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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Bakterielle Reinfektionen nach Wurzelkanalbehandlungen werden oft in
Zusammenhang mit dem Auftreten des Fakalbakteriums Enterococcus faecalis (E.
faecalis) diskutiert. Endodontische Behandlungen kdénnen ein- (one-visit) als auch
zweizeitig (multiple-visit) durchgefuhrt werden.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war ein Effektivitdtsvergleich zwischen
Diodenlaser und Ozongas als One-visit-Methode gegeniiber E. faecalis-Biofilmen im
Vergleich zu den Multiple-visit-Standardmethoden bei Verwendung der
medikamentésen Einlagen Kalziumhydroxid (Ca(OH)z2) und Chlorhexidindiglukonat
(CHX) Gel.

Fur die Versuchsreihen wurden 240 intakte humane Oberkiefereckzdhne in vier
Hauptgruppen unterteilt. In Gruppe 1 wurden die Zdhne komplett final aufbereitet
(MAF-1SO (International Organization for Standardization) 60, Kontrollgruppe). Gruppe
2 bis 4 erhielt eine initiale Aufbereitung (MAF-ISO 40). Nach Beimpfung und
siebentagiger Inkubation mit E. faecalis (Typstamm ATCC 29212) wurde die
Ausgangsbakterienzahl (Mittelwert 2,5 x 10 CFU/mI) bestimmt. Zusétzlich wurde die
Biofilmbildung an exemplarischen Proben fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Die
Gruppen 2 bis 4 erhielten die finale Aufbereitung mit unterschiedlichen Spullésungen:
Hauptgruppe 2: Isotone Kochsalzldsung 0,9%, Hauptgruppe 3: Natriumhypochlorit
1%, Hauptgruppe 4: Chlorhexidin (CHX) 0,2 %. Danach erfolgten die
DesinfektionsmafRnahmen Diodenlaserbestrahlung (40 s), Ozonapplikation (2 x 60 s)
sowie die Chlorhexidindiglukonat-Gel- (1 %) und Kalziumhydroxideinlagen mit einer
Liegedauer von je sieben Tagen fur jede Hauptgruppe. Die Endbakterienzahl wurde
im Wurzelkanal und Dentin erhoben.

Im Wurzelkanal zeigte die Kontrollgruppe ohne Sptilprotokoll signifikante Unterschiede
zwischen den Desinfektionsmalinahmen (p < 0,0005; ANOVA): Die Mittelwerte der
logarithmischen Reduktionsfaktoren + Standardabweichung waren bei Ozon 1,4+1,0,
und Laser 1,1+1,1 signifikant geringer als bei den medikamenttsen Einlagen mit
Ca(OH)2 3,3x0,4 und CHX-Gel 2,3+1,1. Sobald Natriumhypochlorit angewendet
wurde, konnten keine Unterschiede festgestellt (p=0,062, ANOVA) und die
Reduktionsfaktoren weiter erhdéht werden (Ozon 3,4+0,6, Laser 3,7+0,3, Ca(OH)2
3,840,7, CHX-Gel 3,1£1,2).
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Zusammenfassung

Vergleichbare Resultate wurden bei den adharenten Bakterien in den Dentinproben
ermittelt.

Die Unterschiede der Bakterienreduktion innerhalb der Kontrollgruppe waren
signifikant (p < 0.004, Chi-Quadrat-Test). Unter Verwendung der desinfizierenden
Spullésungen Natriumhypochlorit und Chlorhexidin, lag die Majoritat der Proben
unterhalb der Nachweisgrenze. Innerhalb der verschiedenen Spulldsungen waren die
Unterschiede nicht signifikant (p = 0.0083, Chi-Quadrat-Test).

Auf Grundlage der Ergebnisse dieser In-vitro-Studie, kann die Anwendung der
adjuvanten Desinfektionsmafinahmen Ozon- und Laseranwendung in Kombination mit
einem antibakteriellen Spulprotokoll bei der One-visit-Behandlung in Erwagung
gezogen werden. Ob die Desinfektion mit Ozon oder Diodenlaser zusatzlich zur
chemo-mechanischen Aufbereitung mit Natriumhypochlorit oder Chlorhexidin als
Spullésung einen Einfluss auf das Behandlungsergebnis nach One-visit-
Wurzelkanalbehandlungen hat, missen entsprechende In-vivo-

Langzeituntersuchungen zeigen.
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Abstract

2. Abstract

Reinfections after root canal treatments are often discussed in connection with the
appearance of Enterococcus faecalis (E. faecalis). Therapeutic approaches comprise
one- and multiple-visit treatment regimens. The aim of the present study was to
compare reductions of Enterococcus faecalis biofilms in root canals using diode laser
treatment or application of gaseous ozone in comparison to medical dressing
applications using calcium hydroxide and chlorhexidine digluconate (CHX) gel.

For this purpose, 240 complete, non-treated human canine teeth from the upper jaw
were divided into four groups: Group 1 (control) contained teeth that had been treated
according to MasterApicalFile (MAF) ISO 60. Groups 2 to 4 experienced an initial MAF
ISO 40 treatment. Before treatment, all teeth were inoculated with a defined number
(average 2,5 x 108 CFU/mI) of Enterococcus faecalis (strain ATCC 29212) and
incubated for seven days. After the incubation period, groups 2 to 4 were treated until
MAF ISO 60 was achieved using the following irrigation solutions: group 2: isotonic
saline solution (NaCl) 0.9 %, group 3: sodium hypochlorite (NaOCI) 1 %, group 4: CHX
solution 0.2 %. Subsequently, each group received the following disinfection
treatments, respectively: radiation with a diode laser for 40 s, gaseous ozone twice for
60 s, intracanal dressing with CHX gel (1%) or calcium hydroxide. Finally, the total
number of bacteria in the root canal and adherent bacteria were determined.

Group 1 (root canal) without irrigation protocol showed significant differences between
the disinfection procedures (p <0.0005; ANOVA). The mean relative bacterial reduction
(log scale) was most efficient for calcium hydroxide (3.3+0.4) and chlorhexidine gel
(2.3+1.1), followed by ozone (1.4+1.0) and laser (1.1+1.1). Using NaOCI for irrigation,
no differences were detected between the different disinfection protocols (p=0.062,
ANOVA) and relative bacterial reduction was increased (ozone 3.4+0.6, laser 3.7+0.3,
calcium hydroxide 3.8+0.7, CHX gel 3.1+1.2).

The data for adherent bacteria in dentin were comparable to the root canal results.
Significant differences in bacterial reduction were identified within group 1.

(p < 0.004, chi-square test). Using the disinfecting irrigations NaOCI and CHX, the
majority of samples were found to be below detection limit. No differences between the
irrigation protocols were found (p = 0.0083, chi-square test).

The additional use of ozone or laser with disinfective irrigation protocols may be

suitable for one-visit root canal treatments. Long-term in vivo studies are necessary to
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clarify the clinical relevance of disinfection procedures using gaseous ozone and diode
laser in combination with an antibacterial irrigation regimen using NaOCI| and CHX in

one-visit treatments.
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Einleitung

3. Einleitung

Durch Wurzelkanalbehandlungen ist es mdglich, Zahne mit entziindetem pulpalem
Gewebe nicht nur schmerzfrei zu machen, sondern auch tber viele Jahre zu erhalten.
Die mdglichst vollstandige Entfernung der Bakterien aus dem erkrankten
Wourzelkanalsystem ist eine der wichtigsten Voraussetzungen fur eine erfolgreiche
Wurzelkanalbehandlung, da das Verbleiben von Mikroorganismen haufig mit einem
endodontischen Misserfolg verbunden ist [Gambal et al. 2003]. Insbesondere die
Vielfalt der ortsstandigen Mikroorganismen macht diese Behandlungen schwierig. Vor
allem durch das Persistieren des grampositiven Bakteriums Enterococcus faecalis [E.
faecalis] kann eine Wurzelbehandlung erschwert sein oder sogar misslingen [Gomes
et al. 2006].

Obwohl Ozon als wirksames Oxidationsmittel antibakterielle, fungizide und
virusinaktivierende Eigenschaften besitzt [Kim et al. 1999], liegen fur den Bereich der
Endodontie wenige Studienergebnisse vor [Kishen 2012; Azarpazhooh et al. 2008].
Die Anwendung der Diodenlaserbestrahlung wurde von Mathew als wirksames,
erganzendes antibakterielles Desinfektionsmittel im Wurzelkanal vorgeschlagen
[Mathew et al. 2014]. Die genannten adjuvanten DesinfektionsmalRnahmen lassen
eine erhohte Desinfektionswirkung vermuten. Sie kdnnen unterstitzend im Rahmen
der sogenannten One-visit-Behandlung angewendet werden. Dadurch soll das
Rekontaminationsrisiko reduziert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Medizingerdte und Medikamente zur
Bakterienreduktion von mit E. faecalis infizierten Wurzelkanélen bzw beziehungsweise
(bzw.) des infizierten Wurzeldentins verglichen. Das Ziel der Untersuchung war es, die
Wirksamkeit der Bestrahlung mit dem Diodenlaser und der Applikation von

gasformigem Ozon auf die Reduktion bzw. Elimination von E. faecalis zu beurteilen.

14



Literaturiibersicht

4. Literaturlbersicht
4.1 Endodontie

Die Endodontie beschéftigt sich mit dem ,Inneren® des Zahnes bzw. mit der
Vorbeugung und Verhinderung von Erkrankungen und der Behandlung der inneren
Gewebe des Zahnes.

Der Zahn ist kein in sich geschlossenes System. Uber das Foramen apicale ziehen
Blut- und Lymphgefalle sowie Nervenbindel in die Wurzelpulpa und steigen zur

Kronenpulpa auf, in der sich die Gefalde in feinste Netzwerke aufspalten (Abb.1).

Abb. 1: 3D-Darstellung der Wurzelkanéle eines oberen Molars.
Quelle: http://www.dr-leyk.de/css/img/rinse.png

4.1.1 Pulpitis

Die Pulpa-Dentin-Einheit stellt entwicklungsgeschichtlich, biologisch und funktionell
eine Einheit dar. Bei Entziindungen von Teilstrukturen ist daher der gesamte Komplex
betroffen [Schroeder 1987].

Die Pulpitis ist eine Entziindung des Zahnnervs im Zahnkronenbereich und kann durch
physikalische, chemische und toxische Reize ausgelost werden. Klinisch imponiert ein
stechender, gut lokalisierbarer Schmerz. Ist die pathogene Reizeinwirkung zeitlich und

lokal begrenzt, kann die Pulpa regenerieren und ausheilen (reversible Pulpitis).

4.1.2 Apikale Parodontitis

Die apikale Parodontitis stellt eine Entzindung des Parodonts im Bereich der
Wourzelspitze dar. In den meisten Fallen entsteht die apikale Parodontitis aufgrund

einer Kariesprogression mit bakterieller Infektion der Pulpa, die in einer Nekrose des

15
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gesamten pulpalen Komplexes endet. latrogene Ausléser kdnnen eine misslungene
Pulpitistherapie oder eine insuffiziente Wurzelkanalfiillung sein. In allen Fallen kommt
es zu einer Bakterienverbreitung Uber das Foramen apicale in die periapikale Region

und dort zu lokal-destruktiven Prozessen [Schafer 2001].

4.2 Mikrobielle Flora im Wurzelkanal

Die Behandlung des Wurzelkanals ist in erster Linie eine mikrobiologische und in
zweiter Linie eine anatomische und technische Herausforderung [Hilsmann 2001].
Nicht nur das pulpale Weichgewebe, sondern auch das zirkumpulpale Dentin der
Wurzelkanalwand kann mit Mikroorganismen und deren Stoffwechselprodukten
(Endotoxinen) kontaminiert sein [Peters 2003]. Das Bakterienprofil im infizierten Kanal
variiert interindividuell stark in Qualitat und Quantitat. Jedes Individuum zeigt eine
einzigartige mikrobielle Flora, die nicht nur reich an Arten, sondern auch an
Erregerzahlen ist [Rocas et alii (et al.) 2008].

Das Endodont eines Zahns mit nekrotischer Pulpa weist bis zu 100 Millionen Bakterien
auf [Hulsmann 2001]. Sassone und Kollegen untersuchten mittels DNA-Proben das
bakterielle Profil der nekrotischen Pulpa [Sassone et al. 2007]. Sie fanden in
absteigender Reihenfolge: Enterococcus faecalis (89.3 %), Campylobacter gracilis
(89.3 %), Leptotrichia buccalis (89.3 %), Neisseria mucosa (87.5 %), Prevotella
melaninogenica (86.6 %), Fusobacterium nucleatum ssp. vincentii (85.7 %),
Eubacterium saburreum (75.9 %), Streptococcus anginosus (75,0 %), und Veillonella
parvula (74,1 %) [Sassone et al. 2007]. 90 % der gefundenen Bakterien waren obligate
Anaerobier, wobei Kokken mit ca. 40 % den Hauptanteil stellten. Dahingegen wurden
Pilze (Candida albicans) nur vereinzelt nachgewiesen [Borssen et al. 1981].

Bei der Wurzelkanalbehandlung werden die Priméarinfektionen mit nekrotischem
Gewebe von den Sekundarinfektionen bei endodontischem Misserfolg unterschieden
[Gangler et al. 2010]. Bei der Primarinfektion mit einer nekrotischen Pulpa besteht die
bakterielle Flora zum gro3ten Teil aus obligat anaeroben Bakterien [Gangler et al.
2010]. Es handelt sich hierbei in den meisten Fallen um fortgeleitete Infektionen von
karibsen Lasionen, ohne dass eine Behandlung der Pulpa vorausgegangen ist
[Heidemann 2001].

Sekundarinfektionen entstehen nach erfolgter Wurzelkanalbehandlung durch
Bakterienpersistenz oder durch Reinfektion. Dies kann durch unzureichende

Aufbereitung der Kanale, ungeniugende chemische Desinfektion, anatomische

16



Literaturtibersicht

Varianzen, unzureichende Hygienemalinahmen wahrend der Wurzelkanalbehandlung
oder unzureichende insuffiziente koronale Verschlisse bedingt sein [Heidemann
2001]. Sekundéarinfektionen werden auch als endodontische Misserfolge bezeichnet.
Hier dominieren grampositive fakultativ anaerobe Bakterien, von denen der
Enterococcus faecalis am haufigsten auftritt. Dieser gilt in der Endodontie als
Problembakterium und ist mit konservativen Desinfektionsmaflinahmen nur schwer zu

bekampfen [Géangler et al. 2010].

4.2.1 Enterococcus faecalis

Enterokokken sind grampositive, meist paarweise angeordnete Streptokokken, die
sich bei einem pH-Wert von 9,6 in einem Medium mit 6,5 % Kochsalz vermehren. Sie
sind gegen Temperatureinflisse (10-45 °C) und Gallensalze weitgehend
unempfindlich. Die Aesculinspaltung ist eine charakteristische Stoffwechselleistung,
die zum Bakteriennachweis genutzt wird. Die haufigsten Vertreter der Enterokokken
sind: Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium. Sie machen mehr als 50 % der
physiologischen aeroben Darmflora aus [Hof et al. 2005] (Abb.2).

Abb.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von

Enterococcus faecalis.Quelle:http://www.genome.gov/images/
press_photos/highres/20024-300.jpg

In der Zahnmedizin wird dieser Mikroorganismus haufig bei asymptomatisch
persistierenden endodontischen Infektionen beobachtet [Stuart et al. 2006]. Gomes
und Kollegen fihrten PCR-Analysen von Proben aus Wurzelkanadlen mit nekrotischen
Pulpen und von Proben endodontischer Misserfolge durch. Dabei wurde gezeigt, dass
E. faecalis in lediglich 4 % der Proben aus nekrotischen Pulpen, aber in 42 % der
Proben aus endodontischen Misserfolgen nachweisbar war [Gomes et al. 2006].
Aussagen zur Pravalenz dieses Bakteriums im infizierten Kanal variieren zwischen 24
und 77 % [Stuart et al. 2006]. Der pulpenlose Kanal scheint ein perfektes Biotop fur
dieses Bakterium zu sein [Zehnder et al. 2009].
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Das ist durch die Virulenzfaktoren des E. faecalis erklarbar: Zum einen kann er in die
Dentintubuli  migrieren, andererseits konkurriert er erfolgreich mit anderen
Mikroorganismen und kann trotz Nahrstoffmangel lange Zeit im Kanal Uberleben
[Stuart et al. 2006].

4.3 Wurzelkanalaufbereitung

Die Wurzelkanalaufbereitung gehort zu den elementaren Voraussetzungen einer
erfolgreichen Wurzelkanalbehandlung. Ob die Aufbereitung nun manuell oder
maschinell durchgefihrt wird, ist weniger relevant als die Tatsache, dass Uberhaupt
mechanisch aufbereitet wird [Hilsmann 2001]. Bei einer defizitaren oder fehlenden
Wurzelkanalaufbereitung vor der definitiven Wurzelkanalfiillung ist die sekundare

Infektion des Kanalsystems unaufhaltbar.

4.3.1 Mechanische Wurzelkanalaufbereitung

Bei der mechanischen Wourzelkanalaufbereitung wird die bakteriell infizierte
Dentinwand entlang des urspringlichen Wurzelkanals abgetragen, wobei dieser
Abtrag der Wand nicht zu einer Gbermafigen Schwachung des Zahnes bzw. der
Wourzel selbst fihren sollte. Daflr ist die Einhaltung der anatomischen Form eines
Kanals wahrend der Behandlung entscheidend.

Allgemein wird die manuelle von der maschinellen Wurzelkanalaufbereitung

unterschieden.

4.3.2 Chemo-mechanische Wurzelkanalaufbereitung

Der Goldstandard der Wurzelkanalaufbereitung ist die chemo-mechanische
Praparation, eine Kombination aus mechanischer Aufbereitung und Spilung des
Wurzelkanals mittels antimikrobieller Losungen. Die Spullésungen werden zwischen
den einzelnen AufbereitungsgrofRen und -schritten angewendet. Bei Betrachtung der
Anatomie des Wourzelkanals wird verstandlich, warum die chemo-mechanische
Aufbereitung die groldte Effizienz zeigt: Die Pulpa-Dentin-Einheit ist durch die
Dentintubuli miteinander verbunden. Verschiedene Mikroorganismen kdnnen sich in
diesen Dentintubuli festsetzen, wobei Penetrationstiefen von bis zu 200 pum erreicht
werden [Shovelton 1964]. Enterococcus faecalis kann sogar bis zu 400 pm in die

Dentinkanalchen eindringen [@rstavik und Haapasalo 1990].
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Akzessorische Kanale, die sich in laterale und Furkationskanale unterteilen lassen,
erschweren die mechanische Aufbereitung. Es ist bekannt, dass anatomische
Gegebenheiten wie Dentintubuli und akzessorische Kanale sich nicht mit alleiniger
mechanischer Technik erreichen und reinigen lassen. Zudem muss davon
ausgegangen werden, dass nicht alle Bereiche eines Wurzelkanals gleichméafig
bearbeitet werden kdnnen. Es bleiben immer unterschiedlich ausgedehnte nicht-

instrumentierte Wandbezirke zuriick [Hilsmann 2001].

4.4 Desinfektionsmal3nahmen bei Wurzelkanalbehandlun  gen

Da die Wurzelkanalbehandlung darauf abzielt, eine dauerhafte Bakterienfreiheit zu
gewahrleisten, wird neben der mechanischen Aufbereitung auch der Einsatz von
Desinfektionsmitteln im Sinne der chemo-mechanischen Préaparation postuliert. Zu den
DesinfektionsmalRnahmen gehdren in erster Linie die Spullésungen, die wéhrend einer

Wourzelkanalaufbereitung eingesetzt werden.

4.4.1 Spullésungen

Spullésungen sind ein zentraler Bestandteil der chemo-mechanischen Aufbereitung
von Wurzelkanalen. Es wird empfohlen, nach jeder verwendeten Feile und Feilung 2-
5 ml Natriumhypochlorit-Spillésung zu verwenden. Eine Abschlussspilung sollte mit
10-20 ml nach einer Aufbereitung von mindestens ISO-Gro3e 35-40 im apikalen
Wurzeldrittel stattfinden [HUlsmann et al. 2000]. Um die Gefahr der apikalen Extrusion
der Spullésung zu verringern, darf es zu keiner Klemmwirkung der Nadel im Kanal
kommen [Hilsmann et al. 2000, Bradford et al. 2002, Serper et al. 2004].

Hulsmann (2001) hat hinsichtlich ihrer primaren Bedeutung folgende Anforderungen
an endodontische Spullésungen entwickelt:

1. Auflésung organischen und anorganischen Kanalinhalts in fir Wurzelkanal-
instrumente schwer zuganglichen Bereichen
Desinfektion des Wurzelkanalsystems
Abtransport der Dentinspane und dadurch Verhinderung der Blockbildung

Gleitmittel fur die Feilen

a k~ w0nN

Bleichwirkung auf die koronale und radikulare Zahnhartsubstanz
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4.4.1.1 Natriumhypochlorit

Natriumhypochlorit (NaOCl) hat sich in der Endodontie als Standardspullésung
durchgesetzt. Eine Vielzahl von Studien zeigte, dass NaOCI in vivo im Vergleich zu
physiologischer Kochsalzlosung (NaCl) in Kombination mit der mechanischen
Aufbereitung eine deutlich hohere Bakterienreduktion erzielt [Bystrom et al. 1983,
Dalton et al. 1998, Shuping et al. 1999]. Neben seinen antimikrobiellen Eigenschaften
besitzt es zudem die Fahigkeit, nekrotisches Gewebe aufzulésen [Hand et al. 1978,
Andersen et al. 1992, Yang et al. 1995, Turkin et al. 1997]. Je hoher die Konzentration
und applizierte Menge des NaOCIl ist, desto gewebeauflosender wirkt es [Dakin 1915,
Thé 1979]. Dabei wird durch eine Temperaturerhéhung der NaOCI-Lésung bei
niedrigen Konzentrationen eine Erhdhung der gewebeaufldésenden Wirkung
hervorgerufen. Zudem bewirkt NaOCI eine Neutralisation der Bakterienzellwande
[Buttler et al. 1982, Haight Ponce 1999]. Die bleichende und oxidierende Wirkung des
basischen Natriumhypochlorits (NaOCI 5,25 %: pH-Wert 12,12) beruht auf dem Gehalt
an HOCI-Molekulen. Die freien OH™-, CI- und OCI-lonen wirken korrodierend, d.h. sie
zerstoren allmahlich Gewebe in der Umgebung. NaOCI wird durch den Zerfall in Na*-
und Cl—lonen, bei Kontakt mit organischem Material, inaktiviert. Dabei wird
nekrotisches und vitales Gewebe aufgelost.

Siqueira und Kollegen bestétigten die Aussage von Hiullsmann, dass die Konzentration
der verwendeten Spuillésung eminent weniger Einfluss auf die Effektivitat der Spilung
hat als die Quantitdt der verwendeten LOosung. Sie untersuchten den Einfluss der
Konzentration von NaOCI auf die Bakterienreduktion an extrahierten Zéahnen [Siqueira
et al. 2000]. Dabei konnten keine Unterschiede in der Effektivitat von 1-, 2,5- und 5,25-
%igem NaOCI festgestellt werden, auch nicht in Bezug auf die Reduktion von
Enterococcus faecalis [Siqueira et al. 2000]. Bedeutend ist nicht nur, dass NaOCI ein
breites antimikrobielles Spektrum abdeckt, sondern auch die Fahigkeit zur Auflésung
von nekrotischem Restgewebe hat [Zehnder 2006].

NaOCI reagiert mit Proteinen unter Bildung von Chloramin. Dabei zerfallen die
Proteine, was dementsprechend auch zu einem Zerfall von Pus und nekrotischem
Gewebe fihrt [Hulsmann 2001]. Die gewebeauflosenden Eigenschaften des NaOCI
nehmen mit ansteigender Konzentration und applizierter Menge zu. Zudem ist die
lytische Potenz auch abhéngig von der Beschaffenheit des aufzuldsenden Gewebes
und dauert nur so lange an, wie freies Chlor in der Losung vorhanden ist [Grawehr et

al. 2003].
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Bei Konzentrationen unter 1 % wird NaOCI bei Kontakt zu vitalem Gewebe durch das
Blut fortgeschwemmt, ohne toxische Wirkungen zu hinterlassen [Baumgartner 1992,
Hulsmann 2001].

Je hoher die Konzentration des Hypochlorits, desto hoéher ist auch die
Wahrscheinlichkeit, dass vitales Gewebe geschadigt wird [Spangberg et al. 1973].
Dabei ist die Liegedauer des NaOCI von Bedeutung. Im Vergleich zu Chlorhexidin,
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Zitronensaure und Phosphorséaure gelingt es NaOCI
schon nach einer Minute, einen vitalen Biofilm, wie er auch im Bereich der
Wourzelkandle zu finden ist, zu zerstdren [Arias-Moliz 2009, Vianna et al. 2009]. Peters
und Wesselink zeigten, dass nach vollstandiger Instrumentierung und intensiver
Spulung mit NaOCI zwischen 50 und 70 % der infizierten Kanéle von kultivierbaren
Bakterien befreit wurden [Peters und Wesselink 2002]. Anatomisch bedingt nimmt die
Desinfektionskraft durch die konische Form des Kanals von koronal nach apikal und
von zentral nach peripher stark ab [Buck et al. 2001].

Wenn konzentriertes NaOCI Uber den Apex hinaus gepresst wird, kann es zu schweren
Schaden wie postoperativer Schwellung, Schmerzen und Nekrosen im Bereichen des
Apex kommen [Caligkan et al. 1994, Cymbler et al. 1994, Brown et al. 1995]. Zudem
besteht die Gefahr der Entstehung eines Emphysems; auch ein allergisches Potenzial
ist nicht zu negieren [Jeansonne et al. 1994, Yesilsoy et al. 1995, Sen et al. 1995,
Segura et al. 1999]. Um potenzielle Schadigungen bei der Apexubertretung zu
vermeiden, wird haufig niedrig konzentriertes NaOCI als Kanalspulung empfohlen, da
es hierbei nur zu einer diskreten Gewebsantwort kommt [Reeh und Messer 1989]. Eine
ausreichende Vorsicht bei der Verwendung von NaOCI wird gefordert [Joffe et al.
1991].

Eine weitere positive Eigenschaft des NaOCI ist die Fahigkeit zur Inaktivierung von
Endotoxinen. Endotoxine sind Zerfallsprodukte von Bakterien, die im Korper
verschiedene physiologische Reaktionen, meist Entzindungsreaktionen oder
Apoptose, auslosen [Buttler et al. 1982]. Endotoxine werden durch NaOCI blockiert
[Buttler et al. 1982] und die Wurzeloberflache wird von deren Aktivitat befreit
[Sarbinoff et al. 1983].

NaOCI weist Eigenschaften auf, die fir die Endodontie von zentraler Bedeutung sind:
die desinfizierende und die gewebeauflésende Wirkung sowie den Endotoxin-

neutralisierenden Effekt. In Kombination mit einer ultraschallaktivierten Aufbereitung
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erhoht sich dieser Effekt; vor allem im apikalen Drittel der Wurzel kénnen der Biofilm

inaktiviert und die Dentintubuli freigelegt werden [Mozo et al. 2014].

4.4.1.2 Chlorhexidin (CHX)

Die Abkiurzung CHX steht fur Chlorhexidin, ein zweifach positiv geladenes Biguanid.
Fur medizinische Behandlungen wird zumeist das Gluconat, ein Anion der
Gluconsaure, verwendet. 1970 wurde die plaqueunterbindende Wirkung erstmals
beschrieben [Lée und Schiott 1970]. Diese beruht auf der starken Affinitéat zu Anionen
und damit auf der Blockade der Bindungsstellen der oralen Mikroorganismen an den
Zahnen [Ayhan et al. 1999]. Die antiseptische Wirkung des CHX grundet auf der
Fahigkeit, sich in bakterielle Membranen einzufiigen und so die Bakterienzellmembran
zu zerstoren und damit den Verlust kleiner Molekile und die Ausfallung
zytoplasmatischer Proteine zu provozieren. CHX wirkt vor allem gegen grampositive
Kokken, in hoheren Dosen auch gegen gramnegative Bakterien, Pilze und Viren
[Greenstein et al. 1986, Johnson 1995].

Ein Effizienzvergleich zwischen CHX und NaOCI weist widersprichliche Ergebnisse
auf: Mehrere Studien weisen CHX in der endodontischen Anwendung eine aquivalente
Desinfektionskraft wie NaOCI nach [Seichter et al. 1987, Jeansonne et al. 1994, White
et al. 1999]. @rstavik und Haapasalo verglichen eine 0,2%ige CHX- und 5,25%ige
NaOCI-Losung. Sie stellen fest, dass es keine Unterschiede beziglich der
Desinfektionstiefe in den Dentintubuli gibt [@rstavik und Haapasalo 1990]. CHX und
NaOCI wurden bei einer Studie von Komorowski und Kollegen (2000) mit einer
Einwirkzeit von 5 Minuten getestet, ohne dass sich Unterschiede zeigten [Komorowski
et al. 2000]. Wahrend Gomes und Kollegen nach sieben Tagen Einwirkzeit von CHX
und NaOCI, eine Uberlegenheit von CHX nachwiesen [Gomes et al. 2000],
beschrieben Ayhan und Kollegen eine Uberlegenheit von 5,25%igem NaOCI im
Vergleich mit 2%iger CHX-L6sung [Ayhan et al. 1999]. Die Wirkung von CHX ist wie
die von NaOCI konzentrationsabhangig: Eine schnellere Bakterienelimination kann mit
einer héher konzentrierten Lésung von CHX erzielt werden, wobei eine Konzentration
von 2 % dieser Losung effektiver ist als eine Konzentration von 0,2 % [Wennberg et
al. 1980].

CHX ist zu einem unverzichtbaren Wirkstoff in der Zahnmedizin geworden und wird
auch als bedeutendes Desinfiziens in der Endodontie gewertet [Klimm et al. 1989,

Guldener et al. 1993]. Wird es in Kombination oder als Wechselspilung mit NaOCI
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verwendet, sollte zwischen beiden Lésungen eine Zwischenspullung stattfinden, da
beide Substanzen chemisch miteinander reagieren und sich dadurch ein schwer
I6sliches Zerfallsprodukt, Parachloranilin, an der Dentinoberflache préazipitiert und
dadurch die Dentintubuli verschlie3en kann [Basrani et al. 2007, Bui et al. 2008].

Da CHX keine gewebsauflosenden Eigenschaften =zeigt, Endotoxine nicht
neutralisieren kann und auch das Kanalsystem nicht chemisch reinigt, ist es dem
NaOCI gegenuber benachteiligt [Zehnder 2006]. Durch die Substantivitat am Dentin,
die gute Biovertraglichkeit und die antimikrobielle Wirkung ist es als Zusatzspulung
trotzdem unverzichtbar geworden [White et al. 1999]. Wenn es, wie oben beschrieben,
in einer Konzentration von 0,2 bis 2 % verwendet wird, kann CHX als Zusatzsptilung
eingesetzt werden. Besonders effizient ist der Wirkstoff bei Revisionen, da hier
Bakterien und Fungi auftreten, die gegen NaOCI resistent sein kdnnen [Barthel et al.
2006].

4.4.1.3 Weitere Spullésungen

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) gehort zur Gruppe der Chelatoren und ist ein
Komplexbildner. 1957 wurde EDTA von Nygaard Ostby in die Endodontie eingefiihrt,
um Dentin zu erweichen, die Schmierschicht zu entfernen und dadurch die
Aufbereitung zu erleichtern. EDTA wirkt in Konzentrationen von 10 bis 17 % in
wassriger Losung als potenter Chelatbildner [Baumgartner et al. 1987] und ist in der
Lage, Kalzium aus dem Dentin herauszulésen. Durch die Auflésung der
Schmierschicht werden die Eingadnge der Dentinkanalchen freigelegt, was die
Penetrationstiefe anderer desinfizierender Loésungen erhoht. Durch die geringe
Zytotoxizitdt ist es eine biokompatible Spilung, die adjuvant zu anderen

desinfizierenden Spullésungen eingesetzt wird [Hata et al. 2001, Guerisoli et al. 2002].

4.4.2 Medizinische Einlagen

Medizinische Einlagen sind unterstitzende Malinahmen bei der
Wurzelkanalbehandlung im Sinne einer Langzeitdesinfektion. Vor allem wenn der
betroffene Zahn bzw. das periapikale Gewebe akut entzindet sind, kdnnen
medizinische Einlagen eine schmerzlindernde Mdglichkeit darstellen, eine weitere
Bakterienreduktion zu erreichen [Vera et al. 2012]. In direktem Kontakt wirken
medizinische Einlagen in hohen Verdinnungen (z. B. Agardiffusionstest) effektiv

gegen Bakterien [Spangberg 1981, Gomes et al. 2003].

23



Literaturiibersicht

Bei gramnegativen Bakterien (wie E. faecalis) wird die desinfizierende Wirkung durch
die Schadigung der duReren Bakterienmembran erzeugt. Der Trend in der Endodontie
bewegt sich aber weiter weg von den Multiple-visit-Behandlungen mit Unterstiitzung
einer medizinischen Einlage. Im Rahmen der Multiple-visit-Therapie besteht das Risiko
einer Rekontamination durch eine undichte provisorische Fillung sowie einer
unvollstandigen Entfernung des Kalziumhydroxids [Ma et al. 2015a, Ma et al. 2015b].
Das  One-visit-Protokoll  sient  vor, dass als alleinige  chemische
Behandlungsmalinahme in Kombination mit der Aufbereitung Spullésungen eingesetzt
werden und so die im Wurzelkanal befindlichen Bakterien durch die Spilung mit einem
antibakteriell wirksamen Spilprotokoll, welches primar NaOCI enthalt, abgetttet
werden [Hope et al. 2010, Waltimo et al. 2005].

4.4.2.1 Kalziumhydroxid

Kalziumhydroxid (Ca(OH)z) wird in der Endodontie als wassrige Suspension benutzt.
Durch die anerkannte antimikrobielle Wirkung ist es das Mittel der Wahl fir eine
desinfizierende Wurzelkanaleinlage. Die stark alkalische Eigenschaft des
Medikaments (pH 12) bewirkt, dass es in wasseriger Lésung zu Kalzium- und
Hydroxylionen dissoziiert. Hydroxylionen sind stark oxidierend wirkende, freie
Radikale. Diese reagieren mit zahlreichen organischen Stoffen. Die desinfizierende
Wirkung wird durch die Permeabilitatsschadigung der Zellmembran der Bakterien,
durch Proteinschadigung und durch die Blockade von Bakterienenzymsystemen
erreicht. Sie ist durch die konstante Abgabe von Hydroxylionen ins Dentin bedingt.
Neben der antibakteriellen Wirkung ist das Ca(OH)2 in der Lage, eine
gewebeauflosende Wirkung zu entfalten [Muschol 1981, Wadachi et al. 1998, Grawehr
et al. 2003], Knochenneubildung anzuregen [Sjogren et al. 1991], Lipopolysaccharide
zu neutralisieren [Estrela et al. 2001] und bakterielles Wachstum zu hemmen
[Dammaschke et al. 2005]. Dabei wird der pH-Wert an der Wurzeloberflache nicht so
stark erhoht, dass das umliegende Gewebe geschadigt wird [Schafer et al. 1999,
Haapsalo et al. 2000].

Die spezielle antimikrobielle Wirkung wird bis heute kontrovers diskutiert. Einerseits
gibt es Wissenschaftler, die die Wirkung von Ca(OH)z gegeniiber Enterococcus
faecalis als gering erachten [Tronstad et al. 1981, @rstavik und Haapasalo 1990,

Nerwich et al. 1993, Schafer et al. 2005]; andere wiederum bestatigen eine
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Wirksamkeit von Ca(OH)2 gegen Enterococcus faecalis [Safavi und Nichols 1993,
Barnhart et al. 2005, Lana et al. 2009].

Eine Erklarung fur die unterschiedliche Einschatzung der bakterienreduzierenden
Wirkung von Ca(OH):lasst sich durch die Tatsache erklaren, dass Ca(OH)zim Kontakt
zum Dentin in seiner stark alkalischen Natur deutlich abgepuffert und dadurch in seiner
Wirkung eingeschrankt wird [Lana et al. 2009]. Andererseits wird den Bakterien durch
die Absorption des Kohlendioxids durch Ca(OH): eine lebenswichtige Grundsubstanz
geraubt. Eine Kombination aus Chlorhexidin und Ca(OH)2 kann in zwei Tagen den
Bestand von Enterococcus faecalis aus dem Wurzelkanal stark reduzieren [Schafer et
al. 2005]. Ein grof3er Vorteil von Kalziumhydroxid ist, dass es lediglich eine schwache
Toxizitat besitzt und somit eine wertvolle Erganzung zur Wurzelkanalspilung darstellt
[Kogkapan et al. 2003]. Nachteil dieser medikamentdsen Einlage ist die schwere
Entfernbarkeit aus Kanalwandbezirken, die nur schwer zu instrumentieren oder durch
Spullésungen kaum zu erreichen sind. Dadurch kénnen bis zu 45 % der
Kanaloberflache durch Kalziumhydroxid bedeckt sein [Lambrianidis et al. 1999]. Dies
kbnnte zu einer unzureichenden Penetration des Sealers in die Dentintubuli und
dadurch zu einer verringerten Dichtigkeit der Wurzelkanalftillung [Margelos et al. 1997]

fuhren. Eine Rekontamination ware daher nicht ausgeschlossen.

4.4.2.2 Chlorhexidin-Gel als medikamentése Einlage

Die Bakterieneliminierung im Wurzelkanal wird zunehmend durch die Anwendung von
CHX-Gel unterstitzt. Durch sie kdnnen Resistenzbakterien erreicht werden, die mit
lokalen Antibiosen und der Verwendung von Ca(OH)znicht zu eliminieren sind [Schafer
et al. 2005]. Untersuchungen zur Biokompatibilitat konnten zeigen, dass
Konzentrationen von 0,1 bis 2 % CHX im Wurzelkanal toxikologisch unbedenklich sind
[Yesilsoy et al. 1995]. In einer Studie von 2005 wurde die Effektivitat von 2%igem CHX
in Kombination mit Ca(OH)2 und als alleinige MalRhahme gegeniber Enterococcus
faecalis geprift; dabei zeigte CHX-Gel als alleinige Einlage die besten Resultate

hinsichtlich der Bakterienreduktion [Schafer und Béssmann 2005].
4.4.3 Adjuvante Desinfektionsmaflinahmen
In der Medizin wird fortwahrend nach Madglichkeiten zur optimalen Desinfektion

gesucht. Bei den adjuvanten DesinfektionsmalBhahmen handelt es sich um
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unterstitzende DesinfektionsmafRnahmen des Wurzelkanals. Die in dieser Arbeit

untersuchten Desinfektionsmaflinahmen sind die Ozon- und Laserapplikation.

4.4.3.1 Ozon

Ozon (O3) ist in der organischen Chemie das klassische Reagenz fur die Spaltung
einer Kohlenstoff-Doppelbindung. Es handelt sich um ein unbestandiges, farbloses bis
blaues, hochgiftiges Gas. Schon in gro3en Verdinnungen wird der Geruch als
unangenehm wahrgenommen [Bringmann 1954, Filippi 1999]. Durch den Zerfall eines
Sauerstoffmolekiils (O2) entsteht atomarer Sauerstoff O, der die Grundlage der
Ozonwirkung darstellt.

Der atomare Sauerstoff ist hochreaktiv und verbindet sich sofort mit Oz zu Ozon. Ozon
kann auch photochemisch durch Strahlen kurzer Wellenlange gebildet werden. Vor
allem die ultravioletten Strahlen wandeln einen Teil des Sauerstoffs in Ozon um. Die
Inaktivierung von Bakterien durch Ozon wird durch eine Oxidationsreaktion erreicht,
wobei freie Radikale an der Bakterienmembran reagieren. Viren verlieren bei Kontakt
mit Ozon ihre Replikationsfahigkeit. Bei der Bekampfung gegen Cholera- und
Typhusbakterien wurde Ozon zur Wasserdesinfektion eingesetzt [Fischer et al. 1978],
da Ozon, verglichen mit Chlor, im Wasser eine schnellere Wirkung entfaltet [Prucha
1986, Wallhau3er 1995]. Jedoch sind nicht alle Mikroorganismen gleich stark
ozonempfindlich. Ozon nimmt heute einen grof3en Platz in der Aufbereitung von
Wasser ein, da die Qualitatssicherung von Trinkwasser, Schwimmbadwasser und
Abwasser durch Ozon erreicht wird [Wolff 1920, Rice et al. 1981, Joret et al. 1982,
Filippi et al. 1991, Masschelein 1995]. Zudem wird durch die Ozonbehandlung des
Wassers gleichzeitig eine Verbesserung der organoleptischen Eigenschaften wie
Farbe, Geschmack und Geruch erreicht [Wolff 1920, Filippi et al. 1991, Masschelein
1995]. Die Ozonbehandlung von nekrotischen Wurzelkandlen wurde schon Anfang
des letzten Jahrhunderts untersucht und spater auch durchgefihrt [Overdiek und
Honrath 1951].

Heute findet Ozon in der Zahnmedizin verschiedene Anwendungsmaoglichkeiten: zur
Desinfektion herausnehmbarer Prothesen, zur adjuvanten Behandlung karibser
Kavitaten und exponierter Wurzelkariesoberflachen, bei bakteriellen Erkrankungen
des Wurzelkanals, praventiv bei hohem Kariesrisiko und wahrend der Therapie mit
Multibandapparatur in der Kieferorthopadie [Henriques und Moritz 1947, Baysan 2002,
Abu-Naba’a et al. 2003, Huth et al. 2004, Santoro et al 2005, Millar und Hodson 2007,
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Stoll et al. 2008, Johansson et al. 2009]. Aufgrund der Toxizitdt muss bei der
Behandlung von Ozon sehr sorgféltig vorgegangen werden, um Schaden am Patienten
zu verhindern. Eine Studie von 2006 zeigte, dass Ozongasgerate in der Zahnmedizin
unbedenklich sind, sofern sie akkurat und vorschriftsmaflig genutzt werden [Millar und
Hodson 2007]. 2003 wurde von der Firma KaVo das Ozongasgerat, HealOzone, auf
den Markt gebracht (Abb.3).

Abb. 3: HealOzone® Gerét.
Quelle:http://mww.31108281.com/upload/image/HealOzone.jpg

Die Ozonkonzentration bei diesem Gerét liegt bei 2100 ppm. Uber eine sterile Einmal-
Silikonkappe wird der zu behandelnde Zahn gegentber der Umgebungsluft
abgedichtet. Nachdem unter der Silikonkappe durch eine Pumpe ein stabiler
Unterdruck erzeugt wird, kann das Ozon freigesetzt werden. Erzeugt wird das Ozon in
einem Ozongenerator. Uber einen Schlauch wird es in das Handstiick geleitet, aus
dem es dann mit einer Geschwindigkeit von 5 m/s austritt. Bei Unterbrechung des
Unterdrucks kommt es zu einem sofortigen Stopp der Ozonzufuhr. Dadurch wird
gewahrleistet, dass Ozon nicht unerkannt in den Mund oder in die Umgebungsluft
entweicht. Ist die Behandlung beendet, wird das Uberschissige Ozon wieder
abgesaugt und in Sauerstoff umgewandelt. Eine Studie von 2009 beschaftigte sich mit
der dosisabhangigen Wirkung des gasformigen Ozons: Nach dreiwdchiger Anzucht
von C. albicans im Wurzelkanal konnte durch die Applikation von gasformigem Ozon
nach 2,5 Minuten und einer Konzentration von 1 g/m?3 als auch bei einer Konzentration
von 53 g/m3 und einer Applikationsdauer von einer Minute eine vollstdndige
Bakterienelimination stattfinden [Huth et al. 2009].

Dagegen konnten in einer weiteren Untersuchung lediglich geringe antibakterielle
Erfolge des Ozons gegentuber E. faecalis erreicht werden [Hems et al. 2005]. Andere
Studien, die sich auf das Problembakterium E. faecalis fokussierten, zeigten
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abweichende Resultate: Bei bovinem Dentin, das mit E. faecalis besiedelt war, konnte
durch die antibakterielle Wirkung eine Bakterienzahlreduktion nachgewiesen werden
[Nagayoshi et al. 2004]; ebenso konnte bei alleiniger Behandlung mit gasférmigem
Ozon eine mediane Bakterienzahlreduktion um vier Zehnerpotenzen im Wurzelkanal
erzielt werden [Noetzel et al. 2009 b]. Die Ergebnisse zur Anwendung und
therapeutischen Wirkung des Ozons in der Endodontie sollten jedoch durch weitere

Versuchsreihen gefestigt werden.

4.4.3.2 Laser

Neben der Parodontologie und der Chirurgie kommt der Laser auch im Bereich der
Endodontie zum Einsatz. Aufgrund der Morphologie der Wurzelkanale kommt es
oftmals zu einer unvollstindigen mechanischen Aufbereitung [Frentzen et al. 1991].
Hier bietet der Einsatz des Lasers Vorteile, da dessen Strahlen ungehindert in kleinste
Bereiche vordringen kénnen. In der Endodontie wurde vor allem die Beseitigung der
Schmierschicht durch Einschmelzung mit Infrarotlasern untersucht [Weichmann et al.
1971, Frentzen 2002]; Kimura und Kollegen (2000) zeigten, dass durch den CO2- und
Nd:YAG-Laser die Schmierschicht entfernt werden konnte [Kimura et al. 2000]. Um mit
den verschiedenen Lasergeraten im Wurzelkanal arbeiten zu kdnnen, muss ein
dunnes flexibles Ubertragungssystem vorhanden sein [Giardino et al. 2009], durch das
der Laserstrahl appliziert wird. Dabei ist ein Durchmesser von 200 ym optimal. Die
Entwicklung graziler Lichtleiter, die fir die Ubertragung hoher Energiedichten geeignet
sind, ermdglicht klinisch relevante Manipulationen im Wurzelkanal [Frentzen 2002].
Laseranwendungen tragen adjuvant zur konventionellen Wurzelkanalaufbereitung
dazu bei, den klinischen Behandlungserfolg zu verbessern [Miller 1995]. Sie sind als
alleiniges Mittel nicht einsetzbar, da die individuell gekrimmten Wurzelkanale keine
vollstandige Aufbereitung durch den Laser zulassen.

In der Lasertechnologie gibt es eine Vielzahl von verschiedenen Lasersystemen, die
nach Art des Lasermediums eingeteilt werden:

* Helium-Neon-Laser
» Edelgasionenlaser
* CO2-Laser

* EnrYAG-Laser

+ Diodenlaser
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Die Helium-Neon-Laser, welche zu den Neutralatomlasern gehoren, und die
Edelgasionenlaser haben den Vorteil, dass sie Uber eine gute Strahlenqualitat
verfugen, weil sie verlustarmer und auch homogener sind. Zu den Edelgaslasern
gehoren der Argon- und der Kryptonionenlaser. Beim COz-Laser handelt es sich um
einen Molekilgaslaser mit hoher Ausgangsleistung und entsprechend hohem
Wirkungsgrad. Der Erbium:YAG-Laser (Er:YAG) ist ein Festkorperlaser, welcher aus
einem Halbleitermaterial besteht, das in ein Yttrium-Aluminium-Garnet-Metallgitter
eingelagert ist. Die Energie dieses Lasers wird an fast allen Oberflachen von
Biomaterialien absorbiert. Durch Erhitzen und Verdampfen der intrazellularen
Flissigkeit und das daraus resultierende Zerplatzen der Bakterien wird die bakterizide
Wirkung der Laserstrahlen erreicht [Mehl et al. 1999].

Der in der vorliegenden Untersuchung verwendete Diodenlaser findet in der Medizin
Anwendung in der Diagnostik, des Weiteren auch als therapeutisches Instrument und
als Positionierungshilfe bei medizintechnischen Geraten. Hier wird elektrische Energie
in koharente Strahlung umgewandelt. Damit gehoért er zu den effizientesten
Energieumwandlern. Zusatzlich sind der groRe Wirkungsgrad, die Kompaktheit und
die lange Lebensdauer als besondere Vorteile des Diodenlasers zu nennen
[Mohammadi 2009]. Bergmans und Kollegen zeigten, dass durch die Laserbestrahlung
Zellen bakterieller Biofilme bis in tiefere Zellschichten abgetdtet werden kdénnen
[Bergmans et al. 2006] . Wahrend Noetzel und Kollegen in ihrer Studie zur Elimination
des E. faecalis feststellten, dass durch den Er:YAG-Laser nach dreitatiger
Inkubationszeit eine mediane Reduktion der Bakterienzahl um 102 CFU/ml (colony-
forming units pro Milliliter) erreicht werden konnte [Noetzel et al. 2009 b], wurde flr
den Diodenlaser sogar eine vollstandige Bakterienentfernung von E. faecalis
nachgewiesen [De Souza et al. 2008].
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5. Fragestellung

Die Persistenz von Mikroorganismen ist oft mit einem endodontischen Misserfolg
verbunden [Gambal et al. 2003]. E. faecalis wird in der Endodontie als sogenanntes
.Problembakterium“ diskutiert, das haufig bei Sekundarinfektionen nachgewiesen
wird, aber auch bei Primérinfektionen vorkommt. Verschiedene Studien zeigen, dass
dieses Bakterium besonders schwierig zu eliminieren ist, was es zu einer veritablen
ZielgroRe fur eine Effektivitdtsuntersuchung eines Aufbereitungsprotokolls macht
[Haapasalo et al. 2000, Komorowski et al. 2000, Kaufman et al. 2005].

Das Wurzelkanalsystem muss so bearbeitet werden, dass vorhandene teilungsfahige
Mikroorganismen aus den Wurzelkanalen entfernt werden. Dazu wird standardmafig
der infizierte Wourzelkanal mechanisch aufbereitet und mit desinfizierenden
Spullésungen (NaOCI, CHX) gespdlt. Oft ist dies nicht ausreichend, um die mikrobielle
Flora der erkrankten Zéahne komplett zu eliminieren [Vera et al. 2012].

Adjuvant stehen heute verschiedene MalRBhahmen zur Verfigung, die eine weitere
Bakterienreduktion im Wurzelkanal herbeifiihren sollen; die Applikation von
gasformigem Ozon zeigte in einer Studie eine erhdhte Reduktion von E. faecalis-
Biofilmen im Vergleich zu Spullésungen [Case et al. 2012]. Auch die Anwendung des
Diodenlasers konnte in therapeutisch unzuganglichen Bereichen effektive Resultate
[Gutknecht et al. 1999] bis hin zu einer totalen Bakterienfreiheit erreichen [de Souza et
al. 2008].

Das Ziel dieser In-vitro-Studie war es, die Wirksamkeit von gasférmig appliziertem
Ozon und die Anwendung eines Diodenlasers auf die Reduktion von E. faecalis-
Biofilmen in humanen Zahnproben zu untersuchen. Im vorliegenden Studiendesign
wurde die Wirksamkeit dieser adjuvanten Desinfektionsmaflinahmen im Vergleich zur
Anwendung medizinischer Einlagen sowohl als alleiniger Behandlungsschritt als auch
in Kombination mit der chemo-mechanischen Aufbereitung untersucht.

Die erste Nullhypothese dieser Studie besagt, dass es zwischen den medizinischen
Einlagen und der Laser- und Ozon-Behandlung sowohl in Kombination mit der chemo-
mechanischen Aufbereitung als auch ohne diese keinen Unterschied in der
Wirksamkeit gegenuber Biofilmen von E. faecalis gibt. Die zweite Nullhypothese
besagt, dass es keinen Unterschied zwischen den verwendeten Spullésungen im

Hinblick auf die Reduktion von E. faecalis Biofilmen ex vivo gibt.
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6. Material und Methoden

6.1 Methodik

Die vorliegende Untersuchung wurde als kontrollierte In-vitro-Studie durchgefiihrt. Die
Vorbereitung der Zahne fand in der Zahnklinik, ABmannshauser Stral3e in 14197
Berlin, statt. Die Versuche wurden im Robert-Koch-Haus, Dorotheenstral3e in 10117
Berlin, durchgefihrt.

Insgesamt wurden vier Behandlungsablaufe mit jeweils vier Begleittherapien
untersucht, was 16 Untergruppen mit einer Probenzahl von jeweils 15 Wurzelkanalen

ergab.

6.2 Vorphase der Studie

Im Rahmen der gesamten Untersuchung wurden insgesamt 270 Wurzelkanale
(= Prufkorper) bendtigt. Davon wurden 30 fir die Vorversuche und die restlichen 240
Wourzelkanale fiur die Hauptversuche verwendet. Zur Herstellung der Prifkorper
wurden extrahierte, intakte, menschliche obere Eckzédhne verwendet. Es wurden
Zahne gewahlt, deren Wurzeln mindestens eine Lange von 19,5 mm hatten und die
einen mdglichst runden Querschnitt aufwiesen. Zadhne mit kariosen L&sionen oder
vorangegangenen Wurzelkanalbehandlungen wurden nicht verwendet.

Die extrahierten Zahne wurden vor der Behandlung mit einem Ultraschallgerat und den
entsprechenden Aufsatzen (SONICFlex®, KaVo, Biberach/RiR, Deutschland) von
Knochenresten, Gingiva, Zahnstein und sonstigen Ablagerungen befreit.

Die gereinigten Zahne wurden mit Ethylenoxid (Ethylenoxidsterilisator des
Herzzentrums der Charité) 10-12 h gassterilisiert. Dafir wurden die Z&hne in
gasdurchlassige Folien (Sterilisationsverpackung gemalfi den Anforderungen der DIN,
mit Dampf- und EO-Gas-Indikator) verpackt. Durch die chemische Sterilisation wurde
der thermolabile Zahn schonend bakterienfrei gemacht. Um alle Zahnwurzeln auf eine
einheitliche Lange von 19,5 mm zu reduzieren, wurden die Zahnkronen mit einer
speziellen Bandsage (0,2 mm; Exakt, dia-plus, Walter Messner GmbH, Oststeinbeck,
Deutschland) von den Wurzeln dekapitiert. Im Anschluss wurden die Schnittflachen
plan geschliffen (Abb. 4).

Hierzu wurde eine Schleifmaschine (Phoenix Alpha, Wirtz-Buhler, Disseldorf,

Deutschland, 150/300 U/min, universelle Schleif- und Poliermaschine) mit speziellem
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Schleifpapier (Silicon Carbide Grinding Paper, Grit 600/P1200, Wirtz-Buhler,
Dusseldorf, Deutschland) verwendet.

Abb. 4: Dekapitierter Zahn mit planer Oberflache.

Die Wurzelkanédle wurden mit Reamern (ISO 6, 8 oder 10, Antaeos, VDW GmbH,
Munchen, Deutschland) sondiert, bis die Feile apikal gerade sichtbar war. Von den
ermittelten Langen konnte 1 mm abgezogen werden, um die bengétigte Arbeitslange zu
erhalten. Mit den berechneten Langen konnten die Wurzelkandle mit
Handinstrumenten bis ISO-Gro3e 15 bzw. bei gro3en Kandlen bis 1SO-Grél3e 20
aufbereitet werden. Im Anschluss wurde mit einem kugelfdrmigen Diamantbohrer
(Diamantbohrer Komet 030, Gebr. Brasseler GmbH & Co. KG, Lemgo, Deutschland)
im koronalen Kanaleingang ein 3 mm tiefes Reservoir prapariert. Hierfir wurde der
Bohrer zentrisch in Richtung der Wurzelachse gefiihrt und bis zum Aquator des
rotierenden Instruments versenkt (Abb. 5A). Diese Bohrung diente spater als
Flussigkeitsreservoir (Abb. 5B).

Abb. 5: (A) Bohrung in eine Wurzel mithilfe eines
kugelférmigen Diamanten. (B) Entstandenes Reservoir zur
Gewabhrleistung des nétigen Flissigkeitspegels.
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Zur koronalen Erweiterung des Kanals wurde ein Gates-Glidden-Bohrer der
ISO-GroRRe 110 (GG-Bohrer Grole 4, VDW GmbH) ab der Schnittflache 6 mm
versenkt. Die weitere Aufbereitung erfolgte maschinell mit dem Flexmaster-System bis
zur ArbeitsgréRe I1ISO 30 (EndoStepper mit Flexmaster System, VDW GmbH,
Flexmasterfeile 06/30). Die apikale Ausformung der Wurzelkanédle wurde bei 180
Zahnen mit dem Flexmaster-System und der MAF ISO-Grol3e 40 (Flexmaster System,
VDW GmbH, Flexmasterfeile 02/40) durchgefiihrt. 60 der 240 Zahne wurden auf die
MAF ISO-GroRRe 60 (Flexmaster System, VDW GmbH, Flexmasterfeile 02/60)
aufbereitet. Die Einhaltung der Arbeitslangen wurde Uber die Verwendung von
Silikonstoppern an den Endodontie-Instrumenten erreicht.

Wahrend der Aufbereitung wurden die Kanéle mittels steriler Einmalkanilen
(Durchmesser: 0,35 mm, VMK Endoneedle, Vedefar, Dilbeek, Belgien) mit
physiologischer Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %, Institut fir Mikrobiologie, Charité) von
Dentinspan und Debris befreit. Um eine bessere Kanalgangigkeit zu erreichen und um
den ,Smear layer® von der bearbeiteten Dentinwand zu entfernen, wurde
Ethylendiamintetraessigsaure-Gel (FileCare EDTA 15 %, VDW GmbH) eingesetzt. Im
Anschluss fanden erneut eine Spulung und die Einlagerung fir vier Wochen in steriler

Kochsalzlésung statt. Das Lagerungsmedium wurde taglich gewechselt. Nach der

Lagerung wurden die Zahne ein weiteres Mal gassterilisiert (Gassterilisationsdauer 10-
12 h).

Abb. 6: Mit Nagellack uberzogener, zur
~ | Einbettung vorbereiteter Zahn.

Im nachsten Schritt wurden die Wurzeln an ihrer Aul3enflache mit zwei Schichten
handelstublichen Nagellacks (Kron, Liliput Nagellack ,Efeu”) Gberzogen (Abb.6).

Dadurch wurden die Wurzeln versiegelt, sodass Flussigkeit weder ein- noch austreten
konnte. Die vorbereiteten Wurzeln wurden mit speziellem Epoxid-Einbettkunststoff
(Technovit 4071, Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland) in verschliel3bare
Kunststoffhillsen (CryoTubes, Karl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

eingebettet. Die Wurzeloberkante wurde so platziert, dass sie gerade am Rand der
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Kunststoffhilse zu liegen kam (Abb. 7A). Mit steriler Watte und verformbarem Wachs
(Boxingwax, VDW GmbH, Minchen, Deutschland) wurde der zuvor mit einer Bohrung
vergroRerte Kanal provisorisch verschlossen, um ein Einflieen von Kunststoff zu
verhindern. Die passenden Schraubverschlisse zu den Kunststoffhilsen wurden an
der Innenseite des Deckels mit Silikon (Dimension Garant L, 3M ESPE AG, Seefeld,
Deutschland) geftillt (Abb. 7B) und auf die jeweiligen vorpraparierten Hilsen gesetzt.
AbschlieRend wurden vorhandene Uberschiisse entfernt.

Abb. 7: (A) In Epoxidharzkunststoff
eingebettete Wurzel in
verschlieBbarer Kunststoffhilse. (B)
Individualisierter Deckel zum
VerschlieBen der Kunststoffhilse.

Durch das Silikon in der Deckelinnenseite erhielten die Hilsen einen individuell
angepassten Verschluss (Abb. 7B). Die eingebetteten Wurzeln in den Kunststoffhilsen
und ihre entsprechenden Silikondeckel wurden beschriftet, um spater die
Zugehorigkeit zu sichern, und nochmals gassterilisiert (Gassterilisationsdauer 10-12
h).

6.3 Sterilitatskontrolle und Wachstumsreihe E. faecalis

Vor Beginn der Hauptversuche wurde eine Sterilitdtskontrolle an zehn Zahnen
durchgefiihrt. Dazu wurde eine sterile Universalnéhrlésung in die Zahne gegeben und
sieben Tage bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die verbliebene Flussigkeit
auf Universalmedien (Columbia agar with sheep blood, BD, Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, New Jersey, USA) ausplattiert. Diese wurden erneut fur 24
Stunden inkubiert und auf Bakterienwachstum kontrolliert. Es konnte kein Wachstum

in den vorhandenen Sterilitatsproben mehr nachgewiesen werden.
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In exemplarischen Proben wurde vor Beginn der Hauptversuche eine siebentagige
Wachstumsreihe durchgefuihrt, um das Wachstum des E. faecalis unter den
Versuchsbedingungen zu dokumentieren. Das TSB (Tryptic soy broth)-Medium wurde
mit einer Kolonie E. faecalis (Typstamm ATCC 29212) bei 37 °C im sterilen
Wurzelkanal bebritet (Abb. 8) und danach ausplattiert. Es wurde zusatzlich zu Beginn
die optische Dichte (OD-Messung) am Photometer (Eppendorf BioPhotometer®,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bewertet. Nach 24-stiindiger Inkubation bei 37
°C fuhrte eine Kolonie des E. faecalis im sterilen TSB-Medium zu einer Bakterienzahl
von 10° pro ml. Die OD-Messungen ergaben bei dieser Bakterienzahl einen Wert von
0,1. In regelmaRigen Abstanden wurden mittels Paperpoints Proben entnommen,
diese wurden dann gevortext und ausplattiert. Somit konnte das Wachstum von E.
faecalis unter Versuchsbedingungen nachgewiesen werden. Mithilfe der
Wachstumsreihe wurde festgelegt, dass die Zahne sieben Tage bebritet werden

sollten.

Abb. 8: Der Pfeil weist auf einen mit Nahrmedium gefillten
Wurzelkanal.

6.4 Qualitative Auswertung des Biofilms

Der Biofilm wurde mithilfe von Fluoreszenzmikroskopie (AxioPlan2 Fluorescence
Microscope, ZEISS, Jena, Deutschland) exemplarisch nachgewiesen. Die daftr
verwendeten Proben wurden analog zu den Versuchszahnen mit E. faecalis beimpft
und inkubiert. Nach der siebentdgigen Inkubationszeit wurden die Proben mit
Paraformaldehyd (3,7 %) in phosphatgepufferter Salzldsung (PBS, Verhaltnis 3:1) fur
24 Stunden bei 4 °C fixiert. AnschlieRend wurden die Proben mit steriler PBS gespult
und in einer Mischung aus Ethanol (100 %) und PBS (Verhéltnis 1:1) gelagert.
Anschliel3end erfolgte eine Einbettung der Proben in kaltpolymerisierenden Kunststoff
(Technovit 8100, Hereaus Kulzer, Hanau, Deutschland) sowie eine Fullung der

Wourzelkanadle mit diesem Material. Die Zahne wurden horizontal getrennt mit einer
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Innenlochsége (Leitz 1600, Leica, Microsysteme, Wetzlar, Deutschland) und poliert
(Schleifpapier der Kornung 400, Exakt Schleifsystem, Exakt Apparatebau). Im
Anschluss erfolgte mit einem blau fluoreszierenden Nukleinsaurefarbstoff (Farbstoff
DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindol, BIOZOL®, Institut fir Mikrobiologie der Charité)
die unspezifische Anfarbung der DNA. Die Proben konnten durch das Mikroskop

(Axioplan 2, Zeiss, Jena, Deutschland) optisch analysiert werden.

6.5 Hauptversuche
6.5.1 Gruppeneinteilung

Die 240 vorbereiteten Tube-Zahne fir die Hauptversuche wurden in vier Hauptgruppen
(jle n = 60) aufgeteilt. Diese unterschieden sich in der vorausgegangenen chemo-
mechanischen Aufbereitung und in der Art der verwendeten Spuillésung (Gruppe 1 =
keine Spulung und weitere chemo-mechanische Aufbereitung, Aufbereitung bis ISO
60; Gruppe 2 bis 4 = chemo-mechanische Aufbereitung mit 0,9%iger NaCl-Spulung
(Gruppe 2), mit 1%iger NaOCI-Spilung (Gruppe 3) und mit 0,2%iger CHX-Sptlung
(Gruppe 4), alle initial bis ISO 40 aufbereitet).

Jede dieser Hauptgruppen wurde in die vier Untergruppen a bis d (je n = 15) unterteilt.
Diese unterschieden sich durch die Art der weiteren Desinfektionsmal3nahmen (a =
Ozongasapplikation, b = Diodenlaser-Behandlung, ¢ = Kalziumhydroxid-Einlage, d =
CHX-Gel-Einlage).

Der Untersuchungsablauf, die verschiedenen Untersuchungsreihen (je n = 60) sowie

deren Untergruppen (je n = 15) sind in Tabelle 1 dargestellt:

Tabelle 1: Ubersicht der Versuchsreihen 1 bis 4 mit jeweiligen Untergruppen.

Versuchsreihe 1 2 3 4
Zahne (n =) 60 60 60 60
Primare Aufbereitung ISO 60 ISO 40 ISO 40 ISO 40
Beimpfung mit E. faecalis Ja Ja Ja Ja
Finale Aufbereitung keine ISO 60 ISO 60 ISO 60
Spulung (10 mi keine NacCl NaOCI CHX
Adjuvante Desinfektionsmaflinahmen  und Untergruppen (]

Ozon la 2a 3a 4a
Diodenlaser 1b 2b 3b 4b
Kalziumhydroxid 1c 2C 3c 4c
CHX-Gel 1d 2d 3d 4d
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6.5.2 Beimpfung mit E. faecalis

Alle Zahne der vier Hauptgruppen wurden mit 30 pl E. faecalis-Bouillon beimpft. Diese
bestand aus TSB-Medium mit 0,25%iger Glukose und einer Kolonie Enterokokken
(Typstamm ATCC 29212). Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden die tagliche
Zugabe der Nahrlésung und auch die Einsaat unter einer Abluftlamina durchgefthrt
(laminar flow antair BSK, anthos Mikrosysteme, Koln, Deutschland). Nach 24-
stiindiger Inkubation in einem 37 °C warmen Brutschrank wurden die Zahne ein
weiteres Mal nach dem gleichen Ablauf beimpft (Abb. 9). Alle Versuche wurden mit
einer Pipette (Eppendorf Reference, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und sterilen
Einmalspitzen (Pipettenspitze 200 ul, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) ausgefuhrt.
Anschlieend wurden die Proben sechs weitere Tage bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Um ein Austrocknen der Kanéle und damit einen Ruckgang der E. faecalis-
Kolonien in den Wurzelkanalen zu verhindern, wurde taglich steriles Nahrmedium in

die zu verschlieRenden Tubes bzw. Wurzelkanale eingefihrt.

Abb. 9: Cryo-Tubes mit individuell angepasster
Silikon-Kappe im verschlieBbaren Deckel,
vorbereitet zur Inkubation im Brutschrank.

6.5.3 Finale Wurzelkanalaufbereitung und finale Spulung

Die vorbereiteten Zahne wurden nach der Inkubationszeit weiterbehandelt, um die

Desinfektionsmethoden zu vergleichen:

Versuchsreihe 1:

Bei den Zahnen der ersten Versuchsreihe erfolgte nach den verschiedenen
Behandlungen keine weitere mechanische Aufbereitung und keine desinfizierende

Spulung. Nach der Beimpfung mit der E. faecalis-L6sung und der entsprechenden
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Inkubationszeit wurde diese lediglich mit 2 ml NaCl (0,9 %) aus dem Kanal

herausgespililt.

Versuchsreihen 2 bis 4:

Nach der erfolgten Beimpfung wurden die Wurzelkanale elektro-mechanisch mit
sterilen Flexmaster-Feilen bis ISO-Grof3e 60 und koronal zuséatzlich mit sterilen Gates-
Bohrern der ISO-Gré3e 150 und 130 aufbereitet (Gates-Glidden-Bohrer Gréf3e 5 und
6; VDW, MAF 02760, EndoStepper mit Flexmaster System, VDW GmbH). Wéahrend
der Aufbereitung wurde in den verschiedenen Gruppen mit den entsprechenden
desinfizierenden Losungen gespult: Bei Versuchsreihe 2 wurde NaCl-Losung (0,9 %)
verwendet, bei Versuchsreihe 3 NaOCI-Losung (1 %) und bei der 4. Versuchsreihe
eine CHX-Lo6sung (0,2 %). Die verschiedenen Spullésungen wurden vor der
Aufbereitung, wahrend der mechanischen Bearbeitung und nach der Behandlung als
Abschlussspiilung alternierend eingesetzt. Die Spulung erfolgte jeweils mit sterilen
Einmalspritzen und Kanulen. Es wurde ein Spulvolumen von 10 ml verwendet. Nach
dem letzten Spulvorgang erfolgte die Trocknung der Kanéle mittels sechs steriler
Papierspitzen (Paperpoint ISO 40, VDW GmbH).

6.5.4 Unterstitzende Desinfektionsmaflinahmen der Hauptgruppen

Die getrockneten Wurzelkanale wurden im Anschluss sofort weiterbehandelt, um eine

Kontamination der Kanale zu verhindern:

Untergruppe a - Ozon:

Die Ozonapplikation wurde Uber das HealOzone-Gerat (KaVo) gesteuert. Dabei
wandelt ein Generator den Sauerstoff aus der Umgebungsluft in Ozon um. Die
Applikation erfolgte mit dem zugehdrigen Handstlick (HealOzone plus 2131C, KaVo)
unter Verwendung von sterilen, einmal verwendbaren Silikonkappen (HealOzone
Delivery Cup, 6 mm, KaVo). Mit den zugehdorigen sterilen endodontischen Kantilen
(HealOzone Applikationskantle, 24mm, KaVo) wurde das Ozon direkt in den Kanal
geleitet (Abb.10). Durch die Silikonkappen konnte ein Unterdruck erzeugt und dadurch
ein Austreten des Ozons an die Umgebung verhindert werden. Die Ozonapplikation
erfolgte zwei Mal fir je 60 Sekunden, sodass eine Gesamtapplikationszeit von 120
Sekunden erreicht wurde. Uber eine zweite Offnung am Handstiick wurde das Ozon
wieder abgesaugt und im Neutralisator zu Oz reduziert und an die Umgebung

abgegeben.
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Abb.10: Ozonapplikation mit Handstiick,
Silikonkappe und endodontischer Kanile. Um
auch die Wurzelspitze zu erreichen, wurden

24 mm lange Kanulen verwendet.
Quelle:http://dentalclinic.mk/treatment-with-
healozone2.html

Untergruppe b - Laser:

Der Diodenlaser (GENTLEray 980, KaVo) wurde mit der Einstellung ,Endodontie”
(maximal 2,5 W, durchschnittlich 0,8 W, Wellenlange 980 nm) verwendet. Die
Glasfaser des Diodenlasers (Bare Fiber NIR Q 300K, 200 pum, Asclepion Laser
Technologie, Jena, Deutschland) wurde mit dem entsprechenden Handstiick
vorsichtig bis 1 mm vor Ende des aufbereiteten Kanals eingefuhrt (Arbeitslange minus
1 mm: Abb.11). AnschlieBend wurde die Faser in kreisenden Bewegungen mit einer
Geschwindigkeit von ca. 3 mm pro Sekunde fur 10 Sekunden entlang der
Dentinoberflache von apikal nach koronal gefiihrt. Dieser Vorgang wurde pro Probe
vier Mal durchgefuhrt. Dementsprechend betrug die Gesamtapplikationsdauer pro
Wurzelkanal 40 Sekunden. Wahrend der Laserapplikation wurde eine Schutzbrille

getragen.

Laserstrahl

Abb. 11: Einbringen der Laserfaser in den Wurzelkanal.
Quelle: http://www.drloesser.de/zahnarzt/zahngesund-werden/lasertherapie

Untergruppe ¢ — Kalziumhydroxid-Einlage:
Die wassrige Ca(OH)2-Paste mit einem pH-Wert von 12,5 (UltraCal XS, Ultradent,

South Jordan, Utah, USA) wurde mit sterilen Einmalkanilen (Durchmesser 0,35 mm,
Endoneedle, Vedefar, Dilbeek, Belgien) von apikal nach koronal appliziert. Es wurde

auf eine blasenfreie Applikation und das Nachsacken der Einlage geachtet. Nach
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Verschluss der Proben mit dem individualisierten Deckel wurden diese fiur sieben Tage
bei 37 °C im Brutschrank (Heraeus B6770, W.C. Heraeus Kulzer GmbH) inkubiert.

Untergruppe d - CHX-Gel-Einlage:
Das 1%ige CHX-Gel (Chlorhexamed 1 % Gel, GlaxoSmithKline) wurde mithilfe einer
sterilen Einmalkantle (Durchmesser 0,35 mm, Endoneedle, Vedefar, Dilbeek, Belgien)

analog zur Ca(OH)2-Paste von apikal nach koronal langsam und blasenfrei appliziert.
Das Gel sackte nach wenigen Sekunden ab. Anschlielend wurde im Bereich des
Reservoirs nachappliziert. Der individualisierte Deckel wurde aufgesetzt und die
Proben wurden ebenfalls fir sieben Tage bei 37 °C im Brutschrank (Heraeus B6770,
W.C. Heraeus Kulzer GmbH) inkubiert.

6.6 Erhobene Parameter

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden folgende quantitativen
Parameter erhoben:
1. Ausgangsbakterienzahl im Wurzelkanal vor Versuchsbeginn (CFU/ml)
2. Abschlussbakterienzahl im Wurzelkanal nach den Behandlungen
(CFU/mI)
3. Abschlussbakterienzahl im Dentin (CFU/mg)
4. Feilenabrieb der Dentinprobe (mg)

5. Bakterielles Wachstum nach Desinfektion (Ja/Nein-Aussage)

Die Zahlung der CFU ist eine Methode, um Bakterien oder Pilze messbar bzw. zahlbar
zu machen [Paetz 2011]. Entweder werden die CFUs pro Milliliter (CFU/ml) oder pro
Gramm (CFU/g) angegeben. Diese Methode beruht auf der Theorie, dass sich ein
einzelner Mikroorganismus (z. B. ein Bakterium) durch bindre Teilung vermehren und

zu einer Kolonie werden kann.

6.6.1 Ausgangsbakterienzahlbestimmung

Die Ausgangsbakterienzahl der Wurzelkandle wurde in CFU/ml ermittelt. Nach der
siebentagigen Inkubation (vor der finalen Aufbereitung) wurden die Proben mit sterilen
Papierspitzen (Paperpoint 1ISO 40, VDW GmbH) entnommen. Die Papierspitzen
nehmen bis zur 18-mm-Markierung 5 pl Flissigkeit auf. Dieses Probenvolumen von 5

pl wurde mit 1995 ul 0,9%iger steriler NaCl-Losung fur 30 Sekunden in
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verschlielRbaren Tubes (Safeseal Microtube, 2 ml, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)
gevortext (Heidolph REAX Vortex-Mixer, Hamburg, Deutschland).

Von diesen 2 ml wurden 100 pl mit einer Pipette entnommen und in 900 pl sterile
Kochsalzlésung (NaCl, 0,9 %, Institut fir Mikrobiologie der Charité) gegeben und
wieder gevortext. Dieser Suspension wurden 100 yl entnommen und auf selektivem
Nahrboden (Columbia agar with sheep blood PLUS, Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
England) mithilfe von Glaskolben verteilt. Nach einer 24-stindigen Inkubation bei 37
°C wurden die gewachsenen Kolonien ausgezahlt. Anhand der Verdinnung von
1:40000 konnte die Anzahl der vorhandenen Mikroorganismen im Wurzelkanal pro

Milliliter Flissigkeit (CFU/mI) berechnet werden.

6.6.2 Abschlussbakterienzahl im Wurzelkanal

Die Abschlussbakterienzahl der Wurzelkanale wurde in CFU/ml ermittelt. Durch die
vorangegangene Wachstumsreihe konnte der Verdinnungsfaktor fur die Versuche so
abgestimmt werden, dass eine bestmdgliche quantitative Bestimmung stattfinden
konnte. Bei einer hohen Konzentration und geringet Verdiinnung entwickeln sich viele
Kolonien, welche schlecht z&hlbar sind und suboptimalen Wachstumsbedinungen
unterliegen. Trotzdem kann durch eine geringe Verdinnung die Nachweisgrenze auf
5 x 102 CFU/ml reduziert werden. Die Proben konnten durch die zwei Verdiinnungen
guantifiziert und ausplattiert werden (Abb. 13 und 14). Dadurch wurde jede
Konzentration im Bereich von 5 x 102 bis 2 x 108 CFU/ml hergestellt und ausplattiert.
Die Proben der medizinischen Einlagen (Ca(OH)2 mit pH 12,5 CHX-Gel 1 %) wurden
nach der Inkubationszeit von sieben Tagen mit 2 ml steriler Kochsalzlésung (NaCl 0,9
%, Institut fir Mikrobiologie der Charité) gespult (Endoneedle, Durchmesser 0,35 mm,
Vedefar, Omnifix 5 ml, Braun, Melsungen), um die Medikamente zu entfernen. Analog
zum Ablauf der Ausgangsbakterienzahlbestimmung erfolgte die Probenentnahme mit
sterilen Papierspitzen (Paperpoint ISO 40, VDW).

5 ul der entnommenen Papierspitzenproben der medizinischen Einlagen wurden mit
45 ul steriler Kochsalzlosung (NaCl 0,9 %, Institut fir Mikrobiologie der Charité)
aufgeflllt. Davon wurden 20 pl auf Nahrmedium (Columbia agar with sheep blood)
ausplattiert (Abb. 12) und fur einen Tag bei 37 °C im Brutschrank bebritet.
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In Abb. 13 ist die Verduinnungsreihe zur Bestimmung der Endbakterienzahl

schematisch dargestellt.

- .
5 ul o \/
45 4l

20 ul ausplattiert

Abb. 13: Schema der Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der Endbakterienzahl.

Um eine Gleichstellung der Versuchsbedingungen zu erhalten, wurden die Ozon- und
Laserproben mit der gleichen Menge steriler NaCl-Ldsung (0,9 %) entsprechend den
medizinischen Einlagen behandelt. Die Probenentnahme erfolgte analog zum vorher
beschriebenen Ablauf bei den medizinischen Einlagen mit sterilen Papierspitzen
(Paperpoint ISO 40, VDW). In der Verdinnung wurden Unterschiede gemacht.

Aufgrund der fehlenden Desinfektionskraft von NaCl als Spulldsung bzw. keiner
desinfizierenden Spulung wurde eine grofl3ere Verdinnung gewahlt (Abb. 14), um die
guantitative Bestimmung der Bakterienzahl durchfihren zu koénnen. 5 pl der
entnommenen Papierspitzenproben der Medizingerate wurden mit 995 pl steriler
Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %, Institut fur Mikrobiologie der Charité) aufgefillt. Davon
wurden 100 pl auf das Nahrmedium (Columbia agar with sheep blood) ausplattiert und
fur einen Tag bei 37 °C im Brutschrank bebrutet. Nach der Inkubationszeit konnte die

CFU/mI bestimmt werden.

5l

[
99¢ pl 100yl ausplattiert

Abb. 14: Schema der Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der Endbakterienzahl bei Kanélen mit
NaCl als Spulldsung bzw. ohne Spulldsung.

Die Proben der CHX- und NaOCI-Spulldsung erhielten die gleiche Verdinnungsreihe

wie die Proben der medizinischen Einlagen.
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5 pl der entnommenen Papierspitzenproben der Medizingerate wurden mit 45 pl
steriler Kochsalzlosung (NaCl 0,9 %, Institut fir Mikrobiologie der Charité) aufgefullt.
Davon wurden 20 ul auf dem entsprechenden Nahrmedium (Columbia agar with sheep

blood) ausplattiert und fir einen Tag bei 37 °C im Brutschrank bebrtet.

6.6.3 Abschlussbhakterienzahl im Dentin

Die Bestimmung der Abschlussbakterienzahl im Dentin konnte anhand des
Feilenabriebs in CFU/mg erhoben werden. Dazu wurden sterile Hedstromfeilen
(Hedstréom ISO 40, VDW) bei gleichméafigem Druck und Kraftaufwand vier Mal im
Kanal von koronal nach apikal bewegt. Die Feilen mit den anhaftenden Dentinspanen
wurden in mit steriler Kochsalzlésung beflllte Tubes gelegt und fir 30 Sekunden
gevortext. Die Ausplattierung erfolgte mittels steriler Glasspatel auf dem Nahrmedium
(Columbia agar with sheep blood Plus, Osoid, Basingstoke, Hampshire, England),
welches fir einen Tag bei 37 °C im Brutschrank lagerte. Nach der Inkubationszeit
wurde die CFU/mg bestimmit.

Der Feilenabrieb der Proben mit den medizinischen Einlagen konnte bei allen
Spulprotokollen in 100 pl steriler Kochsalzlésung gevortext und davon 50 ul ausplattiert
werden.

Analog zur Abschlussbakterienzahl im Wurzelkanal wurden bei den Medizingeraten
auch hier verschiedene Verdinnungsreihen bei den verschiedenen Spulprotokollen
gewabhlt:

Bei NaCl als Spullésung bzw. keiner desinfizierenden Spulung wurde der Feilenabrieb
in 500 pl gevortext und 100 pl ausplattiert.

Der Feilenabrieb bei den Proben mit CHX- und NaOCI als zusatzlicher Spullésung

wurde in 100 ul steriler Kochsalzldsung gevortext, davon wurden 50 ul ausplattiert.

6.6.4 Feilenabrieb der Dentinproben

Der Feilenabrieb der Dentinproben wurde in Milligramm (mg) gemessen. Vor
Entnahme der Dentinspane wurde jede sterile Hedstromfeile auf einer speziellen
Laborwaage (Sartorius analytic, Analysewaage, Sartorius, Géttingen) gewogen und
das Gewicht vor Benutzung notiert (Ausgangsgewicht). Wie oben beschrieben wurde
die Feile unter gleichmé&figem Druck vier Mal an der Dentinwand entlanggefihrt. Nach
Verwendung der Nadel im Kanal wurde sie zur Gewichtsermittlung erneut gewogen

(Endgewicht). Das Ausgangsgewicht wurde vom Endgewicht subtrahiert. So konnte
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der Feilenabrieb jeder Probe in mg ermittelt werden. Direkt nachfolgend wurden die

Nadeln in verschlieBbaren Tubes positioniert.

6.6.5 Bakterielles Wachstum nach Desinfektion

Das bakterielle Wachstum nach Behandlung der Kanéle wurde dichotom erhoben
(Ja/Nein-Entscheidung). Im Anschluss an die letzte Probenentnahme wurden die
Versuchsproben, die kein bakterielles Wachstum nach erfolgter Behandlung
aufwiesen, erneut mit sterilem Nahrmedium versetzt und bei 37 °C inkubiert. Nach
sieben Tagen wurde mit sterilen Papierspitzen (Paperpoint 1ISO 40, VDW) Material
zum Ausplattieren entnommen. Die Ausplattierung erfolgte analog zu den anderen
Versuchen auf dem N&hrmedium (Columbia agar with sheep blood Plus, Osoid,
Basingstore, Hampshire, England). Erneut wurde bei 37 °C fir einen Tag inkubiert.
Danach erfolgte die Beurteilung des bakteriellen Wachstums mit einer Ja/Nein-
Entscheidung.

6.7 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Alle Analysen wurden unter Verwendung von IBM SPSS Statistics 22 (SPSS, IBM,
Minchen, Deutschland) durchgefihrt. Zundchst wurden die Werte der
Ausgangsbakterienzahlen aller 240 Proben ermittelt (Baseline) und mit dem Kruskal-
Wallis-Test auf Unterschiede getestet (p < 0,05).

Zur quantitativen Auswertung wurden zwei Variablen herangezogen:

1. Ausgangbakterienzahl (CFU/ml) — Kanallumen/Papierspitze

2. Endbakterienzahl 1 (CFU/ml) — Kanallumen/Papierspitze

3. Endbakterienzahl 2 (CFU/mg) — Dentin/Feilenabrieb

Ausgangs- und Endbakterienzahl der planktonischen Bakterien wurden mit einer
Logl10-Skala transformiert und die logarithmischen Reduktionsfaktoren wurden
bestimmt (Tabelle 3). Waren im Anschluss an die Therapie keine KBE nachweisbar,
wurde der Mittelwert flr diese Spezies mit der halben Nachweisgrenze gleichgesetzt.
Die Nachweisgrenze der planktonischen Bakterien lag bei 500 KBE/ml. Dartber
hinaus wurden sowohl fir die Endbakterienzahl als auch fur die Bakterienreduktion
drei Klassen gebildet: unterhalb der Nachweisgrenze, mittlere Werte, hohe Werte
(Tabelle 2).
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Tabelle 2: Ubersicht Bakterienzahlklassen an Papierspitze und Dentin.

_ Bakterienbelastung der Bakterienbelastung der
Bakterienzahlklasse

Probe (Papierspitze) Probe (Dentinabrieb)

Hauptgruppe 1 und 2:
1 < 2000 CFU/ml Unterhalb der
Hauptgruppe 3 und 4: Nachweisgrenze
< 500 CFU/ml
2 < 47.500 CFU/mlI < 20.000 CFU/mg
3 > 47.500 CFU/ml > 20.000 CFU/mg

Es erfolgten statistische Analysen fir diese klassierten Variablen. Die Verteilung auf
diese drei Klassen in den 16 Studiengruppen wurde in Kreuztabellen mit Chi-Quadrat-
Test ausgewertet. Durch die Mehrfachtestung wurde eine Bonferronikorrektur
durchgeftihrt und der p-Wert auf p = 0,0083 festgesetzt.

Auf Basis der ermittelten Reduktionsfaktoren wurde eine univariate Varianzanalyse mit
anschlieRenden Post-hoc-Tests (Tukey HSD) durchgefiihrt und so der Einfluss des
Spulprotokolls und der Desinfektionsmethode auf die Bakterienreduktion ermittelt.
Die Ausgangsbakterienzahlen im Dentin wurden an 30 Proben exemplarisch ermittelt.
Die Endbakterienzahlen im Dentin wurden mit Kreuztabellen und anschlie3enden Chi-
Quadrat-Tests verglichen. Das Bakterienwachstum nach erneuter Beimpfung wurde

ebenfalls durch Kreuztabellen mit Chi-Quadrat-Test ausgewertet.
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7. Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurden sowohl qualitative als auch quantitative
Auswertungen vorgenommen. Zum optischen Nachweis des Biofilms wurden
fluoreszenzmikroskopische Bilder angefertigt.

Quantitativ.  wurden die  Ausgangsbakterienzahlen im  Wurzelkanal, die
Abschlussbakterienzahl im Wurzelkanal und im Dentin sowie der Feilenabrieb in mg
im Dentin analysiert.

Qualitativ wurde das Wachstum der Bakterien im Wurzelkanal nach der Behandlung
durch eine Ja/Nein-Entscheidung bestimmt.

7.1 Die Ausgangsbakterienzahl im Wurzelkanal

Bei allen beimpften Zahnproben wurde zu Beginn der Versuchsreihe die
Ausgangsbakterienzahl im  Wurzelkanal bestimmt. Der  Mittelwert der
Ausgangsbakterienzahlen aller 240 Versuchsproben lag bei 2,5 x 108 CFU/mI
(Standardabweichung + 2,5). Es wurde ein Median von 1,7 x 106 CFU/ml ermittelt.
Mittels der univariaten Varianzanalyse konnte gezeigt werden, dass kein Unterschied
zwischen den Ausgangsbakterienzahlen der verschiedenen Subgruppen vorlag (p =
0,096). Zu Untersuchungsbeginn lagen demnach vergleichbare E. faecalis-
Konzentrationen vor (Abb.15).

Gruppe I
AC |
N
4o
|
3C
|
30 |
|
2C
|
20 |
]
21 |
]
ey |
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 3500 40,00 45,00
[Konzentration in CFU/ml x 10 9]

Abb. 15: Ausgangsbakterienzahl im Wurzelkanal (in CFU/ml) der verschiedenen Untergruppen.
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In Tabelle 3 ist zusammenfassend der Vergleich der Ausgangsbakterienzahlen und
der Endbakterienzahlen jeweils mit Median und Quartilen (Q1- erstes Quartil: 25% der
Daten sind kleiner oder gleich diesem Wert, Median: 50 % der Daten sind kleiner oder
gleich diesem Wert, Q3- drittes Quatrtil: 75 % Daten sind kleiner oder gleich diesem
Wert) dargestellt. Farblich abgesetzt ist in der Tabelle der Median, dazu im Vergleich
die Nachweisgrenze (NG) und ob der Wert unterhalb dieser Nachweisgrenze liegt. Der
Log. Reduktionsfaktor ist als Mittelwert dargestellt + Standardabweichung der Haupt-

und Nebengruppen.
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Tabelle 3: Darstellung der Effizienz der verschiedenen Desinfektionsmaf3nahmen bei den unterschiedlichen Spilprotokollen.

Versuchsreihe

Hauptgruppe

Nebengruppe

01 03 M Log + SD
Ozon 2,2 x 108 2,6 x 108 4,7 x 108 1,0 x 10° 2,7 X 10° 4,7 x 10° 1,4+1,0
Keine Laser 5,2 x 10° 2,5 x 106 3,9 x 106 2,6 x 10 2,1x 108 9,2 x 10° 1,110
Aufbereitung Ca(OH)2 1,2 x 108 1,7 x 108 3,7 x 106 2,5 x 102 2,5 x 102 2,5 x 102 3,3+0,4
CHX-Gel | 1,3x10° 2,2 x 106 4,4 x 106 2,5 x 102 2,5 x 102 5,4 x 104 2,6+0,9
Ozon 8,8 x 10° 1,1 x 108 2,1x 108 2,5 x 102 2,0 x 103 3,6 x 10 2,3+0,9
e Laser 7,6 x 10° 1,0 x 108 2,7 x 106 2,0 x 10 7,2 x 10% 1,7 x 10° 1,4%0,5
Ca(OH)2 4,8 x 105 1,2 x 108 1,8 x 108 2,5 x 102 2,5 x 102 2,5 x 102 2,8+0,5
CHX-Gel | 9,6x10° 2,0 x 106 3,6 x 106 2,5 x 102 2,5 x 102 3,3 x 10 2,7+0,9
Ozon 8,4 x 105 1,6 x 108 2,0 x 106 2,5 x 102 2,5 x 102 2,5 x 102 3,7+0,3
Laser 5,2 x 105 1,3 x 108 2,4 x 106 2,5 x 102 2,5 x 102 2,5 x 102 3,4+0,6
NeeC Ca(OH)2 6,8 x 10° 2,2 x 106 8,2 x 106 2,5 x 102 2,5 x 102 2,5 x 102 3,8+0,7
CHX-Gel | 8,8x10° 2,2 x 106 4,7 x 106 2,5 x 102 2,5 x 102 4,7 x 10 3,1+1,2
Ozon 9,2 x 10° 1,4 x 108 3,6 x 106 2,5 x 102 2,5 x 102 2,5 x 102 3,8+0,4
o Laser 7,6 x 10° 2,0 x 106 3,0 x 106 2,5 x 102 2,5 x 102 2,5 x 102 3,8+0,4
Ca(OH)2 9,2 x 10° 2,4 x 106 4,9 x 106 2,5 x 102 2,5 x 102 2,5 x 102 3,9+0,4
CHX-Gel | 6,4x10° 9,6 x 106 3,5 x 106 2,5 x 102 2,5 x 102 7,0 x 10° 3,0+1,0
AZB  Ausgangsbakterienzahl im Wurzelkanal Q1 25afle MLog  Mittelwert des logarithmischen Redokisfaktors
EZB Endbakterienzahl im Wurzelkanal Q3 75. Qlerti SD Standardabweichung
Nachweisegrenzen nach Hauptgruppen: ,ohne Aeifoerg* und ,NaCl* :2,0x 19 Nachweisgrenze fur ,NaOCI* und ,CHX-Gel*: 2,51%
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7.2 Fluoreszenzmikroskopische Nachweise des Biofilm S

Der optische Nachweis des Biofilms wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie von
exemplarischen Proben erbracht. Als Nukleinsaurefarbstoff wurde DAPI, BIOZOL®,
verwendet. Vor Versuchsbeginn wurde eine Kontamination der Proben mit
Sterilitatskontrollen ausgeschlossen. Die zugehoérigen Wachstumsreihen auf den
Nahrboden zeigten lediglich E. faecalis-Stamme (Abb.16-19).

Die Ubersichtsaufnahme in Abb. 16 zeigt ein Viertel des Kanalquerschnitts. Die
angefarbten Zellen von E. faecalis sind deutlich als blau fluoreszierender Biofilm auf

der Wurzeldentinoberflache erkennbar und belegen eine weitreichende Besiedelung

des Bakteriums auf dieser.

Abb. 16: Ubersichtsdarstellung des Wurzelkanallumens, der von E. faecalis besiedelten
Wourzelkanaloberflache und des Wurzeldentins. Der blau fluoreszierende Biofilm ist deutlich erkennbar.
WK: Wurzelkanallumen. BF: Biofilm. AR: Artefakt. WD: Wurzeldentin.

Die Abb. 17 stellt die VergroRerung des Biofilmausschnittes dar. Hier sind mehrlagige
Zellschichten erkennbar. Die Abb. 18 dokumentiert den mit E. faecalis infiltrierten und

vergroRerten Ausschnitt eines akzessorischen Kanals.
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Abb. 17: VergréRBerung des Biofilmausschnittes von Abb. 16. Erkennbar sind die mehrlagigen
angefarbten Zellschichten von E. faecalis auf der Wurzeldentinoberflache. BF: Biofilm. SAR:
Schrumpfungsartefakt. WD: Wurzeldentin.

Abb. 18: Anschnitt eines von E. faecalis infiltrierten akzessorischen Kanals. E. faecalis ist hier blau
eingefarbt. AK: Akzessorischer Kanal.
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Die Abb. 19 zeigt einen Langsschnitt durch das Wurzeldentin mit Anlagerung von

E. faecalis in den Dentintubuli.

A

E. faecalis

E. faecalis

4

Abb. 19: Anschnitt der Dentintubuli. DT: Dentintubuli.
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7.3 Die Abschlussbakterienzahl im Wurzelkanal

Die Abschlussbakterienzahl im Wurzelkanal wurde in colony-forming units pro
Milliliter (CFU/ml) bestimmt. Diese wurde anhand der gezahlten Kolonien unter
Berlcksichtigung der verwendeten Verdinnungsreihe fur alle Proben ermittelt. Um
die Ergebnisse besser vergleichbar zu machen, wurde die
Restbakterienzahlbelastung in drei Klassen eingeteilt (Tabelle 4). Die
Abschlussbakterienzahlen im Wurzelkanal wurden erfasst und in die jeweilige
Bakterienzahlklasse eingeteilt. Auf3erdem wurde der Mittelwert der
Ausgangsbakterienzahlen zusammenfassend dargestellt (Tabelle 3). Um die
Ergebnisse der Abschlussbakterienzahl in den verschiedenen
Bakterienzahlklassen der jeweiligen Untergruppen besser darstellen zu kénnen,
wurden diese Ergebnisse als Balkendiagramme eingefiigt (Abb. 20-23). Hierbei

entspricht jeder Balken mit 100 % einer Untergruppe mit 15 Proben.

Tabelle 4: Klassifikation der Bakterienbelastung zum Versuchsende im Wurzelkanal.

Bakterienzahlklasse Bakterienbelastung der Probe

Unterhalb der Nachweisgrenze
1 Hauptgruppe 1 und 2 < 2000 CFU/ml
Hauptgruppe 3 und 4 < 500 CFU/ml
2 < 47500 CFU/ml
3 > 47500 CFU/ml
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7.3.1 Versuchsreihe 1 — ohne chemo-mechanische Aufbereitung

In Versuchsreihe 1 (Abb. 20) ohne weitere Aufbereitung der Probenzéahne und ohne
Verwendung einer desinfizierenden Spulldsung konnte Kalziumhydroxid eine hohe
Bakterienreduktion erreichen; 93,3 % der Proben waren bakterienfrei. Sowohl in den
Ozon-Proben (28,6 %) als auch in den Laser-Proben (6,7 %) verblieben deutlich
weniger Proben unterhalb der Nachweisgrenze. Es lag bei beiden Behandlungen ein
signifikanter Unterschied im Vergleich zu Kalziumhydroxid vor (je p = 0,005). Im
Vergleich beider Behandlungen zum CHX-Gel lag jedoch kein signifikanter
Unterschied vor (Laser p = 0,022; Ozon p = 0,027). Die Kalziumhydroxid- und die CHX-
Behandlung unterschieden sich hinsichtlich der Abschlussbakterienzahl nicht
signifikant voneinander (p = 0,044; Chi-Quadrat-Test). Aufgrund der Mehrfachtestung
wurde das Signifikanzniveau fir den Chi-Quadrat-Test auf p = 0,0083 abgesenkt. Um
nicht nur isoliert paarweise zwei Gruppen hinsichtlich der kategoriellen
Endbakterienzahlen zu vergleichen, wurde zusatzlich die Bakterienreduktion in jeder
Hauptgruppe mit einer Varianzanalyse und anschlielienden Post-hoc-Tests analysiert.
Ohne Aufbereitung zeigte sich ein signifikanter Effekt der Desinfektionsmalinahmen
(p <0,0005; ANOVA). Ozon und Laser zeigten keinen signifikanten Unterschied in der
Bakterienreduktion (p = 0,718; Tukey), beide zeigten jedoch signifikant geringere
Bakterienreduktionen im Vergleich zu Ca(OH)2 und CHX (beide p Werte < 0,0005).
Ca(OH)2 und CHX hatten in der Bakterienreduktion keinen signifikanten Unterschied

(p = 0,159; Tukey) zu verzeichnen.
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Abb. 20: Abschlussbakterienzahl im Wurzelkanal (in CFU/ml); Versuchsreihe 1 - ohne Spiilung. 53
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7.3.2 Versuchsreihe 2 — Aufbereitung mit physiologischer Kochsalzlésung

Zwischen der Behandlung von Kalziumhydroxid und CHX-Gel konnte kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der kategoriellen Endbakterienzahlen (p = 0,215) erkannt
werden. Bei der Kalziumhydroxid-Anwendung konnten in 80 % der Proben keine
Bakterien mehr nachgewiesen werden; es lagen fur diese Gruppe signifikante
Unterschiede gegeniiber Ozon (p < 0,0083) und Laser (p < 0,0083) vor; CHX-Gel wies
keine signifikanten Unterschiede gegenuber Laser (p = 0,015) und Ozon (p = 0,401,
Chi-Quadrat-Test) auf (Abb. 21). Die Bakterienreduktion wurde in dieser Hauptgruppe
(Aufbereitung mit Kochsalz) signifikant von der Desinfektionsmethode beeinflusst (p <
0,0005; ANOVA). Der Post-hoc-Test nach Tukey zeigt hinsichtlich der bakteriellen
Reduktion im Wurzelkanal, dass Laser eine signifikant geringere Reduktion als Ozon
(p =0,011), Ca(OH)2 (p < 0,005) und CHX-Gel (p < 0,005) aufwies, die sich wiederum

nicht signifikant voneinander unterschieden (p > 0,05; Post-hoc-Test, Tukey).
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Abb. 21: Absclusshakterienzahl im Wurzelkanal (in CFU/ml); Versuchsreihe 2 - physiologische
Kochsalzlésung.
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7.3.3 Versuchsreihe 3 — Aufbereitung mit Natriumhypochlorit

Bei der finalen Aufbereitung unter Verwendung der desinfizierenden Spullésung
NaOCl wurden lediglich in der CHX-Gruppe noch Werte im oberen
Bakterienzahlspektrum festgestellt (Abb. 22). Nach dem Einsatz der Spillésung
NaOCI und der chemo-mechanischen Aufbereitung konnten in der Ozon-Gruppe keine
Zellen von E. faecalis mehr nachgewiesen werden. Bei dieser Aufbereitung
unterschied sich die Ozon-Behandlung signifikant (p < 0,0083) von der CHX-Gel-
Anwendung. Die Proben der Ca(OH)2- und der CHX-Einlage zeigten keinen
signifikanten Unterschied (p = 0,092). Zwischen Kalziumhydroxid und Ozon (p = 0,483)
und auch zwischen Kalziumhydroxid und Laser (p = 1,000) lag ebenfalls kein
signifikanter Unterschied vor. Die Laser- und die CHX-Gel-Anwendungen zeigten
keinen signifikanten Unterschied (p = 0,092; Chi-Quadrat-Test). Die univariate
Varianzanalyse zeigte in dieser Hauptgruppe hinsichtlich der bakteriellen Reduktion
keinen Einfluss der Desinfektionsmethoden (p = 0,062; ANOVA).
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Abb. 22: Abschlussbakterienzahl im Wurzelkanal (in CFU/ml); Versuchsreihe 3 -
Natriumhypochlorit.
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7.3.4 Versuchsreihe 4 — Aufbereitung mit Chlorhexidin

Durch die Ozon- und Laserbehandlung konnten in 93 % der Proben keine Bakterien

nachgewiesen werden (Abb. 23): Sie unterschieden sich in ihrem Ergebnis nicht

signifikant von Kalziumhydroxid und auch nicht von der CHX-Gel-Einlage (p > 0,05).

Ein Vergleich der CHX-Gel- und der Ca(OH)2-Anwendung zeigte ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied (p = 0,018; Chi-Quadrat-Test).
Hinsichtlich der bakteriellen Reduktion offenbarte sich bei Spilung mit CHX ein

signifikanter Einfluss der Desinfektionsmethoden auf die bakterielle Reduktion (p =
0,001; ANOVA). Die Anwendung von Ozon (p =0,013), Laser (p = 0,014) und Ca(OH)2
(p = 0,002) resultierte in einer signifikant héheren bakteriellen Reduktion als die
Einlage mit CHX-Gel (Post-hoc-Test nach Tukey).
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Abb. 23: Abschlussbakterienzahl im Wurzelkanal (in CFU/ml); Versuchsreihe 4 - Chlorhexidin.
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7.3.5 Effektivitatsverleich der Desinfektionsmallnahmen

Unabhangig von der verwendeten Spullésung zeigte Ca(OH)2 eine hohe
Bakterienreduktion; 90 % aller Proben waren ohne E. faecalis-Nachweis (Abb. 24).
Eine univariate Varianzanalyse uber alle Gruppen hinweg ergab einen signifikanten
Einfluss sowohl der getesteten Spullésungen (p < 0,0005) als auch der
DesinfektionsmalRnahmen (p < 0,0005; ANOVA) auf die bakterielle Reduktion im
Wurzelkanal.

Die Post-hoc-Tests hinsichtlich der DesinfektionsmalRnahmen ergaben, dass die
Anwendung von Ca(OH)2gegenuber allen Vergleichsgruppen (CHX-Gel, Laser, Ozon)
in einer signifikant hoheren bakteriellen Reduktion (je p < 0,001; Tukey) resultierte.
Ozon (p = 0,029) und die Einlage mit CHX-Gel fihrte zu einer hoheren
Bakterienreduktion als die Laserapplikation (p = 0,01; Tukey).
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Abb. 24: Abschlussbakterienzahlen (in CFU/ml) nach Desinfektionsmal3nahmen sortiert, ohne
Beruicksichtigung der Spulprotokolle.
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7.3.6 Effektivitatsverleich der Spilprotokolle

87,1 % der mit CHX-Spullésung behandelten Proben waren bakterienfrei, bei der
NaOCI-Gruppe waren es 81,7 % (Abb. 25). Der Post-hoc-Test nach Tukey hinsichtlich
der bakteriellen Reduktion zeigt zwischen den Spulldésungen CHX und NaOCI keinen
signifikanten Unterschied (p = 0,914, Tukey). Einen signifikanten Unterschied gab es
zwischen CHX und NaCl (p < 0,001) und auch zwischen NaOCI und NaCl (p < 0,001).
Die Gruppe ohne Aufbereitung unterschied sich nicht signifikant von der Aufbereitung
mit NaCl (p = 0,496, Tukey).
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Abb. 25: Abschlussbakterienzahlen (in CFU/ml) nach Spullésungen sortiert.
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7.4. Der Biofilm im Dentin

Die Abschlussbakterienzahl adharenter Mikroorganismen im Dentin wurde in colony-
forming units pro Milligramm (CFU/mg) bestimmt. Diese wurde anhand der gezahlten
Kolonien unter Bertcksichtigung der verwendeten Verdinnungsreihe fir alle Proben
ermittelt. Um die Ergebnisse besser vergleichbar zu machen, wurde die

Restbakterienbelastung in drei Klassen eingeteilt (Tabelle 5).

Die Abschlussbakterienzahlen im Dentin wurden erfasst und in die jeweilige
Bakterienzahlklasse eingeteilt. Um die Ergebnisse der Abschlussbakterienzahl in
den verschiedenen Bakterienzahlklassen der jeweiligen Untergruppen besser
erklaren zu kénnen, sind diese Ergebnisse als Balkendiagramme dargestellt (Abb.

26-29). Hierbei entspricht jeder Balken mit 100 % einer Untergruppe mit 15 Proben

Tabelle 5: Klassifikation der Bakterienbelastung zum Versuchsende (Dentin).

Bakterienzahlklasse Bakterienbelastung der Probe

1 Unterhalb der Nachweisgrenze
2 <20.000 CFU/mg
3 > 20.000 CFU/mg
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7.4.1 Versuchsreihe 1 — ohne chemo-mechanische Aufbereitung

In der Versuchsreihe 1 (Abb. 26) ohne eine weitere Aufbereitung der Probenzahne und
ohne die Verwendung einer desinfizierenden Spulldsung konnte bei 100 % der

Kalziumhydroxid-Proben kein Nachweis mehr von E. faecalis erbracht werden.

Ozon und Laser wiesen haufiger eine verbleibende Bakterienbelastung auf und waren
von Kalziumhydroxid (je p < 0,0083) und auch von der CHX-Gel-Einlage (Laser p <
0,0083, Ozon p = 0,004) signifikant zu unterscheiden. 40 % der Laser- und der Ozon-
Proben lagen im oberen Bakterienzahlbereich. Kalziumhydroxid und CHX wiesen
keinen signifikanten Unterschied auf (p = 0,224; Chi-Quadrat-Test). Im Vergleich zu
den Ergebnissen im Wurzelkanal konnte eine geringere Bakterienreduktion dargestellt

werden.
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Abb. 26: Abschlussbakterienzahl im Dentin (in CFU/mg), Versuchsreihe 1 — ohne Aufbereitung
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7.4.2 Versuchsreihe 2 — Aufbereitung mit physiologischer Kochsalzlésung

Unter Verwendung von NaCl in Kombination mit der chemo-mechanischen
Aufbereitung wiesen 92,9 % der Kalziumhydroxid- und CHX-Proben keine Bakterien
mehr auf; es lag kein signifikanter Unterschied zwischen den medizinischen Einlagen
vor (p = 1,000).

Bei der Ozon- und Laserapplikation waren jeweils 46,7 % der Proben bakterienfrei
(Abb. 27). Beide Behandlungen zeigten keinen signifikanten Unterschied gegentber
Kalziumhydroxid aufgrund des adjustierten p-Wertes von 0,0083 (Laser p = 0,014,
Ozon p =0,019) und CHX-Gel (Laser p = 0,014, Ozon p = 0,019; Chi-Quadrat-Test).
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Abb. 27: Abschlussbakterienzahl im Dentin (in CFU/mg), Versuchsreihe 2 — physiologische
Kochsalzlésung.
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7.4.3 Versuchsreihe 3 — Aufbereitung mit Natriumhypochlorit

93,3 % der CHX-Proben und 86,7 % der Ca(OH)2-Proben waren nach der Aufbereitung
mit Natriumhypochlorit bakterienfrei, es konnte kein signifikanter Unterschied (p =

1,000) erkannt werden.

Sowohl nach der Behandlung mit Laser als auch mit Ozon konnten keine Bakterien
mehr nachgewiesen werden (Abb. 28). Hier lag kein signifikanter Unterschied von
beiden Medizingeraten zu Kalziumhydroxid (je p = 0,483) CHX-Gel (je p = 1,000; Chi-

Quadrat-Test) vor.
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Abb. 28: Abschlussbakterienzahl im Dentin (in CFU/mg, Versuchsreihe 3 — NaOCI.
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7.4.4 Versuchsreihe 4 — Aufbereitung mit Chlorhexidin

Durch die Verwendung der CHX-Spullésung als Komponente der chemo-
mechanischen Aufbereitung konnte in dieser Untergruppe in allen Behandlungen kein
Nachweis von E. faecalis mehr erbracht werden (Abb. 29), da alle Proben unterhalb
der Nachweisgrenze lagen.

Dementsprechend lag kein signifikanter Unterschied (je p = 1,000) zwischen den
Behandlungen von CHX und Kalziumhydroxid, CHX-Gel und Ozon/Laser,
Kalziumhydroxid und Laser/Ozon vor.
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Abb. 29: Abschlussbakterienzahl im Dentin (in CFU/mg); Versuchsreihe 4 — Chlorhexidin.
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7.4.5 Effektivitat der DesinfektionsmalRhahmen — adharente Bakterien

Die verschiedenen Desinfektionsmafl3nahmen aller Untergruppen im Dentin wurden
miteinander verglichen (Abb. 30). Bei 94,9 % der gesamten Ca(OH)2-Proben und 93,2
% der CHX-Proben konnte keine Belastung mit E. faecalis nachgewiesen werden. 68,3
% der Ozon-Proben und 67,2 % der Laser-Proben waren ohne Bakteriennachweis.
Die Restbakterienbelastungen lagen in der Laser-Gruppe bei 18,0 %, in der Ozon-
Gruppe bei 16,7 % und in der CHX-Gruppe bei 1,7 %.

100% -

90% -

80% -

70% -

60% -
50% -
40% -

Probenanzahl in %

30% -
20% -
10% -

0% T T T 1
Ozon Laser Ca(OH)2 CHX-Gel

O< Nachweisgrenze B< 20000 @< =20000

Abb. 30: Abschlussbakterienzahlen (in CFU/mg) nach Desinfektionsmaflinahmen sortiert.
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7.4.6 Effektivitat der Spulprotokolle — adharente Bakterien

Die Ergebnisse der Spullésungen aller Proben zeigen, dass 100 % der CHX-
Spullésungen-Proben bakterienfrei getestet wurden, bei der NaOCI-Gruppe waren es
95 % (Abb. 31).

Eine hohe Bakterienbelastungen (> 20.000 CFU/mg) wurden bei 22,0 % der Proben
ohne eine weitere Aufbereitung und 15,5 % der NaCl-Proben gefunden. Bei den mit
desinfizierenden Ldsungen behandelten Proben zeigten sich keine hohen
Restbakterienbelastungen mehr (CHX und NaOCI jeweils 0,0 %).
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Abb. 31: Abschlussbakterienzahlen (in CFU/mg) nach Spullésungen sortiert.
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7.5 Feilenabrieb der behandelten Proben

Der Feilenabrieb der Dentinoberflache wurde in allen Proben standardisiert in
Milligramm (mg) ermittelt. Die gemessenen Gewichte wurden gemittelt. Die Quantitat
des Dentinabtrages in den einzelnen Untergruppen variierte: die medikamentdsen
Einlagen (Ca(OH)2, CHX) verzeichneten im Vergleich zu Ozon und Laser mehr Abtrag.
Im Durchschnitt wurden bei den Ca(OH)2-Proben 2,005 mg, bei den CHX-Proben
1,1641 mg, bei den Laser-Proben 0,5567 mg und bei den Ozon-Proben 0,5553 mg
Dentinspan abgetragen. Der folgende Boxplot zeigt den Abtrag in den verschiedenen
Versuchsreihen mit den entsprechenden Untergruppen (Abb. 32). Mittels Kruskal-

Wallis-Test wurden die Unterschiede in den Abtragmengen analysiert.

Hierbei zeigte sich, dass die Art der verwendeten Spulung keinen Einfluss auf die
Menge des Feilenabriebs hat (p = 0,124). Dahingegen weist die
Desinfektionsmal3hahme einen Einfluss auf den Feilenabrieb auf: Die Gruppen mit den
medikamentosen Einlagen (Ca(OH)2, CHX) weisen einen hoheren Feilenabrieb auf als
die Vergleichsgruppen Ozon und Laser (p < 0,001; Kruskal-Wallis-Test).
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Abb. 32: Feilenabrieb (in mg) der verschiedenen Versuchsreihen und Untergruppen.
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7.6 Bakterienwachstum in den bakterienfrei getestet  en Kanélen

Die Proben, die nach den Behandlungen im Dentin eine Bakterienfreiheit aufwiesen,
wurden einmal mit Nahrmedium beimpft, bebritet und in einer dichotomen

Entscheidung (ja/nein) auf Bakterienwachstum kontrolliert.

Die Abb. 33 stellt die Ergebnisse der Proben dar, die nach den Behandlungen
weiterverwendet werden konnten. Es ist zu erkennen, dass die CHX-Proben das
geringste Neuwachstum nach erneuter Bebritung hatten: 78,6 % der Proben blieben
bakterienfrei, bei der Ca(OH)2-Gruppe waren es 61,5 %. 75 % der zuvor mit Ozon
behandelten Zahne zeigten erneutes Wachstum von E. faecalis, bei den Laserproben

waren es 66,6 %.

100% - 7

90% -

80% -

70% -

A\
A\
A

60% -

Probenanzahl in %

50% -

40% -

W

30% -

N

20% -

10% -

O% T T T 1
Ozon Laser Ca(OH)2 CHX

Behandlung
Okein Wachstum BWachstum

Abb. 33: Haufigkeit des Bakterienwachstums der vorher als bakterienfrei klassifizierten Wurzelkanéle
(in %).
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8. Diskussion

8.1 Diskussion des Materials
8.1.1 Probenzahne

Zur Untersuchung der Wirksamkeit verschiedener medizinischer Einlagen und
Medizingerate existieren bereits zahlreiche In-vitro-Biofiimmodelle auf verschiedenen
Oberflachen (Titan, Glas, Kunststoff) [Chandra et al. 2001, Nikawa et al. 2003, Suci et
al. 2003]. Fur diese Untersuchung wurden Wurzelkanale ganzer humaner Zéhne
verwendet. Diese haben den Vorteil, dass sie der klinischen Situation am ehesten
entsprechen, im Gegensatz zu Untersuchungen auf kinstlichen Oberflachen, wie
beispielsweise auf Dentinchips, in bovinem Material, auf Agarplatten oder in
Flussigkeiten [Mehl et al. 1999, Noetzel et al. 2009a].

Da die Permeabilitatseigenschaften hinsichtlich der Bakterieninvasion durch die Art
der Lagerung sowie die Sterilisation der Probenzéhne beeinflusst werden kénnen
[Schmalz et al. 2001], wurden die Zahne nach der initialen Reinigung in isotonischer
Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %) gelagert und mittels Ethylenoxid sterilisiert, was dem
Erhalt der Dentinmorphologie zugutekommt.

Die Zdhne wurden so gekurzt, dass jeder Wurzelkanal in der Untersuchung die gleiche
Lange hatte und somit reproduzierbaren Untersuchungsbedingungen nahegekommen

werden konnte.

8.1.2 Enterococcus faecalis

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Einfluss verschiedener
Desinfektionsprotokolle auf die Reduktion bzw. Elimination des Bakteriums E. faecalis
untersucht. Dieses gilt als Schlisselpathogen bei persistierenden endodontischen
Infektionen, ist wenig empfindlich fur Desinfektionsmalinahmen und nur schwer aus
dem Wurzelkanalsystem zu entfernen [Haapasalo et al. 2000, Komorowski et al. 2000,
Kaufman et al. 2005].

Mithilfe einer auf dem bakterienspezifischen 16s-rRNA-Gen basierenden PCR wurde
nachgewiesen, dass die Bakterien-DNA von E. faecalis mit den fir die Endodontie
Ublichen Desinfektionsmitteln nicht vollstandig entfernt werden kann [Kaufman et al.
2005, Zoletti et al. 2006]. Fur Studienbedingungen ist es von Vorteil, dass der fakultativ

anaerobe E. faecalis sowohl unter anaeroben als auch unter aeroben
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Wachstumsbedingungen in vitro leicht anzichtbar ist, schnell wachst und effizient
einen Biofilm an der Wurzeloberflache bilden kann.

E. faecalis ist Uberaus widerstandsfahig und in der Lage, sich an veranderte
Umgebungsbedingungen zu adaptieren. Da er in grol3er Zahl bei persistierenden
Wourzelkanalinfektionen zu finden ist, wird diskutiert, ob E. faecalis fur Misserfolge bei
der Wurzelkanalbehandlung verantwortlich ist, da eine Bakterienpersistenz im
Wurzelkanal die Ausheilung periapikaler Lasionen verhindert [Fabricius et al. 2006].
Trotzdem gilt er nicht als unmittelbarer Verursacher von periapikalen Entzindungen
[Kaufman et al. 2005, Zoletti et al. 2006].

8.1.3 Desinfektionsmittel

Die Wirkung von Desinfektionsmitteln sollte im Idealfall ohne direkten Kontakt zu den
Mikroorganismen funktionieren. Dies ist sowohl bei der Ozon- als auch bei der
Laserapplikation moglich. Bei beiden Applikationsformen verbleiben keine Riuckstande
in den Wurzelkandlen. Ein falsch negatives Ergebnis in Bezug auf die
Bakterienreduktion ist somit durch Riickstdnde von Ozon und Laser nicht mdglich.

In direktem Kontakt werden medizinische Einlagen in hohen Verdinnungen (z. B.
Agardiffusionstest) erfolgreich gegen Bakterien eingesetzt [Spangberg 1981, Gomes
et al. 2003]. Die desinfizierende Wirkung wird durch die Schadigung der aufl3eren
Bakterienmembran erzeugt. Nach durchschnittlich zwei Tagen werden durch die
Anwendung von Ca(OH): diese Bakterien abgetbttet; grampositive Bakterien hingegen
erst nach bis zu vier Tagen [Podbielski et al. 2003, Zerella et al. 2005]. Komorowski
und Kollegen untersuchten die Substantivitat von Chlorhexidin gegeniber E. faecalis
und wiesen nach, dass eine optimale Wirkung bei einer Mindestliegedauer von sieben
Tagen erreicht wird [Komorowski et al. 2000]. In der vorliegenden Untersuchung
wurden die medizinischen Einlagen sieben Tage im Wurzelkanal belassen, um eine
ausreichende Wirkung zu erzielen. Eine weitere Aufbereitung im Anschluss an die
medikamentose Einlage erscheint sinnvoll, um mogliche Rickstande von den
medikamentésen Einlagen in den Dentintubuli zu entfernen. Dadurch kann die

Maglichkeit eines falsch negativen Ergebnisses reduziert werden.
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8.2 Diskussion der Methodik

8.2.1 Probenherstellung

Die Wurzeln wurden versiegelt und in verschlieBbare Kunststoffhilsen mit
Epoxidharzkunststoff eingebettet, was ein exaktes, hygienisches Arbeiten und eine
bessere Handhabung ermdglichte. Die verwendeten Flissigkeiten, medizinischen
Einlagen und Gase konnten durch diesen periradikularen Schutz nicht entweichen und
auch keine Fremdstoffe von aul3en in die Wurzeln eindringen. Durch die aulRere
Dentinoberflache konnte keine mikrobielle Belastung eintreten.

Aufgrund seiner Virulenzfaktoren und Grol3e kann E. faecalis in Dentintubuli migrieren
und dort Uberleben [Stuart et al. 2006]. Physikalische Barrieren wie z. B. die
Schmierschicht oder sklerosierte apikale Dentinbereiche kénnen ein schlechtes
Infektions- und Desinfektionsergebnis bewirken [Love et al. 1996]. Um dem Bakterium
die Penetration in die Dentintubuli zu ermoéglichen und somit offene, nicht durch die
Schmierschicht verlegte, durchgéangige Dentinkanalchen zu erhalten, die eine gewisse
Eindringtiefe erreichen, wurde wahrend der Probenvorbereitung EDTA zur Entfernung
der Schmierschicht verwendet. Hierdurch wurde das Eindringen der Bakterien in das
Wurzeldentin und damit auch die Kolonisation des Dentins und der Dentinkanalchen
begulnstigt [Perez et al. 1996]. Da Nahrstoffmangel den Biofilm in einen inaktiven
Zustand mit ruhendem Wachstum bringen kann, wurden die Proben taglich mit
Nahrmedium versorgt; in dieser Phase war der Biofilm optimal geschutzt vor &uf3eren
Angriffen [Haapasalo et al. 1987]. @rstavik und Haapasalo untersuchten den
Vitalitatszustand von E. faecalis in Rinderzahnen nach Substratentzug. Nach sieben
Tagen ohne Substrat zeigte sich E. faecalis noch anzichtbar [@rstavik und Haapasalo
1990]. Ein nachteiliger Aspekt der Studie von @rstavik und Haapasalo ist die Tatsache,
dass nicht humane Proben, sondern artifiziell infizierte Rinderdentinproben untersucht
wurden. Dentinkanalchen von Rinderzahnen sind im Durchmesser grol3er [Perez et al.
1993] und die Anzahl der querangeschnittenen Dentinkandlchen pro mm?2 im
Wurzeldentin ist vergleichsweise hoher als bei humanem Dentin [Schilke et al. 2000].
In der vorliegenden Studie konnte die Penetration durch E. faecalis mithilfe
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen optisch dargestellt werden. Diese zeigen,
dass die Wachstumsbedingungen ausreichend dafir waren, nach sieben Tagen

Inkubationszeit einen Biofilm von E. faecalis zu bilden (Abb. 16, 17).

70



Diskussion

Aufgrund der individuellen Morphologie und Anatomie der Wurzelkanéle war es jedoch
nicht moglich, eine identische Ausgangsbakterienzahl zu erreichen. Trotz
standardisierter Aufbereitung und Beimpfung konnte eine hohe Varianz in der
Bakterienzahl nicht verhindert werden, jedoch unterschieden sich die
Ausgangsbakterienzahlen zwischen den Gruppen nicht signifikant (Abb. 15).
Durchschnittlich lag eine Bakterienzahl von 6,24 x 108 CFU/ml (Kapitel 7.1.) vor, was
eine klinisch realistische Bakterienbelastung innerhalb des Wurzelkanals darstellt. In
infizierten Wurzelkanalen kommen zwischen 4 x 10° bis 2,6 x 10® Bakterien vor
[Giardino et al. 2009]. Durch die sterile Nahrlésung, die sterile Inkubation und auch
das sterile Arbeiten wurde das gezielte Wachstum der Versuchsbakterien in den
Kanalen ermdéglicht. Unter Berlcksichtigung der Limitationen des vorliegenden
experimentellen Designs ermdglichten die standardisierte Aufbereitung und
Beimpfung sowie die identischen Umgebungsbedingungen einen reproduzierbaren

Versuchsaufbau mit ausreichender Vergleichbarkeit.

8.2.2 Probenentnahme

Die Flussigkeiten wurden aus dem Kanallumen mit langenmarkierten sterilen
Papierspitzen entnommen. Dadurch konnte die Flussigkeit aus dem apikalen Bereich
extrahiert werden. Durch alleiniges Pipettieren ware dies aufgrund der engen
Kanallumina nicht mdglich gewesen.

Die Entnahme der Dentinspane mithilfe von Hedstrom-Feilen aus den verschiedenen
infizierten Proben erfolgte mit gleichmaRigem Druck zirkumferent entlang der
gesamten Wurzelkanalwand. Der Abtrag des Dentins ist nicht einheitlich und als
variant fur alle Zahne anzusehen, da er manuell erfolgte und die Wurzelkanéle trotz
standardisierter Aufbereitung Varianzen aufwiesen.

Infolgedessen sind diese quantitativen Bestimmungen der Probenentnahme mit einem

Interpretationsspielraum behaftet.

8.2.3 Auswertung

In diesem Studienmodell konnten verschiedene Behandlungen miteinander verglichen
und E. faecalis-Bakterien unter &hnlichen Bedingungen wie in der klinischen Situation
bei endodontischen Therapien untersucht werden. Der Nachweis von
Mikroorganismen in den Proben wurde mittels der koloniebildenden Einheiten (KbE =

CFU, colony-forming units) erzielt. Die Bestimmung der Infektionsrate durch die CFU
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ist in der Mikrobiologie ein gangiges, etabliertes und auch kostengiinstiges Verfahren,
welches quantitative Aussagen zum Bakterienwachstum ermdglicht [Suerbaum et al.
2012]. Weiger und Kollegen (2002) zeigten, dass in primér infiziertem Wurzeldentin
nach vierwochiger Kalziumhydroxideinlage keine koloniebildenden Einheiten mehr
nachweisbar waren, wohingegen nach selektiver Fluoreszenzmarkierung mit
Vitalfarbstoffen noch vitale Mikroorganismen dargestellt werden konnten. Nachteilig
ist, dass vitale, aber nicht kultivierbare Zellen kaum nachgewiesen werden kénnen und
es somit zu falsch negativen Ergebnissen kommen kann, wenn die Bakterienzahl
unterhalb der Nachweisgrenze liegt [Wu et al. 2006]. Um falsch negative Ergebnisse
zu unterbinden, wurde in der vorliegenden Studie eine niedrige Nachweisgrenze
gewahlt. Peters und Kollegen zeigten, dass es keinen negativen Einfluss auf die
Erfolgsrate der Behandlung hat, wenn eine niedrige Nachweisgrenze gewahlt wird
[Peters et al. 2002]. Eine weitere Untersuchung zum Nichtvorhandensein vitaler Zellen
und auch zur klinischen Bedeutung wurde in dieser Studie nicht gemacht. Diese
maoglicherweise vorhandenen Zellen haben klinisch zudem nicht die optimalen
Wachstumsbedingungen, da es im Idealfall nach der ordnungsgemafen Durchfihrung
der Wurzelkanalbehandlung zur Wurzelfillung kommt. Mdoglicherweise kann in
weiterfihrenden Studie zuséatzlich ein ATP-Nachweisverfahren verwendet werden, um
das Vorhandensein von lebensfahigen Bakterien wahrend der Wurzelkanaltherapie zu
bestimmen [Tan et al. 2015].

Exakte Quantifizierungen von Infektionen sind durch Strukturunregelmafigkeiten in
der Wurzelkanalwand schwierig [Siqueira et al. 2001, Sedgley et al. 2005, Siqueira
und Rocas 2005, Rocas et al. 2006, Zoletti et al. 2006]. Bei dem in der vorliegenden
Studie verwendeten Nachweisverfahren steht im Vordergrund, dass durch die
Kulturbedingungen (Kulturmedium, Nahrldsung, Umgebung) meist nur eine Auswabhl
aller vorkommenden Mikroorganismen erfasst wird.

Die Abschlussbakterienzahl in Wurzelkanal und Dentin wurde unmittelbar nach der
Behandlung der Proben ermittelt, um die Auswirkungen der Desinfektionsmal3nahmen
direkt nach der Anwendung auf die Bakterienzahl bestimmen zu kénnen.

Sowohl die Ausgangs- als auch die Abschlussbakterienzahlermittlung im Wurzelkanal
wurden identisch durchgefiihrt. Die ermittelten Werte der Abschlussbakterienzahl im
Wurzelkanal wurden in drei Bakterienklassenbereiche eingeteilt (Tabelle 2, 4 und 5).
Die Abschlussbakterienzahl im Dentin stellte eine quantitative Messung dar, bei der
die Wirksamkeit der verschiedenen Verfahren nachgewiesen werden konnte. Es
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konnten durch die Bestimmung der planktonischen und adh&arenten Bakterien
Aussagen Uber den Wirkort der Malsnahmen getroffen werden. Die Entnahme einer
Probe zur Messung des Ausgangswertes hatte den vorhandenen Biofilm zerstéren
kénnen und damit die Ergebnisse sowie den Abtrag in Milligramm verfalschen kdnnen.
Als kritisch ist die Uberfihrung der Dentinspane in das Flussigmedium zur
Bestimmung der Abschlussbakterienzahl im Dentin zu bewerten. Gleichermalien
problematisch kann die vorausgegangene Gewichtsmessung fir den quantitativen
Feilenabrieb betrachtet werden. Da dieser Vorgang ausschlief3lich mechanisch und
manuell durchgefuhrt wurde, bestand die Gefahr, dass Probenmaterial von den
endodontischen Nadeln und aus dem Probenlumen abfiel oder nicht komplett
aufgenommen wurde. Um die Hygienekette nicht zu unterbrechen und magliche Fehler
zu vermeiden, wurde sehr sorgfaltig gearbeitet. Flr jede Probe und Messung wurden
sterile Feilen und Handschuhe verwendet.

8.3 Diskussion der Ergebnisse

8.3.1 Wirksamkeit der DesinfektionsmafRnahmen

In der vorliegenden Untersuchung zeigte Kalziumhydroxid unabhéngig von der chemo-
mechanischen Aufbereitung und den verschiedenen Spillésung die grofite
Wirksamkeit in Bezug auf die Reduktion von E. faecalis und erreichte in jeder
Untersuchungsgruppe den hochsten logarithmischen Reduktionsfaktor (siehe
Tabelle 3.). Diese lagen (x Standardabweichung) zwischen 2.8 + 0,5 (bei NaOCI) und
3,9 £ 0,4 (bei CHX-Spullung). Nach Bebritung der planktonisch Endkeimzahl zeigten
sich 90% der Proben unterhalb der Nachweisgrenze (Abbildung 24), bei den
adharenten Bakterien im Dentinabrieb waren es sogar 95% (Abbildung 30). Auch hier
zeigte Calciumhydroxid die besten Ergebnisse im Vergleich zu den anderen
Desinfektionsoptionen.

Die medizinische Einlage mit Kalziumhydroxid zeigte sich hier als effektiver Wirkstoff
zur Bakterienelimination des E. faecalis, obwohl es Untersuchungen gibt, die belegen,
dass E. faecalis-Resistenzen gegenuiber Ca(OH)2 vorliegen kénnen [Sirén et al. 2004].
Bei direktem Kontakt weist es die grofdte Wirksamkeit gegenliber den verschiedenen
Mikroorganismen auf [Bystrom 1985]. Die Neutralisierung bakterieller Endotoxine
durch Ca(OH)2-Suspensionen [Buck et al. 2001] und die Hemmung ortsstandiger

Mikroorganismen [Grawehr et al. 2003] sind entscheidend fur die Wirksamkeit.
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In dieser Studie wurde eine pastdose Ca(OH)2-Suspension ohne weitere Zusatze
verwendet. Glycerin und Propylenglycol, die bei Diffusionsuntersuchung mit Ca(OH)2
diesem beigemischt wurden, beeintrachtigen die Dissoziation von Kalzium- und
Hydroxylionen und somit die Erh6hung des pH-Wertes [Safavi und Nakayama 2000].
Bei einem Vergleich Ca(OH)2-haltiger Guttaperchastifte mit Ca(OH)2-Suspensionen
zeigte sich, dass die Suspensionsapplikation die hochsten pH-Werte und somit die
grolRere antibakterielle Wirkung im Kanal erreichen konnte [Schafer und
Al Behaissi 2000].

Um eine ausreichende Desinfektion in den Kanalen zu ermoéglichen, wurde die
Ca(OH)2-Paste fur eine Woche im Wurzelkanal belassen. Lana und Kollegen
untersuchten die Wirkung von Kalziumhydroxid mit und ohne Chlorophenol als
medikamenttse Einlage [Lana et al. 2009]. Dafur wurden 70 Unterkiefer-Frontzdhne
nach standardisierter chemo-mechanischer Aufbereitung mit E. faecalis-Kulturen
beimpft. Die Anwendung von Ca(OH)z als medikamenttse Einlage fir sieben Tage
erzielte eine Bakterienfreiheit, ebenso die 14-tdgige Einlage von Kalziumhydroxid
kombiniert mit Chlorophenol. Die chemo-mechanische Aufbereitung alleine war immer
mit einer Restbakterienbelastung verbunden. So konnte nachgewiesen werden, dass
erst die Applikation von Kalziumhydroxid als medikamentdse Einlage mit einer
ausreichenden Liegedauer (abhéangig vom Praparat) nach der chemo-mechanischen
Aufbereitung die Bakterienzahl minimiert [Lana et al. 2009]. Haapasalo und Kollegen
zeigten ebenfalls, dass eine siebentagige Liegezeit der Kalziumhydroxid-Einlage notig
war, damit in allen Wurzelbereichen ein Anstieg des pH-Wertes erzielt werden konnte
[Haapsalo et al. 2000]. Nerwich und Kollegen untersuchten den Einfluss der
Liegedauer von Kalziumhydroxid im Wurzelkanal auf den pH-Wert-Anstieg. Innerhalb
von Stunden wurden die maximalen pH-Werte erreicht (9,7-10,8), jedoch erst nach
Diffusion ins Wurzeldentin hielt dieser Wert bis zu sieben Tage an. Auch hier wurde
der positive Einfluss der langen Liegedauer nachgewiesen [Nerwich et al. 1993], was
von Tronstad und Kollegen bestatigt wurde [Tronstad et al. 1981]. Dementsprechend
kann die Applikationsdauer positiven Einfluss auf das Ergebnis der Ca(OH)2-Einlage
genommen haben. Beachtet werden muss, dass durch einen Langzeiteffekt des
Kalziumhydroxids zurtickgebliebene Kalziumhydroxidreste die Probenentnahme und
dadurch Ergebnisse verféalscht haben koénnten. Die vollstandige Entfernung der
medikamenttsen Einlage ist bedeutsam, um den Langzeiterfolg der Therapie zu
ermdglichen, jedoch ist die komplette Entfernung von Kalziumhydroxid aus dem
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Wourzelkanalsystem durch die Komplexitat der Anatomie des Kanals schwer erreichbar
[Ethem Yaylali et al. 2015, Ma et al. 2015a, Ma et al. 2015b]. Dadurch kann der
Langzeiterfolg einer Wurzelkanalbehandlung beeinflusst sein; Ca(OH)2-Reste kdnnen
die Dichtigkeit der Wurzelkanalfullung sowie die Adhasion des Sealers beeintrachtigen
[Kim & Kim 2002, Bottcher et al. 2010]. Daher sollte fur eine vollstandige Entfernung
der medikamentdsen Einlage eine Instrumentierung des Wurzelkanals auf eine oder
mehrere ISO-Grof3en gréf3er als das zuletzt verwendete Instrument in Kombination mit
verschiedenen Spullésungen vorgesehen werden [Rodig et al. 2010, Lambrianidis et
al. 2006]. Entscheidend ist dann das Spulprotokoll: Fir die Entfernung von
Ca(OH)2-Resten wird die Natriumhypochlorit-Spullésung als unzureichend bewertet
[Salgado et al. 2009]. Empfohlen werden die Chelatoren EDTA und Zitronenséure, sie
erzielen signifikant bessere Ergebnisse [Rodig et al. 2010]. Dies wird auf eine
Chelatbildung von EDTA mit den Ca(OH)2-Resten zuriickgefiihrt. Im Anschluss
kénnen die gebundenen Komplexe durch die NaOCI-Spulung entfernt werden.

In dieser Untersuchung zeigte sich Chlorhexidin als Desinfektionsmal3hahme im
Vergleich mit Kalziumhydroxid als unterlegen, auch wenn es bei allen Spulprotokollen
gute Ergebnisse erzielte: Die logrithmischen Reduktionsfaktoren (siehe Tabelle 3)
lagen in Abh&ngikeit von den unterschiedlichen Untersuchungsgruppen zwischen
2,6 = 0,9 (Kontrollgruppe) und 3,1 £ 1,2 (NaOCI). Nach Bebritung der planktonisch
Endkeimzahl zeigten sich 56% der Proben unterhalb der Nachweisgrenze (Abbildung
24), bei den adhérenten Bakterien im Dentinabrieb waren es sogar 93% (Abbildung
30). Im Widerspruch zu der vorliegenden Arbeit gibt es Untersuchungen, die belegen,
dass CHX-Gel dem Kalziumhydroxid als medikamenttse Einlage hinsichtlich der
Bakterienelimination Uberlegen ist. Schafer und Kollegen untersuchten die
Wirksamkeit von Chlorhexidin (2 %) und Kalziumhydroxid als medikamentdse Einlage
auf E. faecalis in humanen Wurzelkanalen nach dreitdgiger Inkubation [Schéfer et al.
2005]. Chlorhexidin war signifikant effektiver als Kalziumhydroxid und die Kombination
von Kalziumhydroxid mit Chlorhexidin als medikamentése Einlage [Schéafer et al.
2005]. In einem anderen Studienmodell wurden praparierte Guttaperchastifte
miteinander verglichen; Ca(OH)2-haltige Guttaperchastifte zeigten eine bessere
Hemmung des Bakterienwachstums als CHX-haltige Guttaperchastifte [Podbielski et
al. 2000, Delgado et al. 2010]. Bei diesen Versuchen muss jedoch bedacht werden,
dass es verschiedene Faktoren gibt, die einen Vergleich erschweren. Moglicherweise
war die Medikamentenabgabe effektiver, die Verarbeitung des jeweiligen
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Medikaments besser oder schlechter oder Guttapercha hat moglicherweise die
Wirkung des jeweiligen Medikaments unterbunden.

Chlorhexidin verfugt (ber ein breites Wirkspektrum gegen grampositive und
gramnegative Mikroorganismen sowie gegen Pilze, Viren und Hefen [Henessey 1973,
Fardal und Turnbuhl 1986]. Daher wird es auch in der Endodontie als antimikrobielle
Spullésung oder medikamentdse Zwischeneinlage bei Wurzelkanalbehandlungen
verwendet [Vahdaty et al. 1993, Buck et al. 1999]. Delgado und Kollegen verglichen
die Effektivitdt von pastenformigem Kalziumhydroxid und Chlorhexidin-Gel bei der
Reduktion von E. faecalis [Delgado et al. 2010]. Dazu wurden einwurzelige Zahne
standardisiert aufbereitet und mit E. faecalis beimpft. Chlorhexidin wies einen hoheren
antimikrobiellen Effekt auf (p < 0,05) als Kalziumhydroxid bzw. die Kombination aus
beiden Praparaten.

Im Gegensatz zu diesen Studien war Chlorhexidin (55,7 % Bakterienfreiheit im
Wurzelkanal) in der vorliegenden Studie als medikamentdse Einlage dem
Kalziumhydroxid (90,0 % Bakterienfreiheit) unterlegen (p <0,05) (Abb. 24).
Kalziumhydroxid weist so lange einen antimikrobiellen Effekt auf, wie ein basischer
pH-Wert im Wurzelkanalsystem vorherrscht [Siqueira und Lopes 1999]. CHX ist ein
kationisches Molekiil, welches durch Substantivitat seine antimikrobielle Wirksamkeit
entfaltet [Mohammadi und Abott 2009]. Dementsprechend héngt die Substantivitéat von
der Konzentration des CHX-Praparates ab. Das Ergebnis konnte in diesem Fall also
dadurch beeinflusst sein, dass die Konzentration des CHX-Gel-Praparates (1 %) in
diesem Versuch nicht ausreichend hoch war; Wang und Kollegen empfehlen 2%iges
CHX-Gel [Wang et al. 2007].

Die Anwendung von Ozongas konnte erst in der Kombination mit desinfizierenden
Spullésungen tUberzeugende Ergebnisse liefern. Der logarithmische Reduktionsfaktor
(= Standardabweichung) erhdhte sich von 1,4 + 1.0 (Kontrollgruppe) und 2,3 + 0,9
(NaOCl) auf 3,7 £ 0,3 (NaOCl) und 3,8 + 0,4 (CHX, siehe Tabelle 3). Mit den
desinfizierenden Spilldsungen kombiniert wurden sowohl bei den planktonischen, als
auch bei den adharenten Bakterien im Dentinabrieb in 100% der Proben eine
Bakterienreduktion unter der Nachweisgrenze erreicht (Abbildungen 22, 23, 28 und
29). Das gasformige Ozon kann aufgrund seiner MolekilgroRe besser in die
Dentinkanalchen diffundieren, als es fliissige, gelférmige und pastdése Substanzen mit
einer hoheren Viskositdt konnen. Die Durchmesser der Dentinkanalchen im
Wurzelkanal variieren: Im Pulpenkammerbereich betragt der Durchmesser 1,7 bis
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2,8 ym. An der Dentin-Schmelz-Grenze liegt er nur noch bei 1,0 bis 1,3 ym [Forssell-
Ahlberg et al. 1975]. Somit kann Ozon tiefer in die Dentintubuli eindringen, als es
Bakterien kdnnen, da innerhalb des Ozonmolekiils der Molekilabstand 128 pm betragt
[Mortimer 1996] und im Durchschnitt das kleinste Bakterium 0,1 pym grof3 ist [Dworkin
et al 2006]. Dadurch ist es moglich, dass das Ozon in tiefere Gewebsschichten als die
Mikroorganismen selbst vordringt und dort seine antimikrobielle Wirkung entfalten
kann; es ist in der Lage, dort Biomolekille und Bakterienzellwande zu zerstéren [Boch
et al. 2015]. Daruber hinaus kénnte die Wirksamkeit der Ozonapplikation durch die
Vorbehandlung des Wurzeldentins beeinflusst sein. Bei der mechanischen
Aufbereitung wurde EDTA verwendet, welches die Schmierschicht im Kanal entfernt.
Dies kdnnte die Penetration und die Tiefenwirkung des Ozongases verbessert haben.
Um eine optimale Bakterienreduktion zu erzielen, sollte das Ozongas zweimalig
appliziert werden [Huth et al. 2009]. Aus diesem Grund wurde Ozon in der
vorliegenden Studie zwei Mal fur je 60 Sekunden (Gesamtapplikationszeit 120
Sekunden) angewendet. Durch den komplexen Aufbau mit Ab- und Zulauf im
geschlossenen System des Ozongerates konnte standig unverbrauchtes Ozon in die
Kavitat geleitet werden und verbrauchtes Ozon abtransportiert werden. Trotzdem ist
die Wertigkeit als DesinfektionsmafRnahme in der Endodontie eingeschrankt, da eine
vollstdndige Bakterienreduktion durch die alleinige Ozonbehandlung ausgeschlossen
wird [Hems et al. 2005, Estrela et al. 2007, Kustarci et al. 2009]. Wahrend Ozongas
gegenuber planktonischem E. faecalis einen antimikrobiellen Effekt hat, kann es in
vorhandenen, organisierten Biofilmen die Anzahl der Bakterien nicht verringern [Hems
et al. 2005]. Auch in der vorliegenden Studie zeigte sich, dass Ozon ohne die
Unterstiitzung von NaOCI eine geringere antimikrobielle Wirksamkeit gegentber E.
faecalis hatte als Ca(OH)2 und CHX (Abb. 20-21, 24-27, 30-31)

Innerhalb der Untergruppen zeigte die Kombination von NaOCI als Spullésung und
Ozon als Desinfektionsmallinahme die grol3te Effektivitat (100 % Bakterienfreiheit)
(Abb. 22). Diese Aussage wird auch durch die In-vitro-Studie von Boch und Kollegen
bestatigt [Boch et al. 2015]: Durch die Verwendung von NaOCI und den dadurch
bedingten Zerfall des Biofilms gelingt es den Ozonmolekllen besser, in den Biofilm
und in die Dentintubuli zu penetrieren.

Auch die Anwendung des Lasers konnte erst in der Kombination mit desinfizierenden
Spullésungen tUberzeugende Ergebnisse liefern. Der logarithmische Reduktionsfaktor
(x Standardabweichung) erhéhte sich von 1,1 + 1.0 (Kontrollgruppe) und 1,4 £ 0,5
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(NaOCl) auf 3,4 + 0,6 (NaOCl) und 3,8 £ 0,4 (CHX, siehe Tabelle 3). Mit den
desinfizierenden Spullésungen kombiniert wurden sowohl bei den adhérenten
Bakterien im Dentinabrieb in 100% der Proben eine Bakterienreduktion unter der
Nachweisgrenze erreicht (Abbildungen 28 und 29), bei den planktonischen Bakterien
waren es 87% (NaOCI) und 93% (CHX, Abbildungen 22 und 23). Die bakterizide
Wirkung von Laserstrahlen im Wurzelkanal wurde in mehreren Studien nachgewiesen
[Gutknecht et al. 1996, Gutknecht et al. 2000, Moritz et al. 2000, Gutknecht et al. 2004,
Kallis 2005] und empfohlen [Mathew et al. 2014]. Bergmanns und Kollegen zeigten,
dass 99,7 % der E. faecalis-Kulturen durch die Verwendung eines Nd:YAG-Lasers
eliminiert wurden [Bergmans et al. 2006]. Schoop und Kollegen erzielten eine
Bakterienzahlreduktion um 102 fir den Diodenlaser (810 nm) gegentiber E. faecalis
[Schoop et al. 2006]. De Souza und Kollegen erreichten sogar eine 100%ige
Elimination von E. faecalis mit dem Diodenlaser (830 nm) [de Souza et al. 2008].
Letzteres steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung,
in der nur in 50,8 % der Proben eine Bakterienfreiheit erreicht wurde. Differenziert man
die Ergebnisse allerdings nach verwendeter Spullésung, zeigen sich bessere
Ergebnisse, da hier eine Bakterienfreiheit der Proben dargestellt wurde: Bei der
Kombination Laser mit Natriumhypochlorit konnten 86,7 % und bei der Kombination
Laser mit Chlorhexidin 93,3 % der Proben bakterienfrei getestet werden (Abb. 23).
Somit ist eine alleinige Kanaldesinfektion mit Laser nicht effizient, in Kombination mit
antiseptischen Spullésungen konnen jedoch gute Ergebnisse hinsichtlich der
Bakterienreduktion erreicht werden. Bei der vorliegenden Studie wurden verschiedene
Spullésungen mit Medizinprodukten kombiniert, da diese Versuchsanordnung dem
klinischen Ablauf am nachsten erscheint.

Bei der Laseranwendung konnen Nebenwirkungen wie z. B. eine
Emphysementstehung und auch Zytotoxizitat nicht auftreten, was im klinischen Alltag
von grofRer Bedeutung ist [Yesilsoy et al. 1995, Gutknecht et al. 1996]. Weitere Vorteile
sind der stimulierende Effekt auf das umliegende Gewebe des Wurzelkanals und auch
die kurze Applikationsdauer [Gutknecht et al. 1996, Gutknecht et al. 2004]. Die
Penetrationstiefe des Lasers im Vergleich zu Spullésungen und medizinischen
Einlagen bleibt diskussionswirdig, auch wenn Gutknecht und Kollegen mithilfe von
exakten Temperaturregistrierungen die Effektivitdit der Laserbehandlung in
therapeutisch unzugéngliche Bereiche des Wurzelkanals zeigen konnten [Gutknecht
1999]. Zudem muss die von Kleemann beschriebene ,Biostimulation” bedacht werden
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[Kleemann 2007]: Bakterien kodnnen nach der Applikation des Lasers mit
subtherapeutischer Dosis eine photobiologische Wirkung erfahren, die mit einer
Bakterienerhohung und Wachstumsfoérderung einhergeht. Diese wird zwar erst ab der
Verwendung von Dosen unter 100 J/cm? berichtet, welche im Wurzelkanal jedoch trotz
optimaler Laserapplikation in biologischen Nischen vorkommen kdénnen [Kleemann
2007].

Zusammenfassend gesagt unterstitzen die vorliegenden Ergebnisse Kalziumhydroxid
als Goldstandard unter den Desinfektionsmal3Bhahmen bei der Multiple-visit-
Behandlung, da es eine hohe Wirksamkeit auf E. faecalis zeigt, selbst wenn es mit
einer Spullésung kombiniert wird, die keine ausreichende antiseptische Wirkung
aufweist.

Wird jedoch die One-visit-Methode angewandt, dann zeigen diese Ergebnisse, dass
die Ozonbehandlung in Kombination mit der chemo-mechanischen Aufbereitung mit
NaOCI eine vergleichbar hohe Bakterienzahlreduktion zeigt wie die medizinische

Einlage mit Ca(OH)2 und damit eine klinische Alternative darstellen konnte.

8.3.2 Wirksamkeit der Spullésungen

Die antiseptischen Spulldsungen (CHX und NaOCI) wiesen erwartungsgemal eine
hohere Wirksamkeit (p < 0,0001) als die Vergleichsgruppen (keine Spulung und NaCl)
auf. Chlorhexidin erreichte in 87,1 % der Proben eine Bakterienfreiheit im Wurzelkanal,
NaOCI in 81,7 % (Abb. 25).

Generell waren Chlorhexidin-Spulungen effektiver als die medikamentdse Einlage von
CHX-Gel (Abb. 20, 22, 23, 25). Dies scheint aufgrund der Konzentrationen zunéchst
nicht nachvollziehbar. Es muss allerdings beachtet werden, dass die Gesamtmenge
des applizierten Chlorhexidins bei dem Spulvolumen deutlich héher lag als bei der
medikamentodsen Einlage. Zudem kann eine Flussigkeit tiefer in die Dentinkanalchen
eindringen, was zusatzlich die Wirksamkeit erh6ht. Aul3erdem wird bei der Spulung
standig unverbrauchtes CHX nachgelegt, wohingegen es sich im Gel wahrend der
Liegezeit (sieben Tage) verbraucht und unwirksam wird. Gomes und Kollegen konnten
zeigen, dass die 0,2%ige Chlorhexidin-Spulung nach 30 Sekunden Kontaktzeit auf E.
faecalis-Kolonien wirkt, wahrend Chlorhexidin-Gel (1 %) dafir 15 Minuten bendtigte
[Gomes et al. 2001] . Im Vergleich von 0,2%iger Lésung und 2%igem Gel konnte in
den ersten 100 um der Dentinkanédlchen kein Unterschied in der Wirksamkeit

festgestellt werden [Vahdaty et al. 1993]. CHX hat zwar eine hervorragende
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antiseptische Wirkung, ist aber nicht in der Lage, pulpales Restgewebe aufzulésen wie
NaOCI.

Natriumhypochlorit (NaOCI) zeigte mit 81,7 % Bakterienfreiheit eine vergleichbar gute
Wirksamkeit hinsichtlich der Bakterienreduktion wie Chlorhexidin (p > 0,05) (Abb. 25).
Es wird als potentes antimikrobielles Mittel und zur Gewebsresteentfernung bei der
chemo-mechanischen Reinigung empfohlen [Baumgartner und Cuenin 1992,
Oguntebi 1994, Ayhan et al. 1999, Siqueira et al. 2000]. Seine Wirksamkeit wurde in
vielen Studien belegt [Hand et al. 1978, Andersen et al. 1992, Yang et al. 1995, Turkin
et al. 1997]. Verbliebenes NaOCI in den Dentintubuli erwies sich als entscheidend fur
eine effektive Desinfektion [Hecker et al. 2013]. Kustarci zeigte in seiner Studie, dass
NaOCI eine bessere antimikrobielle Wirkung erzielen konnte, als es durch Ozon
maoglich war [Kustarci et al. 2009]. Gomes konnte durch die Kombination von NaOCI
und Chlorhexidin-Spulldsung die starkste antibakterielle Wirkung gegentber E.
faecalis erreichen [Gomes et al. 2001]. Als Erklarung fur diesen synergistischen Effekt
wird die Bildung von Chlorhexidindichlorid diskutiert, welches die ionisierende Wirkung
der CHX-Molekule verstarken kann [Kuruvilla und Kamath 1998]. Andererseits muss
beachtet werden, dass es aufgrund antagonistischer Wechselwirkungen bei direktem
Kontakt zwischen NaOCI| und CHX zur Ausfallung eines NaOCI-/CHX-Prazipitats,
Parachloranillin (PCA), kommen kann. Diese orange-braune Verunreinigung des
Kanalsystems erschwert die endodontische Therapie, z. B. durch den Verschluss der
Dentinkanalchen, und hat in einigen Studien toxisches und kanzerogenes Potenzial
gezeigt [Basrani et al. 2007; Prado et al. 2013]. Durch Anwendung einer
Zwischenspilung z. B. mit steriler Kochsalzlosung oder Zitronensaure kann eine
Préazipitation verhindert werden [Basrani et al. 2007; Prado et al. 2013].

Als alleinige MalRnahme ohne zusatzliche Aufbereitung des Kanals sind die
antiseptischen Spullésungen nicht in der Lage, E. faecalis zu eliminieren. Estrela und
Kollegen verglichen die Wirkung von NaOCI (2,5 %) und CHX (2 %) auf E. faecalis bei
einem konstanten Flow von 20 Minuten im Wurzelkanal. Beide Lésungen konnten E.
faecalis nicht eliminieren [Estrela et al. 2003].

Da in der vorliegenden Studie das Natriumhypochlorit nach der Anwendung nicht mit
Natriumthiosulfat inaktiviert wurde, kann eine Ubertragung auf die Agarplatte und
damit eine Unterbindung des Wachstums auf der Agarplatte mit der méglichen Gefahr
falsch negativer Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden [Hecker et al. 2013].
Dennoch wird dieser mdgliche Effekt von NaOCI kontrovers diskutiert und scheint bis
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zu einer Konzentration von 3 % geringen Einfluss zu haben [Muhammad et al. 2014,
Rossi-Fedele et al. 2010].

Abschliel3end lasst sich festhalten: Antiseptische Spullésungen (CHX, NaOCI) sind ein
obligater Teil der chemo-mechanischen Aufbereitung.

8.3.3 Abschlussbakterienzahl im Dentin

Die Abschlussbakterienzahl im Dentin ermdglicht Aussagen Uber die Wirksamkeit der
Desinfektionsmethoden auf den adharenten Biofilm und eine mogliche Penetration in
die Dentintubuli.

Die medikamentdsen Einlagen (Ca(OH)2 mit 94,9 % Bakterienfreiheit, CHX 93,2 %)
waren den Vergleichsgruppen (Ozon 68,3 %, Laser 67,2 %) uUberlegen (p < 0,05)
(Abb. 30). Die relative Wirksamkeitssteigerung von CHX im Dentin (93,2 %
bakterienfrei) im Vergleich zu der Abschlussbakterienzahl von CHX im Wurzelkanal
(55,7 % bakterienfrei) kann in der Penetration von CHX in die Dentintubuli begriindet
liegen. Aufgrund seiner polaren Eigenschaften hat CHX eine hohe Affinitat, sich an
geladene Oberflachen anzulagern. Die Zahnoberflache und auch die Dentintubuli
weisen eine negative Oberflachenladung auf. So ist es dem CHX mdglich, bis zu 100
pum tief in die Dentinkan&lchen einzudringen und seine Wirkung zu entfalten [Barbosa
et al. 1997]. Die Gesamtheit der penetrierten Dentintubuli weist eine grol3ere
Oberflache auf als die Wurzelkanalwand alleine. Somit ist vergleichsweise mehr
Chlorhexidin in den Dentintubuli verfigbar als auf der Wurzelkanaloberflache und
damit auch Uber einen langeren Zeitraum hinweg wirksam [Portenier et al. 2001,
Portenier et al. 2005].

Ein negativer Einfluss der Pufferwirkung des Dentins auf Kalziumhydroxid konnte in
der vorliegenden Untersuchung nicht nachgewiesen werden (Abb. 30).

Vor allem bei niedrigen Konzentrationen des Ca(OH)2 verhindert die Pufferkapazitat
des Dentins einen pH-Wert-Anstieg auf mehr als 11,5. Evans und Kollegen
beobachteten bei der Kalziumhydroxid-Einlage lediglich einen Wert von 10,3 [Evans
et al. 2002], welcher nicht ausreicht, um E. faecalis zu eliminieren [Siqueira 2002].
Auch bei den Spullésungen konnte die Wirksamkeit des Einsatzes von Antiseptiva
bestatigt werden. Chlorhexidin konnte in 100 % der Félle eine Bakterienfreiheit
erzielen, bei NaOCI waren es 95,0 % (Abb. 31). Diese Ergebnisse sind mit denen im
Wurzelkanal vergleichbar. Bertcksichtigt werden muss dabei, dass es moglicherweise

zu einem falsch negativen Ergebnis kommt, wenn die Spullosungen die
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Mikroorganismen nicht eliminieren, sondern diese sich in einem Biofilm verschanzen
oder sich in einer ruhenden inaktiven Phase befinden [Dahlén 2009]. Um falsch
negative Ergebnisse wahrend mikrobiologischer Kultivierung zu vermeiden, kénnen
spezifische und unspezifische Inhibitoren eingesetzt werden, welche eine
Ausschaltung der antimikrobiellen Restwirkung erleichtern [Zamany und Spangberg,
2002]. Zamany und Spangberg verwendeten fiir das Blocking von CHX L-alpha lecithin
in Tween 80 [Zamany und Spangberg, 2002]. Tween 80 ist eine polyoxyethylierte
Verbindung, auch Polysorbat 80 genannt. Sie wird als Emulgator und Netzmittel bei

Arzneimitteln verwendet.

8.3.4 Feilenabrieb der Dentinspéne

Der Feilenabrieb der Dentinspane in mg wies eine hohe Varianz auf (Abb. 32). Die
Proben mit medikamentdsen Einlagen (Ca(OH)2, CHX) wiesen einen hoheren Abtrag
als die Vergleichsgruppen (Ozon, Laser) auf (p < 0,05). Da die Probengewinnung
weder druckkalibriert noch unter genormten Bedingungen erfolgte, sollten diese
Unterschiede mit Vorsicht interpretiert werden.

Es kann die Mdglichkeit bestehen, dass es zu Ansammlung von Kalziumhydroxid bzw.
CHX in den Dentintubuli gekommen ist, die bei der Abschlussspulung nicht vollstandig
entfernt wurden. Die so ,verstopften® Kandlchen weisen beim Abrieb folglich mehr
Masse auf, da das reine Dentingewicht durch Medikamentenreste verfalscht wurde.
Yoldas zeigte in einer statistischen Analyse, dass die Verwendung von Ca(OH)2 die
Dentin-Mikroharte verringert [Yoldas 2004]. Méglicherweise kann es auch in dieser
Studie durch die medizinischen Einlagen zu einer chemischen Aufweichung der
Wurzelkanalwand gekommen sein, die mit einem hoheren Abtrag einhergeht. Um
diese Interpretation zu festigen, mussten weitere Versuche durchgefiihrt werden.

Die mit Ozon und Laser behandelten Proben weisen einen relativ konstanten Abrieb
auf (p < 0,05) (Abb. 32). Hier scheint es zu keinen Oberflachenverdnderungen
gekommen zu sein.

Die Spulldsungen hatten keinen signifikanten (p = 0,124) Einfluss auf die Quantitat des
Feilenabriebs (Abb. 32).

8.3.5 Bakterielles Wachstum nach Desinfektion

Proben, die zur Abschlussbakterienzahlbestimmung bakterienfrei waren, wurden

(unabhangig von verwendeter Desinfektionsmalinahme und Spullésung) erneut mit
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Nahrmedium befullt und sieben Tage inkubiert. Dabei konnten trotz vorherigem
Negativ-Nachweis aktive, teilungsfahige Bakterien nachgewiesen werden (Abb. 33).
Im Wurzelkanal zuriickbleibende, vitale Bakterien kdnnen in bis zu 80 % der Falle das
Wourzelkanalsystem nach zwei bis sieben Tagen reinfizieren [Spratt et al. 2001,
Torabinejad et al. 2002]. Zamany und Kollegen zeigten, dass mit konventioneller
Aufbereitung und Spulldsung nach einer Inkubationszeit von vier Wochen ein erneutes
Bakterienwachstum zu verzeichnen war [Zamany et al. 2003]. Eine Reinfektion scheint
laut den genannten Studien quasi unvermeidbar. Auch in der vorliegenden
Untersuchung kam es — abhangig vom zuvor verwendeten Desinfektionsverfahren —
in vielen Fallen zu einem erneuten Bakterienwachstum: Bei 75,0 % der Ozon-Proben
und 66,6 % der Laser-Proben kam es zu einem erneuten Wachstum von E. faecalis
(Abb. 33). Bei den Proben mit medikamentdsen Einlagen waren diese Werte geringer
(CHX 21,4 %, Ca(OH)2 38,5 %) (Abb. 33). Dies ist durch die hdhere Substantivitat der
medikamentodsen Einlagen zu erklaren. Aufgrund der chemischen Eigenschaften der
medizinischen Einlagen kommt es zu einer Penetration in die Dentinkanalchen und
somit zu einer moglicherweise optimierteren Wirkung (siehe Kapitel 6.3.3). Die
Anwendung von Laser und Ozon bewirkt weder eine Langzeitwirkung noch eine
posttherapeutische Penetration in die Dentintubuli, was eine mdgliche Erklarung fur
die vorliegenden Ergebnisse ist.

Eine Langzeitaussage uber zuriickbleibende, Uberlebende Mikroorganismen nach
einer langeren Latenzphase ist mit den vorliegenden Daten nicht méglich. In-vitro-
Versuche an abgeflllten Wurzelkanalen zeigten jedoch nach einem Jahr ohne
Substratzufuhr vitale E. faecalis-Stamme [Sedgley et al. 2005]. Offensichtlich verwertet
das Bakterium Serum als Nahrungsquelle, dabei sind geringste Mengen an Serum fur
den bakteriellen Metabolismus der Bakterien ausreichend [Figdor 2004, Sedgley et al.
2005]. Dies ist auch eine Erklarung fur die hohe Pravalenz von E. faecalis bei

endodontischen Misserfolgen.

8.3.6 Konsequenzen fur den klinischen Alltag

Klinisch ist die Umsetzung des sterilen Konzepts, wie es in dieser Untersuchung
durchgefiihrt wurde, in der bakterienbesiedelten Mundhohle erschwert. Bei jedem
Zugang zum Kanalsystem kann es zu einer bakteriellen Transmission kommen. Dies
wurde im Versuchsaufbau ausgeschlossen. Um die Voraussetzungen fir eine

erfolgreiche endodontische Therapie am Patienten zu erhéhen, ist die Verwendung
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von Kofferdam obligat. Nur so kann der Zahn von der Mundhéhle isoliert werden, um
eine Kontamination des Wurzelkanalsystems Uber mikrobiell belastete Atemluft und
Speichel mit groRer Sicherheit zu verhindern [Georgi und Hilsmann 2006].

Die vorliegenden Ergebnisse beziehen sich auf die Wirksamkeit gegenuber E. faecalis.
Der infizierte Wurzelkanal weist aber immer eine Mischflora und somit auch einen
komplexen Biofilm auf. Sind Mikroorganismen im Biofilm organisiert, veréndert sich
ihre Sensitivitat auf antimikrobielle Substanzen und Maflinahmen [Saini et al. 2001].
Shen und Kollegen untersuchten die antibakterielle Wirksamkeit von Chlorhexidin auf
den dentalen Biofilm [Shen et al. 2011]. Sie zeigten, dass ,reifer” Biofilm (drei Wochen
alt) und ,inaktiver® Biofiilm (6-12 Wochen Karenz der Substratzufuhr)
widerstandsfahiger gegen Chlorhexidin waren als ein sich etablierender Biofilm, der
zwischen zwei Tagen und zwei Wochen alt war [Shen et al. 2011]. Dementsprechend
kénnen die vorliegenden Ergebnisse mdglicherweise nicht auf Mischinfektionen
Ubertragen werden. Es gilt zu beachten, dass Monoinfektionen, die von einer
antiseptischen Methode erfolgreich bekampft werden, nicht unbedingt auch Erfolge bei
der Bakterienelimination von Mischinfektionen erzielen [Vahdaty et al. 1993, Ohara et
al. 1993, Portenier et al. 2006, Zehnder 2006].

Die konventionelle chemo-mechanische Aufbereitung mit der Spullésung NaOCI oder
CHX kombiniert mit der medikamentésen Einlage Ca(OH)2 konnte hinsichtlich der
Elimination von E. faecalis den besten Wirkungsgrad erzielen. Dies ist besonders vor
dem Hintergrund zu betrachten, dass vitale E. faecalis-Stamme auch bei fehlender
Substratzufuhr noch ein Jahr lang im Wurzelkanal nachgewiesen werden kénnen
[Sedgley et al. 2005].

Chlorhexidin-Gel als medizinische Einlage erreichte in dieser Studie nicht die Effizienz
von Ca(OH)2. Warum das Chlorhexidin in Gelform nicht den Wirkungsgrad der
Spullésung erreicht hat, sollte durch weitere Studien analysiert werden.

Weder die Applikation von Ozongas noch die Laser-Anwendung konnte die
desinfizierende Potenz von Kalziumhydroxid erreichen. Werden die einzelnen
Anwendungen betrachtet, so scheint kein anderes Verfahren an den Wirkungsgrad
von Kalziumhydroxid heranzureichen. Dies andert sich fir den Fall der One-visit-
Behandlung durch den Einsatz der desinfizierenden Spullésungen. Die zusatzliche
Anwendung von NaOCI konnte die Ergebnisse deutlich verbessern. Ozon in
Kombination mit NaOCI erreichte eine hohe Bakterienreduktion (Abb. 22 und 28). Dies
legt den Schluss nahe, dass Kalziumhydroxid bei Schmerzbehandlungen oder
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Zeitmangel eine ideale Wahl ist, da man durch dessen Einsatz ein gutes Ergebnis
erzielt. Jedoch missen die Gefahr einer Rekontamination durch die provisorische
Fullung wahrend der Liegedauer und die spatere erschwerte Entfernbarkeit des
Kalziumhydroxids bericksichtigt werden. Diese Problematik besteht bei der One-visit-
Behandlung nicht, da der Zahn in einer Sitzung abschliel3end behandelt wird. Hier
kénnen Ozon und NaOCI in Kombination mit antibakteriellen Spullésungen eine hohe
Bakterienzahlreduzierung erzielen. Es zeigte sich in dieser Studie, dass die
physiologische Kochsalzlésung als unterstitzende Spullésung kein suffizientes
Spulmedium fir die endodontische Anwendung ist.

Unter den vorliegenden Studienbedingungen zeigten Natriumhypochlorit und
Chlorhexidin vergleichbar gute Werte. Dieses Ergebnis und der Einsatz dieser
Spullésungen sind im klinischen Alltag differenziert zu betrachten, ebenso deren
Wirkungsgrad. Da CHX nicht die gewebeauflosenden Eigenschaften des NaOCI
besitzt, kann es als alleiniges Spulmedium nicht eingesetzt werden. In Klinischer
Hinsicht ware eine Spullkombination aus NaOCI und CHX angebracht, um die
verschiedenen Eigenschaften abzudecken. Dies wird auch in einer Studie von
Cachovan und Kollegen (2013) dargestellt; NaOCIl war als alleinige Spullésung nicht
so effektiv wie in Kombination mit CHX. In diesem Zusammenhang muss weiterhin
darauf geachtet werden, dass eine falsche Anwendung und Handhabung der
Spullésungen zu einem Misserfolg der Wurzelkanalbehandlung fihren kann. Um
diese, die Wurzelkanalbehandlung erschwerenden Prézipitate auszuschlie3en und
damit die Erfolgschancen der endodontischen Behandlung zu erhéhen, sollten

Zwischenspilungen erfolgen.
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9. Schlussfolgerung

Das Prinzip der One-visit-Wurzelkanalbehandlung wird fur die Therapie von infizierten
Wurzelkanadlen kontrovers diskutiert. lhre Vorteile gegeniber der Multiple-visit-
Behandlung liegen im kirzeren Zeitaufwand und dadurch bedingt einer Reduzierung
des Risikos der Rekontamination durch weiteres Offnen des Wurzelkanals. Um bei
diesem einzeitigen Vorgehen eine optimale Bakterienreduktion zu erzielen, werden
DesinfektionsmafRnahmen wie die Applikation von Laser oder Ozon vorgeschlagen.
Die alleinige Anwendung von Laser und Ozon ohne Spulprotokoll zeigte in dieser In-
vitro-Studie keine signifikant ausreichende Effektivitat gegentber dem E. faecalis-
Biofilm. Gleichwohl reduzierte wahrend der chemo-mechanischen Aufbereitung mit
NaOCl als Spullésung die Ozonapplikation E. faecalis signifikant zu 100 %. Sowohl die
Ozon- als auch die Laserapplikation sind optionale DesinfektionsmalRnahmen
zusatzlich zur chemo-mechanischen Aufbereitung im Rahmen der One-visit-
Wurzelkanalbehandlung bei mit E. faecalis infizierten Wurzelkanalen. Im
Zusammenhang mit der One-visit-Wurzelkanalbehandlung konnte daher der Einsatz
dieser Medizingerate empfehlenswert sein, um die Desinfektionswirkung der chemo-
mechanischen Aufbereitung zu erhéhen und so das Rekontaminationsrisiko zu
reduzieren.

Eine zentrale Rolle kommt bei der chemo-mechanischen Aufbereitung den
verwendeten Spilldsungen zu: Bei allen mit NaOCI aufbereiteten Zdhnen konnten
durchschnittlich weniger Bakterien nachgewiesen werden. Alle Proben nach Einsatz
der CHX-Spulung und 95 % der mit NaOCI-Spulung behandelten Proben wiesen
(unabhangig von der DesinfektionsmalRhahme) eine Bakterienfreiheit des
Dentinabriebs auf. Beide Spullésungen zeigten somit eine hohe Effektivitat gegentber
E. faecalis.

Kalziumhydroxid wies auch ohne chemo-mechanische Aufbereitung die signifikant
hochste Wirksamkeit sowohl im Wurzelkanal als auch im Dentin auf. Dieses Ergebnis
unterstreicht den Stellenwert von Kalziumhydroxid als medizinische Einlage bei der
Multiple-visit-Wurzelkanalbehandlung, auch wenn eine chemo-mechanische
Aufbereitung des Wurzelkanals unverzichtbar bleibt.

Ob die Desinfektion mit Ozon oder Diodenlaser zusétzlich zur chemo-mechanischen
Aufbereitung mit NaOCI oder CHX als Spullésung Klinisch einen Einfluss auf das
Behandlungsergebnis nach One-visit-Wurzelkanalbehandlungen hat, missen

entsprechende Langzeit-in-vivo-Untersuchungen zeigen. Daher erscheinen auf Basis
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der Daten dieser In-vitro-Studie weitere Untersuchungen in vivo und in vitro zur
Anwendung von Ozon und Laser in Kombination mit der chemo-mechanischen

Aufbereitung von Interesse.
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11. Anhang

11.1 Eidesstattliche Versicherung und  Anteilserklarung

.Ich, Mediha Niepel, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,In-vitro-Studie zur Effektivitat
von Diodenlaser, gasformigem Ozon, Kalziumhydroxid und Chlrohexidindiglukonat-
Gel gegentber Enetrococcus faecalis im Wurzelkanal* selbststdndig und ohne nicht
offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und
Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen
anderer Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,Uniform
Requirements for Manuscripts (URM)“ des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht.
Die Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen,
statistische Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und
Tabellen) entsprechen den URM (s.0) und werden von mir verantwortet.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen,
die in der untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/der Betreuer/in,
angegeben sind. Samtliche Publikationen, die aus dieser Dissertation hervorgegangen
sind und bei denen ich Autor bin, entsprechen den URM (s.0) und werden von mir
verantwortet.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen
einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (8156,161 des Strafgesetzbuches) sind
mir bekannt und bewusst.”

Ein Promotionsverfahren wurde weder zu einem frilheren Zeitpunkt an einer anderen

Hochschule noch bei einem anderen Fachbereich beantragt.

Berlin, den 02.05.2018
Mediha Niepel
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Anteilserklarung an etwaigen erfolgten Publikatione n

Mediha Niepel hatte folgenden Anteil an der folgenden Publikation:

Bitter, K., Vlassakidis, A., Niepel, M., Hoedke, D., Schulze, J., Neumann, K., Moter, A.
& Noetzel, J. (2017). Effects of Diode Laser, Gaseous Ozone, and Medical Dressings
on Enterococcus faecalis Biofilms in the Root Canal Ex Vivo. BioMed research
international, 2017. https://doi.org/10.1155/2017/6321850

Experimenteller Teil: vollstandige eigene Durchfihrung des experimentellen Teils der
Arbeit

Auswertung: Einpflegen der Rohdaten in Excel.

Statistik: Aufarbeitung der Daten flur die statistische Auswertung, Durchfihrung der
deskriptiven Statistik

Konkrete Arbeiten bei der Manuskriptentstehung: Vorlage von Einleitung, Material und

Methode, Ergebnissen sowie Diskussion, Endfassung durch Betreuer und Mentor.

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers/der betreuenden
Hochschullehrerin

Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin
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11.2 Tabellarischer Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen

Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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