als
medikamentose Einlagen.

Bei strenger Betrachtung ist aus der Atiologie und Pathogenese der Pulpitis und
apikalen Parodontitis die Forderung abzuleiten, Mikroorganismen vollstandig aus dem
Endodont zu entfernen, somit die Ursache zu eliminieren und das Risiko einer
Reinfektion zu vermeiden. Obwohl nicht bekannt ist, welche absolute Keimzahl
ausreichend ist, um eine Reinfektion des Wurzelkanals auszuldésen, mindern
verbleibende  Mikroorganismen die  Erfolgsaussichten von  endodontischen
Behandlungen [Sjogren et al. 1997]. Der Verbleib von Mikroorganismen unter einer
Konzentration von 10%/ml zum Zeitpunkt der Wurzelkanalfullung hatte in einer klinischen
Studie jedoch keinen negativen Einfluss auf die Erfolgsrate [Peters et al. 2002]. Von
klinischer Bedeutung sind, hinsichtlich dieser Daten, die in dieser Studie untersuchten
Behandlungen, deren Endkeimzahlen (unabhangig von der Ausgangskeimzahl)
unterhalb der Nachweisgrenze von 5 x 10%/ml lagen. Zu hundert Prozent wurde dies
durch die Applikation von Chlorhexamed-Gel alleine oder in Kombination mit
Aufbereitung und  Spuilung des Kanals mit  Natriumhypochlorit  oder
Chlorhexidindiglukonat erreicht. Nach der Applikation von Kalziumhydroxid, kombiniert
mit chemomechanischer Aufbereitung mit Natriumhypochlorit oder
Chlorhexidindiglukonat, wurden ebenfalls keine Zellen mehr nachgewiesen. Die
wirksamsten Therapiekombinationen dieser Untersuchung, hinsichtlich der Anzahl
negativer Nachweise von C. albicans, waren demnach medikamentdse Einlagen nach
chemomechanischer Aufbereitung mit CHX oder NaOCI.

Aus den in vitro gewonnenen Daten gegenuber einem Monospezies-Biofilm Iasst sich
keine klinische Empfehlung zur Verwendung der untersuchten Behandlungen ableiten,

es bleiben zusatzliche Faktoren zu bericksichtigen. Zudem, und dies beeinflusst die
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Formulierung klinischer Empfehlungen ebenfalls, sind in dieser Untersuchung sterile
Bedingungen eingehalten worden, womit das Risiko einer Rekontamination nahezu
ausgeschlossen ist. Im klinischen Fall kann es wahrend der Applikation und Entfernung
von medikamentdsen Einlagen zu Kontaminationen mit Mikroorganismen des
Mundhohlenmilieus oder des Instrumentariums kommen. Es wird spekuliert, dass mit
der Zahl der Behandlungssitzungen das Risiko der Kontamination durch unsteriles
Arbeiten zunimmt [Weiger et al. 2000]. Aus diesem Grund sollten die Ergebnisse
keinesfalls direkt Ubertragen werden, sondern die Risiken der Rekontamination bei der
Bewertung der Laser- und Ozontherapie im Vergleich zu den medikamentdsen
Einlagen berucksichtigt werden.

Ein Vergleich der zahlreichen Studien, die in der Endodontie genutzte Medikamente
bezuglich ihrer fungiziden Wirksamkeit untersuchten, ist kritisch zu bewerten, ebenso
ein mdgliches Fazit, da sehr unterschiedliche Methoden angewendet wurden. Einige
Studien untersuchten die Wirkung gegentber C. albicans auf Nahrmedien und nicht im
Dentin; es wurden sowohl planktonische Zellen als auch Biofilme untersucht, wobei
zum Teil unterschiedliche Definitionen des Begriffs ,Biofilm“ zugrunde lagen.
Unterschiede in den Nachweismethoden der Candida-Zellen erschweren die
Formulierung von Empfehlungen bislang ebenfalls (Tabelle IV).

In dieser Untersuchung war die effektivste Behandlung gegenuber C. albicans,
unabhangig von der Aufbereitungskombination, die medikamentdse Einlage von CHX-
Gel. Eine ebenfalls hohere Wirksamkeit von CHX-Gel (2 %) im Vergleich zu
Kalziumhydroxid zeigte eine Studie in kunstlich mit C. albicans oder E. faecalis
infizierten Wurzelkanalen [Ercan et al. 2006]. Widerspruchlich sind die Ergebnisse der
Behandlung mit Kalziumhydroxid im Vergleich zu denen einiger anderer Studien, die fur
diesen Wirkstoff gegenlber C. albicans geringere Wirksamkeit in vitro zeigten [Waltimo
et al. 1999, Waltimo et al. 1999, Ferguson et al. 2002]. Die Ergebnisse beztiglich dieses
Wirkstoffs variierten in verschiedenen In-vitro-Studien (Tab. IV). Die kritische
Betrachtung der Nachweismethode und Probenherstellung stellt die Ergebnisse einiger
Studien in Frage. In einer Studie wurden die Versuchszahne vor Beginn der Einsaat bei
123° C autoklaviert [Valera et al. 2001], so dass die Dentinstruktur eventuell verandert
wurde. Die Inkubationszeit von Candida betrug nur 48 Stunden, zudem wurde lediglich
ein qualitativer Nachweis durchgefuhrt, bei dem in 70 % der Zahne nach 14-tagiger
Kalziumhydoxideinlage Wachstum nachgewiesen wurde. Hier wurde Kalziumhydroxid

nicht als Paste in wassriger Losung appliziert, sondern in Form einer Paste mit
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Glycolpolyethylen.  Allerdings zeigte eine  Studie, dass unterschiedliche
Tragermaterialien keinen Einfluss auf die antibakterielle Wirkung von Kalziumhydroxid
haben [Estrela et al. 2001].

Diese Uberlegungen allein erklaren jedoch nicht, weshalb der Wirkstoff in der
vorliegenden Studie gegen C. albicans vergleichsweise effektiver war. Kalziumhydroxid
reduzierte bei alleiniger Anwendung in dieser Untersuchung in 60 % der Zahnproben
die Keimzahlen bis unter die Nachweisgrenze von 5 x 102> CFU/ml, in Kombination mit
CHX- oder NaOCI-Spulung in 100 % der Proben. Dies entspricht einer mittleren
Reduktion um 7,99 x 10° CFU/ml, bzw. einer Reduktion um >99,99 %. Diese
Beobachtung zeigt zum einen synergistische Effekte der Wirkstoffe, zum anderen
widerspricht sie der verallgemeinernden Aussage einiger Autoren, Kalziumhydroxid sei
in vitro gegen C. albicans ineffektiv [Waltimo et al. 2003, Siqueira et al. 2004].

Ein Vergleich zu Studien, die planktonische Zellen von C. albicans in Lésung bei
direktem Kontakt zu Kalziumhydroxid untersuchten, ist an dieser Stelle nicht erfolgt.
Einerseits basieren die Resistenzen gegen fungizide Wirkstoffe auf der Adhasion der
Zellen auf Oberflachen und der Kolonisation des Dentins [Siqueira et al. 2004] und
andererseits kann in vivo ein direkter Kontakt der medikamentdsen Einlagen mit den
Mikroorganismen in anatomischen Nischen des Wurzelkanalsystem nicht vollstandig
erfolgen. Dieser Umstand wurde in der vorliegenden Studie nachempfunden. Im
Gegensatz zur klinischen Situation ist hier jedoch zu beachten, dass durch grolde
Wurzelkanallumina eine entsprechend grol’e Menge Kalziumhydroxid appliziert wurde,
so dass die Pufferkapazitat des Dentins vergleichsweise geringer sein kénnte. Ebenso
spielt die hier eventuell suffizientere Beflllung der Wurzelkandle eine Rolle, die
zusatzlich zu groRerer Wirksamkeit beitragen kann.

Des Weiteren bleibt beim Vergleich mit anderen Studien zu beachten, dass die
Interpretation der Studienergebnisse grofRtenteils nicht in der hier durchgeflihrten Art
erfolgte, die Anzahl der Versuchsproben mit negativen Zellnachweisen zu vergleichen;
vielmehr wurde haufig lediglich eine statistisch signifikante Reduktionsrate angegeben.
Eine anscheinend hohe Reduktion um 90 % ist jedoch bei der Angabe von
Konzentrationen in CFU/ml weder aus mikrobiologischer Sicht noch aus Sicht
zahnarztlicher Anwendung von Bedeutung, da z. B. bei einer Ausgangskonzentration
von 10° CFU/ml dies lediglich eine Reduktion auf 10’ CFU/ml bedeutet. Eine
Endkeimzahl im Wurzelkanalsystem in dieser Grdlkenordnung ist bei einer

endodontischen Behandlung keinesfalls vertretbar.
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Zur Bestrahlung der infizierten Wurzelkanaloberflache mit dem Diodenlaser liegen nur
wenige Studien vor. Das bakterizide Potential von Diodenlasern wurde in vitro
[Gutknecht et al. 2000] und in vivo [Moritz et al. 1997] gezeigt; hier wurden durch den
810 nm-Diodenlaser gegenuber Streptokokken und Staphylokokken Reduktionen um
10%-10* erreicht. In der vorliegenden Untersuchung lassen sich bei alleiniger
Anwendung des Diodenlasers weder im Wurzelkanal noch im Dentin der
Versuchsproben Endkeimzahlen unterhalb der Nachweisgrenze ermitteln, sie liegen im
Bereich von 10° CFU/ml. Diese Reduktion um zwei Zehnerpotenzen entspricht einer
Reduktion von 99 %.

In-vitro-Studien zeigten zur Wirksamkeit des 810 nm-Diodenlasers gegen E. faecalis im
Wurzelkanal eine Keimzahlreduktion um 10° [Schoop et al. 2006], fiir den 830 nm-
Diodenlaser sogar eine vollstandige Elimination von E. faecalis [de Souza et al. 2008].
Bei Bestrahlung durch 500 uym dicke bovine Dentinschichten erzielten Studien
gegenuber E. faecalis eine Reduktion um 74 % [Gutknecht et al. 2000, Gutknecht et al.
2004]. Eine weitere In-vitro-Untersuchung gegenuber E. faecalis zeigte zu 100 % die
Elimination der Mikroorganismen; hier waren allerdings die Ergebnisse in den
Vergleichsgruppen ohne Laserbestrahlung oder Aufbereitung ebenfalls erstaunlich hoch
[de Souza et al. 2008] und provozieren eine kritische Betrachtung der Methode.
Gegenuber C. albicans zeigte eine Untersuchung nach 5-tagiger Anzucht auf Glas- und
Titanoberflachen eine signifikante Keimzahlreduktion, eine hohere fur den Er:'YAG-
Laser als fir den 810 nm-Diodenlaser. Die Bestrahlung mit dem Diodenlaser hatte
lediglich bei direktem Kontakt einen Einfluss auf den Biofilm von C. albicans
[Sennhenn-Kirchner et al. 2009]. Hier betrug die Applikationszeit vier mal 20 Sekunden
mit jeweils 30 Sekunden Pause. Die Abweichungen in der Bestrahlungszeit,
unterschiedliche mikrobiologische Untersuchungsmethoden sowie die Verwendung von
Diodenlasern mit unterschiedlichen Wellenlangen (810-980 nm) schranken einen
direkten Vergleich der Studienergebnisse ein.

In einer Untersuchung gegenuber parodontalpathogenen Keimen wurde gezeigt, dass
unterschiedliche Wellenlangen von Diodenlasern die Effektivitat beeinflussten [Chan et
al. 2003]. Moglichen Einfluss auf die Ergebnisse der vorliegenden Studie hat zudem die
Techniksensibilitat. Dass verschiedene Mikroorganismen untersucht wurden, durfte von
geringer Bedeutung sein, da die bakterizide Wirkung durch Erhitzen und Zerplatzen der
Zellen erreicht wird und nicht von spezifischen Zellbestandteilen abhangt. Gegentber

dem hitzeresistenten Bacillus stearothermophilus, in humanen Wurzelkanalen
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angezichtet, konnte eine Reduktion von 10% nach Bestrahlung mit dem Nd:YAG-Laser
erreicht werden [Hardee et al. 1994]. Lediglich fur schwarz pigmentierte Bakterien
wurde gezeigt, dass diese sensitiver auf Bestrahlung mit einem Argonlaser reagierten
[Henry et al. 1995], eventuell Dbeeinflusst die Pigmentierung die
Absorptionseigenschaften. Die Anfarbung von Bakterien mit dem Farbstoff
Methylenblau kann deren Sensitivitat auf Bestrahlung mit einem Diodenlaser erhohen
[Chan et al. 2003].

Die Anwendung von Ozon zur Desinfektion ist in der Humanmedizin etabliert [Kim et al.
1999] und klinische Untersuchungen bei karidsen Lasionen [Huth et al. 2005] sprechen
in diesem Bereich der Zahnheilkunde ebenfalls flr eine Verwendung [Baysan et al.
2005]. Die spekulative Annahme, Ozon sei aufgrunddessen auch in endodontischer
Anwendung effektiv, kann anhand der Ergebnisse dieser In-vitro-Studie gegenuber
C. albicans nur eingeschrankt bestatigt werden. Verglichen mit den medikamentésen
Einlagen waren die Ergebnisse hoch signifikant schlechter (p < 0,001). Dies entspricht
Studien gegenuber E. faecalis [Hems et al. 2005]. Eine Studie mit ahnlichem
Versuchsaufbau zeigte eine dosisabhangige Wirkung von gasféormigem Ozon [Huth et
al. 2009]. Hier wurden Zellen von C. albicans nach dreiwdchiger Anzucht im
Wurzelkanal durch die Applikation von gasférmigem Ozon (1 g/m3®) nach 2,5 Minuten
bzw. nach einer Minute bei hoherer Konzentration (53 g/m?) vollstandig eliminiert. In der
vorliegenden Untersuchung wurden bei alleiniger Anwendung nach 2-minutiger
Ozonapplikation (2100 ppm) in 80 % der Wurzelkanale Keimzahlen oberhalb des
Wertes von 4 x 10* CFU/ml, lediglich in 20 % Keimzahlen unterhalb der
Nachweisgrenze ermittelt. Die Endkeimzahlen in den Dentinproben lagen zu 13,3 %
unter der Nachweisgrenze, zu 73,3 % lagen sie oberhalb von 5 x 10®* CFU/mg.

Eine hohe Korrelation wurde zwischen den Endkeimzahlen der planktonischen und den
adharenten Zellen ermittelt. In einer anderen Studie zeigte sich bei E. faecalis ein
Unterschied, so wurden in vitro geringe antibakterielle Effekte von ozoniertem Wasser
und gasformigem Ozon bei planktonischen Zellen von E. faecalis und nahezu keine
Effekte nachgewiesen, wenn die Zellen in Biofilmen organisiert waren [Hems et al.
2005].

In der vorliegenden Untersuchung konnte die Nullhypothese nicht bestatigt werden. Im
Gegenteil, es erwiesen sich die medikamentésen Einlagen von Kalziumhydroxid oder
CHX-Gel gegen C. albicans signifikant effektiver (p = 0,001; Chi-Quadrat-Test) als die

Verwendung von gasféormigem Ozon oder die Verwendung des Diodenlasers.
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In vitro ermittelte Daten dienen generell nicht dazu, klinische Empfehlungen
auszusprechen; diese Einschrankung gilt insbesondere fur die vorliegende
Untersuchung, da hier ein Monospezies-Biofilm untersucht wurde, in klinischen Fallen
jedoch eine Polyspezies-Besiedlung vorliegt. Die gewonnenen Ergebnisse zur
Ozonbegasung gegeniiber C. albicans, mit Keimzahlreduktionen von mehr als 10°
CFU/ml in 66,7 % der untersuchten Proben, lassen allerdings die weitere Untersuchung
in folgenden Studien sinnvoll erscheinen.

Fir die Bestrahlung mit dem Diodenlaser |asst sich ein ahnliches Fazit formulieren. Bei
alleiniger Anwendung sind die Ergebnisse im Vergleich zu den medikamentosen
Einlagen signifikant schlechter (p = 0,05; Chi-Quadrat-Test), hier wurden keine Proben
unter die Nachweisgrenze reduziert. In Kombination mit chemomechanischer
Aufbereitung mit NaOCI, wie es dem klinischen Alltag entspricht, unterschreiten jedoch
ebenfalls 66,7 % der untersuchten Proben im Wurzelkanal die Nachweisgrenze, im
Dentin war dies bei 73,3 % der Proben der Fall.

Beide, Laser- und Ozonbehandlung, sollten aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse in
aufbauenden Studien weiter in Bezug auf ihr fungizides und bakterizides Potential
untersucht werden, zumal das vergleichsweise bessere Abschneiden der
medikamentdsen Einlagen in dieser Studie dadurch beglnstigt sein kann, dass eine
Ubertragung der Wirkstoffe auf die Nahrmedien nicht ausgeschlossen ist.

Die Therapie, die der Behandlungssituation im klinischen Alltag entspricht, ist die
Einlage von wassrigem Kalziumhydroxid nach chemomechanischer Aufbereitung mit
NaOCI oder mit NaOCI und CHX als finaler Zusatzspulung. Bei der Keimzahlreduktion
im Wurzelkanal konnten fur diese beiden Kombinationen zu 100 % Werte aus Bereich 1
erreicht werden, dass heil3t, die verbliebenen Keimzahlen lagen unter 5 x 10> CFU/ml.
Die Endkeimzahlen in oberflachlichen Dentinschichten lagen ebenfalls zu 100 % unter
der Nachweisgrenze von 8,33 CFU/mg. Zumindest in Bezug auf den untersuchten
Mikroorganismus lassen sich keine Forderungen nach anderen Therapien stellen, wenn
man davon ausgeht, dass bei der Applikation auf Sterilitdt geachtet wird, und die
(eventuell verbliebenen) Keimzahlen bei adaquater Wurzelkanalfillung und koronalem
Verschluss akzeptabel sind [Peters et al. 2002]. Die Bedeutung von Keimzahlen dieser
GroRenordnung muss in anderen Untersuchungen geklart werden.

Aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse zur guten fungiziden Wirksamkeit von
Kalziumhydroxid und den untersuchten Spullésungen stellt sich die spekulative Frage,

ob das Auftreten dieser Pilzspezies bei Reinfektionen in mangelnder Wirksamkeit der
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verwendeten Wirkstoffe begrindet ist, oder ob der Einhaltung steriler, akkurater
Vorgehensweisen wahrend der Wurzelkanalbehandlung und der Verhinderung von
koronalen Eintrittspforten mehr Aufmerksamkeit geschenkt werden muss.

Der Versuchsaufbau der vorliegenden Untersuchung wurde mdglichst nahe der
klinischen Situation gewahlt, dies beinhaltete die Probenentnahme unmittelbar nach
den Behandlungen, analog zum klinischen Zeitpunkt unmittelbar vor der
Wurzelkanalfullung. Allerdings sollten Studien folgen, die zusatzliche mikrobiologische
Untersuchungen der Versuchsproben beinhalten, die hier unter der Nachweisgrenze
lagen. Uber die Anzahl eventuell verbliebener und nicht nachgewiesener Zellen kann
hier lediglich gesagt werden, dass sie maximal im Bereich von 1 bis 499 Zellen lag.
Ausgehend davon, dass der Zeitpunkt der Probenentnahme analog zu dem der
Wurzelkanalfullung ist, bleibt offen, ob es unter klinischen Bedingungen zu erneutem
Wachstum kommen kann. Zumindest zeigt eine Studie, dass C. albicans in der Lage ist,
entlang einer Wurzelkanalfillung mit Guttapercha und Sealer (AH Plus oder AH 26) zu
penetrieren [Miletic et al. 2002]. Interessant scheint daher eine weiterfuhrende Studie,
die negativ getestete Proben nach einer erneuten Inkubation mit Nahrmedien sowie
nach einer Wurzelkanalflillung auf erneutes Zellwachstum untersucht. Die
Teilungsfahigkeit zurlickgebliebener Zellen, die in Seitenkanale eingedrungen sein
konnen, ist klinisch nur von Bedeutung wenn sie trotz Wurzelkanalfullung auftritt und
somit Reinfektionen auslosen kann.

Die Aufbereitung der Wurzelkanadle dient der mechanischen Reinigung und der
Formgebung des Kanals und erfolgt mit Handinstrumenten oder maschineller
Aufbereitung mit den verschiedensten Techniken. Die Ziele der Aufbereitung sind
[Grossman 1988], neben der vollstandigen Entfernung des vitalen und nekrotischen
Pulpagewebes, die mechanische Entfernung von Mikroorganismen aus dem
Wurzelkanal und der Wurzelkanalwand sowie die Erhdéhung der desinfizierenden
Wirkung von Spullésungen durch Vergrofderung des Kanallumens und die Formgebung
zur Ermoglichung der vollstandigen Obturation [Orstavik et al. 1991]. Die Elimination
von Mikroorganismen ist keinesfalls durch mechanischen Gewebsabtrag allein zu
erzielen, da zahlreiche anatomische Irregularititen wie Ramifikationen, Isthmus und
Seitenkanadle nicht auf diese Weise erreicht werden konnen. Die bis in tiefere
Dentinschichten vorgedrungenen Mikroorganismen entziehen sich dieser Behandlung
ebenfalls. Zur Optimierung der Keimreduktion kommen geeignete Spulldsungen zum

Einsatz, die zudem den Abtransport von Geweberesten sicherstellen. Der Wirkstoff
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Chlorhexidin wurde empfohlen, um Keime wie C. albicans zu eliminieren [Emilson
1977]. Durch die Kombination der Behandlungen mit chemomechanischer Aufbereitung
konnte in der vorliegenden Untersuchung zusatzlich der Einfluss verschiedener
Spullésungen dargestellt werden. Zur Untersuchung der mechanischen Aufbereitung
selbst diente die Hauptgruppe 2, in der physiologische Kochsalzlésung als Spulldsung
zum Einsatz kam. Es konnte kein signifikanter Unterschied (a < 0,042; Korrektur nach
Bonferroni) gezeigt werden bezuglich der Keimzahlreduktion zwischen Zahnproben, die
nicht aufbereitet wurden, und denen, die mit NaCl als Spullésung aufbereitet wurden.
Somit scheint die mechanische Aufbereitung nur eine untergeordnete Rolle hinsichtlich
der Keimreduktion zu spielen. Entscheidend sind hier vor allem antimikrobielle
Spullésungen, denn im Vergleich zu physiologischer Kochsalzlésung zeigten CHX und
NaOCI in dieser Studie signifikant (p <0,001) hohere Wirksamkeit. Sie erhohten
unabhangig von der Behandlung die Wirksamkeit, wobei mit NaOCI| am haufigsten hohe

Keimzahlreduktionen erzielt wurden.
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7 Schlussfolgerungen

Medikamentdse Einlagen vermdgen in vitro planktonische Zellen sowie Biofilm-Zellen
von C. albicans vollstandig bis unter die Nachweisgrenze zu reduzieren. Dies
widerspricht der Aussage einiger Autoren, dass Kalziumhydroxid gegen C. albicans
ineffektiv sei und macht deutlich, dass die Ursache flir das Auftreten dieser Pilzspezies
bei refraktaren apikalen Parodontitiden nicht in der mangelnden Wirksamkeit dieses
Wirkstoffs liegt.

In Kombination mit chemomechanischer Aufbereitung mit Natriumhypochlorit wurden
sowohl durch die Laser- als auch durch die Ozonbehandlung Keimzahlreduktionen in
GroRenordnungen erreicht, die weitere Untersuchungen dieser Therapien in Bezug auf
fungizides und bakterizides Potential sinnvoll erscheinen lassen. Insbesondere bieten
beide Therapien die Moglichkeit des Verzichts auf weitere Behandlungssitzungen mit
zusatzlichen Rekontaminationsrisiken.

Die klinische Relevanz dieser Studie liegt zusatzlich in der Beobachtung, dass
hinsichtlich der Keimzahlreduktion die mechanische Wurzelkanalaufbereitung eine
untergeordnete Rolle zu spielen scheint, die Verwendung antimikrobieller Spullésungen
jedoch von entscheidender Bedeutung ist.

Interessant sind zudem die Ergebnisse zur Verwendung von CHX-Gel als
medikamentose Einlage, dieser Wirkstoff erwies sich als hoch wirksam gegenuber
C. albicans, denn schon bei alleiniger Anwendung konnten keine Zellen mehr
nachgewiesen werden. Die Empfehlung, den Wirkstoff Chlorhexidindiglukonat
zusatzlich einzusetzen, auch als finale Zusatzspulung, kann hier bekraftigt werden.

Die Untersuchung der fungiziden Wirksamkeit anhand von Keimzahlreduktionen mittels
Nachweis vitaler Hefen auf Selektivnahrmedien und exemplarischem Nachweis eines
Biofilms mittels DNA-Anfarbung lieferte reproduzierbare Ergebnisse. Dieses Modell
kann eine Grundlage darstellen flr weitere Untersuchungen verschiedener

antimikrobieller Therapien gegen endodontisch relevante Mikroorganismen.
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8 Zusammenfassung

Problemstellung: Einige Mikroorganismen, insbesondere C. albicans, scheinen sich
der chemomechanischen Aufbereitung und den Wirkstoffen einer medikamentdsen
Kanaleinlage entziehen zu konnen und somit Reinfektionen des Wurzelkanalsystems
auszuldsen. Zielsetzung: Ziel war die Untersuchung der Wirksamkeit eines
Diodenlasers sowie von gasformigem Ozon gegenuber Biofilmen von C. albicans in
Wurzelkanalen. Material und Methoden: 240 humane Zahnwurzeln wurden in vier
Hauptgruppen (n = 60) geteilt. In Hauptgruppe 1 erfolgte die komplette Aufbereitung der
Wurzelkanale (MAF I1SO 60), in den Gruppen 2 bis 4 erfolgte die initiale Aufbereitung
(MAF 1SO 40). Die Proben wurden mit C. albicans (ATCC 90028) beimpft und 14 Tage
inkubiert. Mittels DNA-Anfarbung wurde die Bildung eines Biofilms exemplarisch
gezeigt. Die Ausgangskeimzahl jeder Probe wurde bestimmt (Medianwert
3,66 x 10° CFU/mI, Q1: 1,73 x 10% Q3: 5,87 x 10°). Es folgte in den Hauptgruppen 2
bis 4 die komplette Aufbereitung (MAF ISO 60), in Gruppe 2 mit NaCl (0,9%), in Gruppe
3 mit NaOCI und in Gruppe 4 mit CHX (0,2 %). Anschlie3end erfolgte in jeder Gruppe
die Bestrahlung mit einem Diodenlaser (40 s), die Applikation von gasformigem Ozon
(120 s), die 7-tagige Einlage von Ca(OH), oder CHX-Gel (je n=15). Die
Endkeimzahlen wurden unmittelbar bestimmt. Ergebnisse: CHX-Gel und Ca(OH),
waren signifikant wirksamer als Laser und Ozon (p <0,001; Chi-Quadrat-Test). Die
Verwendung von NaOCI oder CHX als Spullésung erhohte signifikant die Wirksamkeit
von Laser und Ozon (p < 0,001; Chi-Quadrat-Test und Korrektur nach Bonferroni), hier
wurden Keimzahlreduktionen von >10° CFU/ml erreicht. Die mechanische Aufbereitung
zeigte keine signifikante Erhdhung der Wirksamkeit (a = 0,0042).

Schlussfolgerungen: Der Wirkstoff CHX ist hoch wirksam gegentber C. albicans. Zur
Keimzahlreduktion spielt die mechanische Wurzelkanalaufbereitung eine geringere
Rolle, antimikrobielle Spullésungen sind jedoch von entscheidender Bedeutung.
Ca(OH), hat fungizide Wirksamkeit und erklart nicht das Auftreten dieser Spezies bei
refraktaren apikalen Parodontitiden.

Schlisselworter: Candida albicans, CHX-Gel, Diodenlaser, Kalziumhydroxid, Ozon,
Wurzelkanal

Klinische Bedeutung: Die chemomechanische Aufbereitung mit anschliellender
medikamentoser Einlage ist hinsichtlich der fungiziden Wirksamkeit weiterhin zu
empfehlen, wobei auf Sterilitdt zu achten ist. Die Bestrahlung mit dem Diodenlaser
sowie die Applikation von Ozon ermdglichen die Behandlung in einer Sitzung und
sollten weiterhin untersucht werden.
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9 Abstract

Aim: The aim of this study was to evaluate the efficacy of diode laser treatment,
application of gaseous ozone, calcium hydroxide (Ca(OH);) or chlorhexidine
digluconate gel (CHX). Treatments were tested either alone or combined with
mechanical root canal treatment and various irrigant solutions against C. albicans in
root canals in vitro. Methodology: 240 extracted, human, single-rooted teeth were
divided into four groups (n = 60). In Group 1 root canal enlargement up to ISO-size 60
(MAF) was performed, whereas only initial shaping (MAF ISO-size 40) was carried out
in Groups 2 to 4. After sterilization all teeth were inoculated with C. albicans (ATCC
90028) and incubated for 14 days, followed by evaluation of CFU (CFU/ml; CFU: colony
forming units) in every teeth. Complete root canal enlargement up to ISO-size 60 was
performed in Groups 2 to 4 using NaCl solution (0.9 %) in Group 2, NaOCI (1 %) in
Group 3 and CHX (0.2 %) in Group 4. Finally, each group of 60 teeth was subdivided
into four groups (n =15 each) either using diode laser radiation for 40 seconds,
application of gaseous ozone for 120 seconds or applying Ca(OH), or CHX-gel for
7 days, followed by final evaluation of CFU. Results: The reduction of C. albicans after
application of Ca(OH), and CHX-gel was in all groups significantly higher than after
diode laser treatment or application of gaseous ozone (p < 0,001; Chi-Quadrat-test).
After diode laser irradiation or treatment with gaseous ozone in combination with
chemomechanical root treatment in 66,7 % of the specimen cell concentration lower
than 5x 102 CFU/ml were detectable, this is equivalent to a reduction of
7,99 x 10° CFU/ml. The antifungal efficacy was significantly increased by the additional
use of NaOCI or CHX as irrigants (p < 0,001; Chi-Quadrate-test), but not significantly
influenced by mechanical root treatment (a = 0,0042; Chi-Quadrate-test). CHX-gel was
highly effective against C. albicans.

Conclusion: Both, laser and ozone, seem to be suitable for disinfection of C. albicans
containing root canals in vitro. The use of NaOCI or CHX as irrigants and the application
of Ca(OH), or CHX-gel showed antifungal activity and should be furthermore used in

endodontic therapy.
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11 Anhang

Die Durchfuhrung der Versuche erfolgte im Institut fur Mikrobiologie und Hygiene,

Charité - Universitatsmedizin Berlin, Dorotheenstralle 96, 10117 Berlin.

11.1 Materialliste

Mat.
Mat.
Mat.
Mat.

1

2
3
4

Mat. 5
Mat. 6
Mat. 7

Mat.

Mat. 9

Mat.

Mat.
Mat.
Mat.

Mat.
Mat.

Mat.
Mat.
Mat.

Mat.
Mat.
Mat.
Mat.

10

11
12
13

14
15

16
17
18

19
20
21
22

antair BSK Laminar flow; anthos Mikrosysteme, K&ln, Deutschland

Autoklav Webeco E 16; Webeco, Selmsdorf, Deutschland

Axioplan 2; Zeiss, Jena, Deutschland

Bare Fiber NIR Q 300K 200um; Asclepion Laser Technologies GmbH, Jena,
Deutschland

Brutschrank Heraeus B6760; W. C. Heraeus, Hanau, Deutschland
Brutschrank Heraeus Function Line; W. C. Heraeus, Hanau, Deutschland
Candida albicans ATCC 90028 (ATCC: American Type Culture Collection);
Institut fur Mikrobiologie und Hygiene, Campus Mitte, Charité -
Universitatsmedizin Berlin, Berlin, Deutschland

Chlorhexamed 1 % GEL, GlaxoSmithKline, Bihl, Deutschland
Chlorhexidindiglukonat 0,2 %; Apotheke der Charité - Universitatsmedizin
Berlin, Berlin, Deutschland

Columbia agar with sheep blood PLUS; Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
England

Cryo-Tubes; Karl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Diamantkugel GroRe 029 Komet; Gebr. Brasseler, Lemgo, Deutschland
Einmal-Pastenkanilen 0,9 x 23mm; transcoject Dentaltechnik, Neumunster,
Deutschland

Eppendorf Reference; Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Ethanol/Formalin 9:1; Apotheke der Charité - Universitatsmedizin Berlin, Berlin,
Deutschland

FileCare EDTA 15 %; VWD, Minchen, Deutschland

Flexmaster-System; VWD, Minchen, Deutschland

Flexmaster-Feilen GroRe 04/40, 02/60, 02/30; VWD, Minchen, Deutschland
Gates Glidden Bohrer GroRRe 4 (ISO-Grofke 110), 5 (ISO-GroRe 130),

6 (ISO-Grolte 150); VWD, Miinchen, Deutschland

GENTLEray 980; KaVo, Biberach, Deutschland

Healozone; KaVo, Biberach, Deutschland

Healozone delivery Cup 6 mm; KaVo, Biberach, Deutschland
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Mat. 23 Healozone Handstiick Plus 2131 C; KaVo, Biberach, Deutschland

Mat. 24 Hedstrom ISO 40; VWD, Miinchen, Deutschland

Mat. 25 Heidolph REAX Vortex-Mixer; Heidolph Instruments GmbH, Hamburg,
Deutschland

Mat. 26 Innenlochkreissage: Sagemikrotom Leitz 1600; Leica Micro Microsystems AG,
Wetzlar, Deutschland

Mat. 27 Mikroschleifsystem Exakt 400 CS; Exact Apparatebau GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Mat. 28 Nail Polish catrice; cosnova, Frankfurt, Deutschland

Mat. 29 Natriumchlorid 0,9 %; Institut fir Mikrobiologie und Hygiene, Campus Mitte,
Charité Universitatsmedizin Berlin, Berlin, Deutschland

Mat. 30 Natriumhypochlorit 1 %, Hedinger, Stuttgart, Deutschland

Mat. 31 Omnifix 5 ml; Braun, Melsungen, Deutschland

Mat. 32 Papierspitzen 1ISO 40; VWD, Minchen, Deutschland

Mat. 33 Pipettenspitze 200 ul; Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Mat. 34 Sabouraud-Glukose-Hefeextrakt-Selektiv-Nahrboden; Oxoid, Wesel,
Deutschland

Mat. 35 Sabouraud-Liquid-Medium; Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England

Mat. 36 SafeSeal Reagiergefal’/ microtube 2 ml, PP, Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Mat. 37 SafeSeal Reagiergefal’/ microtube 1,5 ml, PP, Sarstedt, Niirnbrecht,
Deutschland

Mat. 38 Schleifpapier P 1200; Exact Apparatebau GmbH, Norderstedt, Deutschland
SONICFlex; VWD, Minchen, Deutschland

Mat. 39 Technovit 4071, Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland

Mat. 40 Tryptone Soya broth; Oxoid, Basingstoke Hampshire, England

Mat. 41 UltraCal XS pH 12,5; Ultradent, South Jordan, USA

Mat. 42 VMK-Endoneedle; Vedefar, Dilbeek, Belgien
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