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1 Abstract

1 Abstract

Die Anatomie des Wurzelkanalsystems ist ein wesentlicher zu beachtender Aspekt bei
der endodontischen Therapie [1, 2]. Komplexe Wurzelkanalkonfigurationen und
Krimmungen des Kanals erschweren die Instrumentierung und Reduktion der
Keimlast [3]. Mikroorganismen wie Enterococcus faecalis (E. faecalis) Uberdauern die
nahrstoffarmen  Wirtsbedingungen im Wurzelkanalsystem und verursachen
rezidivierende Entzindungen [4]. Dass kaltes Plasma (CP) eine antibakterielle
Wirkung auf E. faecalis in verschiedenen Dentinschichten besitzt, konnte in
entsprechenden Studien bereits nachgewiesen werden [5].

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der antibakteriellen Wirksamkeit
verschiedener Plasmaquellen im Vergleich zu etablierten Desinfektionslosungen in
unterschiedlichen Dentinschichttiefen in gekrimmten Wurzelkanélen in vitro. Um
physiologische Bedingungen abbilden zu koénnen, wurde dafur ein neuartiges
Wurzelkanalmodell mit standardisierter Krimmung entwickelt.

40 extrahierte humane Inzisivi wurden auf 16 mm Lange gekurzt und die Wurzelkanale
auf einen Durchmesser von 0,70 mm aufbereitet. Die Zahne wurden in Kunststoff
eingebettet und mittels Gehrungsschnitt in koronalen und apikalen Teil getrennt. Nach
horizontaler Rotation eines der Abschnitte um 180° wurden beide Teile adhasiv
miteinander verbunden. Nach Sterilisierung der Proben folgte die Infektion mit
E.faecalis-infizierter Hirn-Herz-Bouillon (BHI). Zur Desinfektion der Kanale wurden
zwei verschiedene Plasmaquellen (CP | und CP Il), die photodynamische Therapie
(PDT) sowie Natriumhypochlorit mit passiver Ultraschallaktivierung (NaOCI + PUI)
angewendet. Die Negativkontrolle (NC) bestand aus Spllung mittels steriler
Kochsalzldésung (NaCl). Anschlieend wurden koronaler und apikaler Teil getrennt und

durch Instrumentierung Dentin  abgetragen. Die  gewonnenen  Spane
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wurden gesammelt und eine Verdiinnungsreihe erstellt. Von den Verdiinnungen 107,
10 und 10 wurden jeweils 100 ul entnommen und auf Blutagarplatten ausplattiert.
Diese wurden bei 37 °C unter anaeroben Bedingungen fur 48 Stunden inkubiert. Zur
Auswertung erfolgte die Erfassung der koloniebildenden Einheiten (CFU) und eine
statistische Analyse mittels Kruskal-Wallis- und Mann-Whitney-U-Test. Zusatzlich
erfolgte eine deskriptive strukturelle Untersuchung der Proben mittels
Rasterelektronenmikroskopie (REM).

Sowohl in Bezug auf NC als auch im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen
zeigte nur NaOCI + PUI eine signifikante Reduktion der CFU (p < 0,001). Die
reduzierende Wirkung stellte sich koronal und apikal ein. PDT (p = 0,015) erzielte im
koronalen Anteil eine signifikant hohere Reduktion der CFU als CP Il. Im REM zeigt
sich insbesondere bei NaOCI + PUI eine verminderte bakterielle Besiedlung der
Wurzelkanaloberflache. Auch CP I, PDT und CP Il weisen im Vergleich zur NC einen
sichtbaren Unterschied des bakteriellen Biofilms auf.

Die Ergebnisse bestatigen NaOCI als Standardspullésung hinsichtlich der
antibakteriellen Wirksamkeit bei der endodontischen Therapie. Jedoch bieten PDT und
CP vielversprechende Ansatze und kdnnten insbesondere im Sinne einer adjuvanten

Anwendung das endodontische Therapiespektrum erweitern.



1 Abstract

The anatomy of the root canal system affects the outcome of endodontic treatment [1,
2]. Complex configuration and curvatures impede instrumentation and bacterial
reduction [3]. Microorganisms such as Enterococcus faecalis (E. faecalis) outlast the
nutrient-poor conditions and therefore cause recurring inflammation [4]. The
antibacterial effect of cold plasma (CP) on E. faecalis in different layers of root canal
dentin has been shown before [5].

The aim of the present study was to investigate the bactericidal efficacy of different
plasma sources as well as established disinfection methods in the different depths of
curved root canals in vitro. In order to simulate the physiological conditions, a new root
canal model with a standardized curvature has been developed.

40 extracted human incisors were cut to a length of 16 mm each and the canals were
widened up to a diameter of 0.7 mm. After embedding the teeth into acrylic resin, the
specimens were divided into coronal and apical part by miter cut. The parts were
adhesively reattached after rotating one part 180° horizontally. The samples were
subsequently incubated with E. faecalis-infected brain heart infusion (BHI). For the
endodontic disinfection, two plasma sources (CP | and CP Il), photodynamic therapy
(PDT) and sodium hypochlorite with passive ultrasonic activation (NaOCI + PUI) were
applied. Sterile saline solution (NaCl) was used for negative control (NC). Afterwards,
the coronal and apical part were divided and by drilling, dentin was removed. Dentin
chips were collected and serially diluted. 100 pl were taken from the dilutions 107, 10
and 10 and spread out on Columbia agar plates. After incubation for 48 hours at 37 °C
under anaerobic conditions, colony forming units (CFU) were captured and statistically
analyzed using Kruskal-Wallis- and Mann-Whitney U-test. Additionally, scanning
electron microscopy (SEM) was used for descriptive structural examination.

Only NaOCI + PUI showed a significant reduction of CFU (p < .0001) compared to all
other groups in both coronal and apical part. PDT (p = .015) obtained a significant
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higher reduction of CFU than CP Il in the coronal part. Especially NaOCI + PUI showed
a reduced bacterial colonization of the root canal surface in the SEM. But also CP |,
PDT and CP Il exhibit a visible difference of bacterial biofilms compared to NC.

The results underline NaOCI as gold standard in endodontic therapy. However, PDT
and CP provide promising approaches and could expand endodontic therapy

spectrum, especially in terms of an adjuvant use.



2 Einleitung

2 Einleitung

2.1 Grundlagen der endodontischen Therapie

Die bakterielle Besiedlung des Wurzelkanalsystems von Zahnen ist der Hauptgrund
fur die Notwendigkeit einer endodontischen Behandlung [6]. Im intakten
endodontischen Komplex ist das Pulpagewebe gegenuber der Umwelt hermetisch
abgeschirmt. Kommt es in Folge von chemischen, thermischen, mechanischen oder
infektidos-toxischen Reizeinwirkungen zu einer Exposition, fuhrt dies zu pulpitischen
Beschwerden. Mikroorganismen und von ihnen sezernierte Toxine verursachen
zunachst reversible Reaktionen, die bei Persistenz zu irreversiblen Pulpitiden und zur
Exazerbation mit Ausbildung periapikaler Lasionen fuhren kdnnen. Die endodontische
Behandlung zielt auf die Beseitigung einer mdoglichst grollen Anzahl an
Mikroorganismen ab. In der klinischen Anwendung hat sich dabei die Kombination aus
dem mechanischen Abtrag von infiziertem Gewebe und der zusatzlichen chemischen
Inaktivierung der Mikroorganismen — der sogenannten chemo-mechanischen
Aufbereitung — bewahrt. Nach Schaffung einer Zugangskavitat erfolgt die
Instrumentierung des Wourzelkanalsystems mit unterschiedlichen Feilen, die
nekrotisches Gewebe entfernen und das Wurzelkanalsystem flr die spatere Fullung
formen sollen. Zur Beseitigung der bakteriellen Besiedlung werden synergistisch
verschiedene Spulldsungen eingesetzt. Abschlielend zur Aufbereitung und ggf.
medikamentdsen Zwischenbehandlungen wird das Wurzelkanalsystem bakteriendicht
verschlossen. Auch unter Berucksichtigung aller Kautelen wahrend der
endodontischen Therapie gibt es eine Reihe von Faktoren, die zum Misserfolg fuhren
kénnen [7]. Einer der wichtigsten Aspekte ist die Persistenz von pathogenen Keimen,

die Rezidive begunstigen.
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2.2 Die Rolle der Anatomie des Wurzelkanalsystems

Einen erheblichen Einfluss auf den Erfolg einer endodontischen Therapie hat die
Anatomie des Wurzelkanalsystems [8]. Nach Vertucci kbnnen 8 Typen der
Wurzelkanalkonfiguration voneinander unterschieden werden [9]. Deren Kenntnis ist
fur eine Behandlung des Endodonts lege artis unabdingbar [10]. Jedoch kommt es
nicht nur auf den Wurzelkanaltyp, sondern auch auf die individuelle Konfiguration des
einzelnen Kanals an [11]. Wurzelkanale weisen in ihrem Verlauf unterschiedlich starke
Krimmungen auf. Schneider teilte diese in drei Kategorien - gering, mafig und
stark - ein [12]. Neben dieser radiologisch bestimmten Typisierung kann eine weitere
Einteilung auf mathematischer Grundlage erfolgen. Hier ergeben sich vier Formen: |-,
J-, C- und S-Form [13]. Darlber hinaus stellt auch der Krimmungsradius, der bei
gleichem Krummungswinkel erheblich differieren kann, einen nicht zu
vernachlassigenden Parameter bei der Instrumentierung des Wurzelkanals dar [14].
In der Praxis sollte zudem beachtet werden, dass eine Krimmung in allen drei
Raumebenen bestehen kann [15]. Die Wahl adaquater Instrumente fur die
mechanische Aufbereitung sowie der Aufbereitungstechnik sollte unter

Berucksichtigung der anatomischen Verhaltnisse erfolgen [16].

[
T

Abbildung 1 Mikro-CT Modelle unterschiedlicher Wurzelkanalkonfigurationen modifiziert nach [17]
© 2016 International Endodontic Journal. Published by John Wiley & Sons Ltd
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2.3 Die Rolle von Enterococcus faecalis

Durch die chemo-mechanische Aufbereitung des Wurzelkanalsystems ist eine
Restitutio ad integrum nicht moglich, daher steht bei der endodontischen Therapie die
Reparatio im Fokus. Da die Persistenz von Bakterien im Wurzelkanalsystem zu
Entzindungsprozessen und periapikalen Defekten fuhrt [18], ist eine modglichst
geringe bakterielle Belastung bzw. Asepsis [6] die Voraussetzung fur den
Heilungsprozess. Obwohl E. faecalis laut Klimm et al. nicht zur endodontischen
Primarflora zahlt [19], ist er oft mit endodontischen Misserfolgen und daraus
resultierenden asymptomatischen periapikalen Lasionen assoziiert [20].

E. faecalis ist ein grampositives Bakterium aus der Gruppe der Enterokokken. Sie
lagern in Paaren oder kurzen Ketten und zahlen zu den fakultativen Anaerobiern.
Gegenuber Temperaturschwankungen zeigen sie eine hohe Toleranz und wachsen
bei Temperaturen zwischen 10 °C und 45 °C. Anhand biochemischer Eigenschaften
kénnen Enterokokken in 5 Gruppen aufgeteilt werden. Enterokokken, die einst zu den
Streptokokken zahlten, kommen im Gastrointestinaltrakt der meisten Saugetiere vor.
Obwohl sie hier mehr als die Halfte der physiologischen Darmflora ausmachen, sind
es fakultativ pathogene Keime. So sind sie mit infektidser Endokarditis, Infektionen des
Urogenitaltraktes und Sepsis, besonders beim immunsupprimierten Patienten,
assoziiert [21]. Die Pathogenitat geht dabei von den Virulenzfaktoren aus. Diese
umfassen u.a. Lipasen, Gelatinasen und Zytolysin A [22]. Aufgrund ihrer Resistenz
gegenuber vielen Antibiotika machen sie einen immer groReren Anteil nosokomialer
Mischinfektionen aus [23]. E. faecalis besitzt unter den Enterokokken die hochste
Pravalenz bei rezidivierenden Infektionen des Wurzelkanalsystems [24]. Eine
Besiedlung des Endodonts ist vermutlich erst durch die Wurzelkanalbehandlung an

sich oder durch undichte postendodontische Restaurationen mdglich [25]. Hier
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konkurriert es mit anderen Mikroorganismen und passt sich der nahrstoffarmen
Umgebung schnell an [4]. Daruber hinaus ist es in der Lage, die Dentintubuli zu
penetrieren und an Kollagen zu binden [26].

In Versuchen reagierte E. faecalis sensibel auf die PDT [27], CHX und NaOCI [28].
Wie Retamozo et al. nachwiesen, ist fur eine ausreichende Desinfektion jedoch eine

hohe Konzentration und eine mehrmindtige Einwirkzeit notwendig [29].

Abbildung 2 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Gruppe E. faecalis-Bakterien aus:
Public Health Image Library (PHIL), CDC/Pete Wardell;
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=12803
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2.4 Desinfektion des Wurzelkanals

Da durch die mechanische Aufbereitung und Instrumentierung nur etwa zwei Drittel
der Oberflache der Wurzelkanalwand bearbeitet werden [30], ist die kombinierte
chemo-mechanische Aufbereitung obligat. Hierzu werden in der Praxis verschiedene
Desinfektionslosungen angewandt. Die fur die vorliegende Arbeit wichtigsten

Agenzien sollen im Folgenden vorgestellt werden.

2.4.1 Natriumhypochlorit

NaOCl ist die weltweit am haufigsten angewandte Spullésung zur Desinfektion bei der
chemo-mechanischen Aufbereitung [31] und gilt als der Goldstandard [32]. Es Iost
nicht nur vitales Pulpagewebe, sondern insbesondere auch nekrotisches Gewebe aus
der Wurzelkanalwand [33]. Zudem wirkt es effektiv bei der Entfernung des sog. Smear
Layer, der durch die mechanische Aufbereitung entstehenden Schmierschicht [34].
Dieser Effekt kann durch die zusatzliche Ultraschallaktivierung erhoht werden [35],
wodurch u.a. auch eine effektivere Reinigungswirkung in gekrimmten Wurzelkanalen
erreicht wird [36]. Die stark antimikrobielle und bakterizide Wirkung beruht auf dem
Einfluss der hypochlorigen Saure, die die prokaryotischen Vitalfunktionen und den
Metabolismus beeinflussen und somit zu einem schnellen Zelltod fuhrt [37, 38]. Die
Wirkung von NaOCI ist abhangig von verschiedenen Parametern, wie etwa der
Konzentration und der Temperatur [39]. Bei der Anwendung sind Konzentrationen
zwischen 0,5% und 5,25% Ublich [33], eine generelle Empfehlung flr eine bestimmte
Konzentration gibt es bisher nicht [40]. Heling et al. beschrieben bei der Wirkung von
NaOCI auf E. faecalis eine minimale Hemmkonzentration von 0,157% sowie eine

minimal bakterizide Konzentration von 2,5%.
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NaOCI birgt jedoch auch einige Nachteile. So ist es nicht in der Lage, anorganisches
Material aufzuldésen [41]. Weiterhin ist die Zytotoxizitat im Vergleich zu anderen
Spullésungen hoch [42, 43]. In hohen Konzentrationen vermindert NaOCI den
Haftverbund zu Dentin [44], was sich negativ auf die postendodontische Therapie
auswirken kann. In Anwesenheit von Dentinpulver ist die Wirkung von NaOCI auf E.
faecalis herabgesetzt [45]. Auch sollte bei der praktischen Anwendung von NaOCI die

extrem bleichende Wirkung beachtet werden.

2.4.2 Chlorhexidindigluconat

Das antiseptisch wirkende Chlorhexidin wird zur Desinfektion in verschiedenen
Bereichen der Medizin, z.B. bei der chirurgischen Handedesinfektion oder
praoperativen Hautdesinfektion [46], eingesetzt. Aufgrund der besseren
Wasserloslichkeit kommt jedoch haufiger Chlorhexidindigluconat (CHX) zum Einsatz
[47]. Es findet sowohl als gebrauchsfertige Mundspullésung zur Desinfektion bzw.
Unterstutzung der hauslichen Mundhygiene vor und nach operativen Eingriffen in der
Mundhohle, als auch als Gel zur lokalen antiseptischen Therapie bei Gingivitis und
Parodontitis Anwendung. Der Wirkmechanismus beruht auf der Ladung des Molekalls.
Als Kation bindet es an die negativ geladene Zellmembran der Prokaryotenzelle,
penetriert diese und fihrt zum Zelltod [48]. Dabei ist der antibakterielle Effekt auf gram-
positive Bakterien hoher als auf gram-negative [49]. Daher wird es als
Abschlussspulung und als Spllung bei Revisionsbehandlungen empfohlen [50]. Fur
die Verwendung in der Zahnmedizin ist es aufgrund der guten bakteriziden Wirkung
gegen E. faecalis, Staphylococcus aureus und Candida albicans interessant [40].
Weitere Vorteile von CHX sind die Substantivitat, die hohe Biokompatibilitat und die
im Vergleich zu NaOCI geringere Zytotoxizitat [51]. Aufgrund der Depotwirkung mit

10
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prolongierter antimikrobieller Wirksamkeit [52] ist es als Zwischeneinlage sinnvoll [53].
Ahnlich wie bei NaOCI konnten Evanov et al. auch fir CHX eine temperaturabhéngige
bakterizide Wirkung in vitro nachweisen [54]. Im Gegensatz zu NaOCI hat es zudem
einen geringeren Einfluss auf den Haftverbund zum Dentin [55] und eignet sich darum
als Spullésung vor einer adhasiven Befestigung von Wurzelkanalstiften [56]. Ein
grolRer Nachteil ist die fehlende gewebeaufldsende Wirkung [57]. Zudem wird die
Wirkung gegenuber E. faecalis durch Dentinmatrix gehemmt [58]. Besondere Vorsicht
ist zudem bei der gemeinsamen Anwendung mit NaOCI geboten, da hierbei
Parachloranilin entstehen kann, welches moglicherweise eine kanzerogene Wirkung
hat. Daher wird eine neutralisierende Zwischenspulung zwischen NaOCI| und CHX

empfohlen [51].

2.4.3 Chelatoren

Da NaOCI und CHX nicht in der Lage sind, anorganisches Material zu 16sen, wird bei
der chemischen Aufbereitung der Wurzelkanale auf eine weitere Gruppe von
Desinfizientia zurlckgegriffen — die Chelatoren [59]. Zu diesen zahlen u.a.
Ethylendiamintetraessigsaure  (EDTA) und  Zitronensaure (CA), die in
unterschiedlichen Konzentrationen angewendet werden [60]. Als Komplexbildner
reagieren sie mit den Kationen der anorganischen Matrix der praparationsbedingten
Schmierschicht und 16sen diese [61]. Bei der alternierenden Anwendung von EDTA
mit 5,25%igem NaOCI konnte laut O’Connell et al. sogar eine vollstandige Entfernung
der Schmierschicht im koronalen und mittleren Wurzeldrittel erreicht werden [62].
Hierbei muss jedoch auch die inhibierende Wirkung von EDTA und CA auf NaOCI
beachtet werden [63]. Der dekalzifizierende Effekt von EDTA ist abhangig von der

Spulmenge und der Einwirkdauer [50]. Zudem demineralisiert und erweicht es das

11
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Dentin der Wurzelkanalwand in Schichtstarken von bis zu 50 um [64] und erweitert die
Dentintubuli [65]. Sowohl CA als auch EDTA kénnen Erosionen am Wurzelkanaldentin
hervorrufen, wobei CA einen geringen Einfluss auf die Harte von Dentin hat [66]. EDTA
hat eine eliminierende Wirkung auf die der Wurzelkanalwand anhaftenden Biofilme
[50], jedoch nur einen geringen antimikrobiellen Effekt [67]. Dos Santos Barroso et al.
konnten hingegen einen bakteriziden Effekt von 10%iger CA nachweisen [68].

Empfohlen wird die Verwendung von EDTA und CA als Abschlussspulung [50].

2.4.4 Weitere Desinfektionsmethoden

Neben den oben genannten gibt es weitere Agenzien, die in der Endodontie zwar
seltener, jedoch ebenso wirksam eingesetzt werden kénnen. Dazu zahlen zum
Beispiel Jodkaliumjodid (JKJ), Wasserstoffperoxid (H2O2) und Morinda citrifolia. Flr
letztere konnte eine effektive Entfernung des Smear Layer nachgewiesen werden [69].
H,O, ist antibakteriell wirksam [70] und kann zur Beseitigung von Anaerobiern
eingesetzt werden [71]. Jedoch reduziert es den Mineralgehalt des
Wurzelkanaldentins [72]. JKJ besitzt eine geringe Toxizitat bei guter antimikrobieller
Wirksamkeit [73] und wird auch als medikamentdse Einlage angewandt [74]. Es kann
beispielsweise bei Unvertraglichkeiten gegentber NaOCI eingesetzt werden [75],
allerdings ist hierbei auf eine mogliche Jodallergie zu achten. Als Zusatzspulung bei

Revisionsbehandlungen ist es jedoch zu empfehlen [76].

12
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2.5 Elektrophysikalische Desinfektionsmethoden

2.5.1 Photodynamische Therapie

Neben den chemisch wirksamen Spulldsungen gibt es weitere Moglichkeiten der
Desinfektion des Wurzelkanalsystems. Dies sind vor allem elektrophysikalische
Methoden. Die photodynamische Therapie (PDT) findet in medizinischen Bereichen
eine vielfaltige Anwendung u.a. in der Dermatologie und Ophthalmologie. Auch fur die
Endodontologie bietet PDT vielversprechende Ansatze und konnte das bisherige
Therapiespektrum erweitern [77]. Gegenluber endodontologisch relevanten Keimen
zeigte PDT gute antimikrobielle Eigenschaften [78]. Garcez et al. wiesen dabei sogar
eine hdhere antimikrobielle Wirkung als bei der Spllung mit 0,5%igem NaOCI nach
[79]. Als Vorteil gilt die gute Gewebevertraglichkeit [80]. Bei der PDT wird die
Anwendung eines kationischen Farbstoffes als Photosensibilisator, z.B. Methylenblau,
mit einem Laser kombiniert [81]. Methylenblau ist ein Phenothiazin-Derivat mit der
Summenformel C1sH1gCIN3S und einem Absorptionsmaximum im roten Lichtbereich
bei 630-670 nm. Nach der Applikation diffundiert der Farbstoff wahrend der
Inkubationszeit in den Biofilm und lagert sich aufgrund der Ladungsunterschiede an
die Prokaryotenzelle an [82]. AnschlieBend wird der Farbstoff durch Lichtapplikation
angeregt und es kommt in der Folge zu einem quantenmechanischen Energietransfer.
Hierbei entsteht aus Tripletsauerstoff sog. Singulettsauerstoff. Dieser ist ein starkes
Oxidationsmittel und sehr reaktionsfreudig [81]. Neben der Schadigung der Zellwand
kann er zudem Schaden an den Nukleinsauren der Prokaryoten verursachen [83].
Weitere Vorteile sind neben dem photobiologischen Effekt auch die schmerzlindernde
Wirkung [84]. Wie Chiniforush et al. in einer Studie aufzeigten, haben die
verschiedenen, variabel wahlbaren Parameter, wie die Lichtintensitat des Lasers, bei

der Anwendung einen Einfluss auf die bakterizide Wirkung [85]. So ist bspw. auch der
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antimykotische Effekt von der Konzentration des Photosensibilisators abhangig [86].
Da die klinische Effektivitat bisher nicht ausreichend gesichert ist [87], bedarf es
weitergehender Untersuchungen, um einen optimalen bakteriziden Effekt zu erzielen

88].

2.5.2 Kaltes Plasma

Die Grundlagen der Plasmatechnologie wurden 1879 von dem britischen Forscher
William Crookes geschaffen. Der Begriff des kalten Plasma (CP) fur ein ionisiertes Gas
wurde jedoch erst 1928 von dem amerikanischen Physiker und Chemiker Irvin
Langmuir gepragt [89]. Fuhrt man einem beliebigen Gas Energie zu, so wird dieses
teilweise ionisiert. Der entstehende Zustand, der sog. vierte Aggregatzustand,
bestimmt bis zu 99% der uns umgebenden Materie [90]. Natlrlich und sichtbar kommt
dieser Zustand z.B. in Gewitterblitzen und in der Aurora borealis und australis vor.
Anhand des lonisationsgrades und der Temperatur lassen sich verschiedene Plasmen
unterscheiden. Wahrend die naturlichen Vorkommen haufig hohe Temperaturen
aufweisen [91], wurden Mitte der 1990iger Jahre sog. kalte Plasmen fur verschiedene
technische Anwendungen entwickelt. Da diese aufgrund der niedrigen Temperatur von
unter 40 °C gewebevertraglich sind (tissue tolerable plasma), eignen sie sich auch fur
den medizinischen Einsatz.

Die Erzeugung von CP ist auf verschiedene Weise moglich. So kdnnen neben der
lonisierung des normalen atmospharischen Luftgemisches auch zusatzliche
Gasquellen, wie bspw. Helium oder Argon, zum Einsatz kommen. Die gangigsten
Varianten der Plasmaerzeugung beruhen zum einen auf der Dielectric Barrier

Discharge (DBD) bzw. Floating-Electric DBD (FE-DBD) und dem
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Abbildung 3 Schematische Darstellung einer DBD (A) und einer FE-DBD (B) modifiziert nach [92].

Creative Commons License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

Atmospheric Pressure Plasma Jet (APPJ) [92]. Bei der DBD wird Luft ohne zusatzliche
Gasquelle zwischen zwei Elektroden ionisiert. Im Falle der FE-DBD handelt es sich
dabei zum einen um eine isolierte Hochspannungselektrode und zum anderen um eine
aktive, nicht geerdete Elektrode, z.B. die Hautoberflache. Im Gegensatz dazu wird
beim APPJ ein Gas oder Gasgemisch mit hoher FlieRrate zwischen zwei koaxiale

Elektroden geleitet.
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Abbildung 4 Schematische Darstellung eines APPJ nach Schiitze et al. 1992 (A) und einer Plasma-
Nadel nach Stoffels et al. 2004 (B) modifiziert nach [92]. Creative Commons License

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)
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Wahrend die aullere Elektrode geerdet ist, wird an die innere eine
Hochfrequenzspannung angelegt, wodurch es zur Entladung und lonisation des
Gases kommt. Die biologische Wirksamkeit beruht dabei auf der Zusammensetzung
des Plasmas aus geladenen Teilchen, UV- und elektromagnetischer Strahlung sowie
reaktiver Spezies [93].

Neben der Biokompatibilitat liegen weitere Vorteile in der wundheilenden und
desinfizierenden Wirkung [94] und der Verbesserung der Mikrozirkulation [95].
Aufgrund dieser Eigenschaften sind die bisherigen Anwendungsbereiche
hauptsachlich in der Dermatologie [96] und Onkologie [97], zunehmend jedoch auch
in der MKG-Chirurgie [98] und auch Zahnmedizin [99] zu finden. Von groliem Interesse
fur den Einsatz bei der endodontischen Behandlung ist die Wirkung auf bakterielle

Biofilme [100] und besonders auf den Problemkeim E. faecalis [101].
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2.6 Zielstellung

Die bakterizide Wirkung von CP in den verschiedenen horizontalen Schichten von
humanem Dentin konnte in Versuchen bereits nachgewiesen werden [5]. Belegt ist
ebenfalls, dass sich ein Plasmastrahl entlang eines Wurzelkanals ausbreitet und so
auch kleinste Kavitaten erreicht [102]. Da am Apex aufgrund von Ramifikationen und
Isthmen die chemo-mechanische Aufbereitung erschwert ist, bietet CP gegenuber der
chemo-mechanischen Aufbereitung einen vielversprechenden Therapieansatz. Die
bisherigen in-vitro-Versuche an gekrimmten Wurzelkanalen wurden jedoch an
Kunststoffmodellen durchgefihrt [102-104]. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es,
verschiedene Plasmaquellen auf ihren antibakteriellen Effekt im Vergleich zu den
bisher etablierten Spulagentien zu testen. Um jedoch die physiologischen
Gegebenheiten dabei naturgetreu abbilden zu kdnnen, war die Herstellung eines
Modells, bestehend aus humanem Zahnmaterial mit einer standardisierten

Krimmung, ein weiteres Ziel der durchgefuhrten Versuche.
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3 Methodik

3.1 Voriiberlegungen

Die erste zu l6sende Aufgabe fir den Versuchsaufbau war die Herstellung eines
Modells des humanen Wurzelkanals mit standardisierter Krimmung. Voruberlegungen
gingen dahin, in ausreichend grofRen Dentinblocken jeweils vom koronalen und vom
apikalen Ende her mittels standardisierter Vorrichtung Bohrungen vorzunehmen, die
sich in einem Punkt treffen wirden. Zum einen ware jedoch das weitere Prozedere
(die Trennung in koronalen und apikalen Teil) unpraktisch gewesen. Zum anderen
hatte zumindest die apikale Bohrung die Dentintubuli schrag angeschnitten. Der
hieraus resultierende groRere Querschnitt hatte den physiologischen Bedingungen
nicht genau entsprochen und die Ergebnisse verfalschen konnen. Des Weiteren hatten

Dentinblocke einer entsprechenden Grof3e kaum human sein kdnnen.

Abbildung 5 Validierung der Voriiberlegungen

mittels Herstellung von

Probenblécken aus Holz
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3.2 Technische Grundlagen der verwendeten Modelle

Weiterfiihrende Uberlegungen fiihrten zur Verwendung eines Gehrungsschnitts, mit
dem die standardisierte Krimmung erstellt werden konnte. Eine Gehrung bezeichnet
eine einfache Eckverbindung von zwei aneinander liegenden, abgewinkelten Teilen
[105]. Die zusammenzufugenden Teile werden dabei meist in einem Winkel
angeschnitten, der der Winkelhalbierenden des spater resultierenden Winkels
entspricht. Z.B. mussen zur Schaffung einer 90°-Eckverbindung Werkteile mit einer
Gehrung von je 45° hergestellt und zusammengeflgt werden. Voraussetzung hierfur
sind jedoch ein praziser Winkelschnitt und eine gerade Schnittflache. Dies birgt bei der
Anwendung auf einen Wurzelkanal verschiedene Hurden. So ist bspw. die aullere
Form von Zahnen sehr different und die Zahnachse entspricht nicht immer dem
inneren Verlauf des Wurzelkanals. Dies erschwert den Gehrungsschnitt, der immer im
gleichen Winkel erfolgen muss. Den Wurzelkanal parallel zu mindestens zwei
Aulenflachen — einer Auflageseite und einer Schnittseite — auszurichten, war daher

eine weitere Voraussetzung fur die technische Umsetzung.
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Abbildung 6

Geometrische Prinzipien des Gehrungsschnitts: Der Winkel an der
geraden Seite des Probenblocks (blau + rot + schwarz) sei 180°. Der
schwarze Winkel bildet zum Querschnitt des Blockes (kurze graue Linie)
einen rechten Winkel von 90°. Der Schnittwinkel (rot) betragt 10°. Somit
ergeben sich fur den blauen Winkel 80°, fur den gelben Winkel 100°.
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Koronal

Apikal

Abbildung 7

Herstellungsverfahren der
Probenblécke: Teilung entlang
der Achse, die im 10°-Winkel
zur AuBenseite die Mittellinie
schneidet, horizontale Rotation
des apikalen Teils um 180°,
adhésive  Wiedervereinigung

der Anteile
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Abbildung 8 Winkelbetrachtung des fertigen Probenblocks: Durch Addition ergeben
sich innenseitig (gelb + rot + schwarz) 200° und aufR3enseitig (blau + blau)
160°. Abweichend von der gedachten Zahnlangsachse ergibt sich der

grine Winkel mit 20°. Dieser entspricht der Wurzelkanalkrimmung.
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3.3 Zahnauswahl

Als Probenzahne wurden mittlere obere Inzisivi gewahlt. Diese haben fast
ausnahmslos eine einfache Wurzelkanalanatomie (Vertucci Typ I, [9]), einen geraden
Wurzelkanalverlauf und einen leicht dreieckigen (im zervikalen Bereich) bis runden
Wurzelkanalquerschnitt [19]. Die Zahne wurden nach der Extraktion in 0,5%igem
Chloramin T (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) gelagert. Weitere Kriterien bei der
Auswahl waren: Zahnlange von mindestens 20 mm, aulderlich gerade Zahnachse,
keine Perforationen, Wurzelkaries oder Wurzelkanalfullungen (soweit sichtbar). Nach

diesem Schema wurden zunachst 50 Zahne ausgewahlt.

Abbildung 9 Auswahl der Zahne zur Modellherstellung nach den oben genannten Kriterien (n=50)
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3.4 Vorbereitung der Zahne

Die Zahne wurden zunachst mit Kiretten (Gracey, Deppeler SA, Schweiz) von aulien
gereinigt. Anschliefend wurden mit einer diamantierten 0,2-mm-Bandsage (EXAKT
Trennschleifsystem 300 CL, Fa. EXAKT Vertriebs GmbH, Norderstedt, Deutschland)
1,5 mm vom anatomischen Apex abgetrennt und die Zahne dekapitiert, sodass die
Probenzahne eine Lange von rund 17 mm aufwiesen. Die Wurzelkanale wurden mit
einem Peeso-Reamer No. 1 / ISO 70 (Peeso-Erweiterer, VDW GmbH, Miinchen,
Deutschland) auf einen Durchmesser von 0,7 mm aufbereitet, um einen einheitlichen
Querschnitt in der Gesamtlange zu erhalten. Die so praparierten Probenzahne wurden
zur besseren Vergleichbarkeit und Kontrolle mittels Rontgenaufnahme (0,06s, 7mA,
60kV, Abstand 6 cm; Heliodent DS, Sirona, Bensheim, Deutschland) Uberpruft. Flr die
Vorversuche wurden aus der Gesamtheit die 10 Zahne ausgewahlt, die den oben

genannten Kriterien am wenigsten entsprachen.
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3.5 Herstellung der Proben fiir den Vorversuch

FUr erste Testversuche erfolgte die Herstellung der Probenblocke mithilfe einer selbst
hergestellten Gussform zur Einbettung des Zahnes. Als Form sollte eine UV-Kuvette
(UV-Kiivette halbmikro, BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, Deutschland) dienen,
deren quadratischer Grundriss als Aulenform am geeignetsten schien. Die
Schwierigkeit bestand darin, den Wurzelkanal zentriert in der UV-Kuvette verlaufen zu
lassen. Der Boden der UV-Kivette wurde zunachst abgetrennt und die Form auf 20
mm Lange gekurzt (EXAKT Trennschleifsystem 300 CL, Fa. EXAKT Vertriebs GmbH,
Norderstedt, Deutschland). Die quadratischen Deckseiten dieses Quaders wurden in
Plattenwachs (S-U Plattenwachs, rosa, Schuler-Dental, Ulm, Deutschland) gepresst.
Durch Einzeichnen der Diagonalen im Wachs wurde der Schnittpunkt, die Position des
Wurzelkanals, ermittelt. Die UV-Klvette wurde, mit Ausnahme einer Seite, mit Wachs
Uberzogen. Am oberen Ende wurde eine kleine Offnung zum Befilllen freigelegt. Die
gesamte Konstruktion wurde in A-Silikon (Honigum-Light, DMG, Hamburg,
Deutschland) eingebettet. Nach Ausbrihen des Wachses mit ca. 80°C heilRem Wasser
wurde der Hohlraum mit kaltpolymerisierendem Kunststoff (Technovit 4071, Kulzer
GmbH, Hanau, Deutschland) aufgeflllt. Nach Abbinden des Kunststoffs wurde
zunachst das A-Silikon, anschlieRend die UV-Kuvette aus der Kunststoffform entfernt.
Zum Einbetten der Zahne wurde nun ein vorbereiteter Zahn in die UV-Kuvette
gegeben, diese in die Gussform geschoben und der Zahn anschlieRend mit einer
Endo-Spulkanile Groflke ISO 35 (VMK-ENDONeedle nach Dr. J. Buquet, Vedefar,
Mechelen, Belgien) fixiert. Dadurch wurde gleichzeitig der Wurzelkanal in der
Gussform zentriert. Der Hohlraum zwischen Kuvetten-Innenwand und Zahnoberflache
wurde mit kaltpolymerisierendem Kunststoff aufgefullt. Nach Ausharten des

Kunststoffs wurde die UV-Kuvette der Form enthommen und der Zahn aus der UV-
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Klvette herausgeldst. Der Probenblock wurde mit der 0,2-mm-Bandsage im Winkel
von 10° zerteilt. Mittels Saure-Atz-Technik, wie in Kapitel 3.6 beschrieben, wurden
koronaler und apikaler Teil wieder zusammengeflugt.

Die Gussform zur Herstellung der Probenzahne fur den Vorversuch war frakturanfallig.
Dies lag u.a. daran, dass der kaltpolymerisierende Kunststoff, aus dem die Gussform
bestand, auch fur den Probenblock selbst verwendet worden war. Aufgrund einer
fehlenden Isolationsschicht verband sich die Gussform mit dem Probenblock. Eine
solche Schicht herzustellen, war aufgrund der Modellgréf3e technisch nicht umsetzbar.
Die Gussform musste darum fir fast jeden Zahn neu hergestellt werden. Varianzen im
Ergebnis der Probenblocke waren die Folge. Zudem bedeutete diese Methode einen

hohen Zeit- und Materialaufwand bei der Herstellung.

Abbildung 10 Zur Einbettung vorbereiteter Probenzahn in UV-Kivette zentriert
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3.6 Herstellung der Proben fiir den Hauptversuch

Nach Evaluierung des Herstellungsprozesses und Auswertung der Vorversuche wurde
die Methodik zum Herstellen der Probenzahne leicht verandert, um eine groflere
Anzahl Proben mit geringerer Abweichung herstellen zu kdnnen. Es erwies sich, dass
die Zentrierung des Wurzelkanals zu mindestens zwei (statt zu allen vier) Au3enseiten
der Probenbldcke ausreichte. Dafur wurde ein Splint aus zwei Spulkanulen Groflke ISO
60 (Anel Stumpfe Kanlile, Dispomed Witt oHG, Gelnhausen, Deutschland) und einer
Endo-Spulkanile GroRe ISO 35 hergestellt, in den Wurzelkanal eingefihrt und die
Austrittsstellen mit Plattenwachs versiegelt. Zum Einbetten wurde eine Box aus
Kunststoff-Objekttragern  (Plexiglas-Objekttrdger (25x75x2 mm), Fa.dia-plus,
Oststeinbek, Deutschland) und UV-Kuvetten hergestellt. Die Innenseiten wurden mit
Parafiim (Parafilm® M Verschlussfolie, BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,
Deutschland) isoliert, um eine Wiederverwendung zu ermdglichen. Der mit dem
Metallsplint vorbereitete Zahn wurde in der Einbettvorrichtung fixiert und mit
kaltpolymerisierendem Kunststoff eingebettet. So wurde eine bakteriendichte
Versiegelung der gesamten Aulenflache des Zahnes sichergestellt.

Unter Verwendung von Kunststoff-Objekttragern und gegossenen Kunststoffblécken
aus kaltpolymerisierendem Kunststoff wurde im Anschluss eine Schleifvorrichtung
hergestellt, mit der die AuRenseiten des Probenblockes parallelisiert werden konnten.
Dazu wurden die Enden des Metallsplintes auf den Kunststoffblockchen abgestitzt
und eine Seite des Probenblockes am Objekttrager mit doppelseitigem Klebeband
(tesa SE, Norderstedt, Deutschland) befestigt. Aus Silikon (silaplast FUTUR, Detax
Gmbh & Co. KG, Ettlingen, Deutschland) wurde ein vertikaler Stopper fur die
Tellerschleifmaschine (EXAKT Mikroschleifsystem 400 CS, Fa. EXAKT Vertriebs
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GmbH, Norderstedt, Deutschland) hergestellt. Dieser sorgte daflr, dass der Abtrag bei
jedem Schleifvorgang identisch war. Durch Unterdruck wurde die Schleifvorrichtung
samt Probenblock in der Schleifmaschine fixiert. Je zwei gegenuberliegende Flachen
wurden so geschliffen, dass die Flachen parallel und der Abstand dieser beiden
Flachen zum Wurzelkanal identisch waren.

Das koronale und das apikale Ende der Probenblécke wurden im Anschluss mit einer
Prazisionskreissage (IsoMet™ 1000 Precision Saw, BUEHLER, Lake Bluff, Illinois,
USA) mit diamantiertem Sageblatt (IsoMet™ Diamond Wafering Blades, BUEHLER,
a division of lllinois Tool Works Inc., Lake Bluff, Illinois, USA) abgetrennt. Das Resultat
waren Modellblécke mit einer Gesamtlange von 16 mm. Ein Probenblock wurde mittig
in einem Winkel von 10° zur Querachse mit der Prazisionskreissage in einen koronalen
und einen apikalen Teil zerteilt. Dieser Block diente als Sageschablone fir alle
weiteren Proben. So sollte sichergestellt werden, dass alle Proben eine kongruente
Wurzelkrimmung aufwiesen.

Nach horizontaler Rotation eines der beiden Teile um 180° ergab sich eine
Wurzelkanalkrimmung von 20°. Dies entspricht einer maligen Krummung nach
Schneider [12]. Zum erneuten Zusammenflgen der Proben wurde nach 10-seklndiger
Dentindtzung mit Phosphorsaure-Atzgel (ortho-Phosphorséure 37 %, Orbis Dental
Handelsgesellschaft mbH, Miinster, Deutschland), anschlieender Wasserspulung
und Drucklufttrocknung, Universaladhasiv (Scotchbond Universal DCA L-Pop-Blister,
3M Deutschland GmbH, Neuss, Deutschland) angewendet. Dazu wurden die beiden
Teile auf ein Gummiband (HYGENIC® Wedjets® Non-Latex Befestigungsschnur Dick
- blau, Coltene/Whaledent GmbH + CO. KG, Langenau, Deutschland) gefadelt, um zu
verhindern, dass das Adhasiv vom Flgespalt in den Wurzelkanal dringen und so die
Dentintubuli verschlielen wirde. Es erfolgte die allseitige Lichtpolymerisation

(1000mW/cm2; VALO® Polymerisationsleuchte, Ultradent Products Inc., South
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Jordan, Utah, USA) flr insgesamt 40 Sekunden. Die entstandenen Proben wurden zur
Kontrolle mit den oben bereits angegebenen Parametern erneut radiologisch
Uberpruft. Die Vermessung der Winkel zur Kontrolle erfolgte digital (Sidexis, Dentsply
Sirona, Bensheim, Deutschland). Um ein Austrocknen der endodontischen Strukturen
zu verhindern, wurden die Proben in destillietem Wasser (Aqua dest.; ,,Ampuwa®“
Splillésung, Steriles pyrogenfreies Aqua ad iniectabilia, Fresenius Kabi, Bad Homburg,

Deutschland) gelagert.

Abbildung 11 In der Schleifvorrichtung fixierter Probenblock
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3.7. Bakterienkultivierung

Gefrorene E. faecalis-Stamme (ATCC 29212, DSMZ, Braunschweig, Deutschland)
wurden zur Kultivierung auf Columbia Blutagar Platten (Sifin, Berlin, Deutschland)
ausgestrichen. Die Platten wurden im Anaerobiertopf (Oxoid 2.5 Litre AnaeroJar™,
Oxoid Ltd., Hampshire, GB) unter Zugabe von Anaerogen-Beuteln (Thermo
Scientific™ Oxoid™ AnaeroGen™ 2.5L, Oxoid Ltd, Hants, GB) bei 37 °C im
Brutschrank (Venticell 404, MMM Medcenter GmbH, Planegg, Deutschland) kultiviert.
Insgesamt 2 Liter BHI (Sifin, Berlin, Deutschland) wurden als Nahrmedium angesetzt
und sterilisiert (121 °C, 15 Minuten; Tuttnauer Laborautoklav 3870 ELV, Tuttnauer
Europe B.V., Breda, Niederlande). Einige der E. faecalis-Kolonien wurden enthommen
und in 200 ml BHI gegeben. Diese wurde anschlie3end fur 24 Stunden bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Um eine standardisierte Bakterienkolonisierung zu
gewahrleisten, wurde die optische Dichte fur diese sog. Bakterienbouillon auf einen
Startwert von 0,5 (entspricht 5 x 10° Zellen/ml) festgesetzt und photometrisch tiberpriift

(600nm; Novaspec Il Visible Spectrophotometer, GE Healthcare, Solingen, Germany).
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3.8 Infektion der Probenblocke und Inkubation

Bevor die Infektion mit der Bakterienbouillon erfolgte, wurden die Proben gereinigt. Der
Vorgang diente zum einen der Beseitigung produktions- und aufbereitungsbedingter
Verunreinigungen und zum anderen der Dekontamination. Die Probenbldcke wurden
dazu im Ultraschallbad (Bandelin Sonorex Super, BANDELIN electronic GmbH & Co.
KG, Berlin, Deutschland) in unterschiedlichen Losungen gereinigt: Zunachst fur 4
Minuten in Aqua dest.,, anschlieBend fir 3 mal 6 Minuten in 2%iger
Chlorhexidindigluconatlosung (Charité Apotheke, Berlin). Es erfolgte die erneute
Spllung mit Aqua dest. fur 4 Minuten. Zur Beseitigung von anorganischem Material
erfolgte eine 4-minutige Reinigung mit EDTA 17% (CanalPro, Coltene, Magnum
Dental AS, Aardla, Tartu/Estonia). AbschlieRend wurden die Proben zunachst fur 4
Minuten in 1%iger NaOCI-Lésung (Hedinger, Stuttgart, Deutschland) und zur
Endreinigung erneut fur 4 Minuten mit Aqua dest. behandelt. Die Probenblocke wurden
in einen mit Aqua dest. geflllten Schraubbecher (Schraubbecher 100 ml / PP, steril,
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) gegeben und bei 121 °C flir 15 Minuten sterilisiert.
Die Infektion erfolgte unter sterilen Bedingungen (Mikrobiologische Sicherheitskabine,
Typ: ASW-UP [IV-1270, Karl Bleymehl Reinraumtechnik GmbH, Inden (Pier),
Deutschland). Die Proben wurden dazu jeweils einzeln dem Schraubbecher
entnommen und in eine Petrischale (Petrischale PS, Standard, steril, Greiner Bio-One
International GmbH, Frickenhausen, Deutschland) gestellt, deren Boden bereits mit
der Bakterienbouillon gefullt war. Mit Hilfe steriler Spritzen und Spulkanulen wurden
die Kanale mit genau 3 ml der infizierten BHI gespllt. Zudem wurde ein
Ultraschallansatz (Irri S, VDW Endo Ultrasonic Tip, SATELEC®, Merignac Cedex,
Frankreich) zur Halfte in den Kanal eingefuhrt und es erfolgte die PUI (VDW.ultra,
SATELEC®, Merignac Cedex, Frankreich) fur 5 Sekunden. Das Ziel war es, die
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infizierte BHI und damit E. faecalis in die Dentintubuli zu spllen. Der Vorgang der
Spulung und PUI wurde von beiden Seiten der Probe abwechselnd vom koronalen und
vom apikalen Ende her jeweils dreimal durchgefuhrt. Je 5 Proben wurden
anschlie3end in einen mit Bakterienbouillon gefullten Becher gegeben. Diese wurden
mit Parafilm versiegelt. Im Brutschrank wurden die Proben bei 37 °C zur Besiedelung
der Wurzelkanale aufbewahrt. Nach jeweils 24 Stunden wurden 25% der
Bakterienbouillon entfernt und durch frische, nicht infizierte BHI ersetzt. Dies erfolgte

Uber einen Zeitraum von 6 Tagen.

Abbildung 12 Infektion der Probenbldcke durch Injektion der infizierten BHI mit zusatzlicher PUI
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3.9 Die Desinfektion

Die Proben wurden randomisiert in 5 Versuchsgruppen zu je 8 Proben eingeteilt. Die
Desinfektion erfolgt ebenfalls unter sterilen Bedingungen.

Jeder einzelne Block wurde vor der jeweiligen Behandlung zunachst mit 5 ml steriler
0,9%iger Natriumchlorid-Losung (NaCl 0,9%, Fresenius Kabi, Bad Homburyg,
Deutschland) Uber einen Zeitraum von 30 Sekunden von aullen abgesplilt.
AnschlielRend erfolgte mithilfe einer Endo-Spulkanile der Grolke ISO 35 auch die
Spulung des Wurzelkanals mit 5 ml NaCl Uber einen Zeitraum von 30 Sekunden.

Die weitere Behandlung erfolgte entsprechend den 5 ausgewahiten

Desinfektionsmethoden.

3.9.1 Negativkontrolle

FUr die NC wurde eine Endo-Spulkanule der Grofle ISO 35 in den Kanaleingang
eingefuhrt und der Wurzelkanal Uber einen Zeitraum von 30 Sekunden mit insgesamt

5 ml NaCl gespuilt.

Abbildung 13 Versuchsgruppe NC
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3.9.2 Natriumhypochlorit mit passiver Ultraschallaktivierung

Eine Endo-Spulkanule der Grolie ISO 35 wurde in den Kanaleingang eingebracht und
der Wurzelkanal mit 2,5 ml 1%iger NaOCI-Losung gespult. Der Block wurde
anschlieend mit dem apikalen Teil in die Petrischale gestellt. Eine Ultraschallfeile (/rri
S, VDW Endo Ultrasonic Tip, SATELEC®, Merignac Cedex, Frankreich) wurde in
voller Lange in den Kanal eingefuhrt. Es erfolgte die PUI fir 30 Sekunden. Dabei wurde
tropfenweise NaOCI auf den Wurzelkanaleingang gegeben. Das restliche NaOCI

wurde durch den Kanal gespult. Insgesamt wurden 5 ml NaOCI verwendet.

Abbildung 14 Versuchgruppe NaOCI + PUI
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3.9.3 Photodynamische Therapie

Mit einer Applikator-Kanule wurden ca. 0,05 ml Photosensibilisator (HELBO®Blue
Photosensitizer, bredent medical GmbH & Co.KG, Senden, Deutschland) in den
Wurzelkanal appliziert. Nach einer Einwirkzeit von 30 Sekunden wurde der Kanal mit
5 ml NaCl Uber einen Zeitraum von 30 Sekunden gespult, um Uberschussigen
Photosensibilisator zu entfernen. Der Lichtleiteraufsatz (HELBO®3D Endo Probe,
bredent medical GmbH & Co.KG, Senden, Deutschland) wurde in voller Lange in den
Kanal eingefuhrt. Es erfolgte die Laseraktivierung (HELBO®Theralite Laser, bredent
medical GmbH & Co.KG, Senden, Deutschland) fur insgesamt 60 Sekunden.

Abbildung 15 Versuchsgruppe PDT
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3.9.4 Kaltes Plasmal |

Der Plasmastrahl des APPJ-Gerats (kINPen Med ® neoplas tools GmbH, Greifswald,
Deutschland) wurde fur 60 Sekunden in einem Abstand von ca. 3 mm Uber den
Kanaleingang gehalten. Der Argongas-Zustrom betrug 5,0 sim. Im Anschluss wurde

der Kanal mit 5 ml NaCl 30 Sekunden gespdilt.

| 1//" ot o
L7 \

Abbildung 16 Versuchsgruppe CP |
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3.9.5 Kaltes Plasmal ll

Unter leichten Lateralbewegungen wurde das FE-DBD-Gerat (PlasmaDerm
®FLEX9060, CINOGY GmbH, Duderstadt, Deutschland) ca. 2 mm Uber den
Kanaleingang gehalten und fir 60 Sekunden aktiviert. Abschliefend erfolgte die
Spulung des Wurzelkanals mit 5 ml NaCl dber 30 Sekunden.

[

L

Abbildung 17 Versuchsgruppe CP Il
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3.10 Erstellen der Verdiinnungsreihe

Ein jeder Probenblock wurde im Anschluss an die Behandlung mit einer desinfizierten
Schere entlang der adhasiven Klebeflache wieder in einen koronalen und einen
apikalen Teil getrennt. Mit einem Peeso-Reamer Grole 3 / ISO 110 und daran
anknupfend mit einem Peeso-Reamer GrolRe 5 / ISO 150 (Peeso-Erweiterer, VDW
GmBH, Miinchen, Deutschland) wurde der Wurzelkanal bei 600 U/min (Nobel
Biocare™ OsseoSet™ 100, Nobel Biocare Services AG, Zlirich, Schweiz) erweitert.
Die Dentinspane wurden in sterilen Aluschalen (Eagle Thermoplastics, Inc.,
Hodgenville, Kentucky, USA) gesammelt. Alle Dentinspane einer Probenhalfte wurden
mit 1 ml steriler NaCl-L6ésung in ein Mikroreaktionsgefaly (Safe-Lock Tube, Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) gegeben. Zudem wurden die Peeso-Reamer nach der
Benutzung kurz in die NaCl-Lésung gehalten und rotiert, um so Debris von den
Spanflachen des Bohrers zu spulen. Die 1-ml-Suspension wurde 10 Sekunden
homogenisiert (Vortex Genie 2™, Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz).

Im Anschluss wurde eine Verdlinnungsreihe erstellt. Hierfir wurden der
1-ml-Suspension 100 ul entnommen. Diese wurden in ein neues Mikroreaktionsgefal®
mit 900 ul NaCl-Losung gegeben und erneut mit dem Vortex fur 3 Sekunden gemischt.
Dies entsprach der ersten Verdiinnung von 10". Dieser Vorgang wurde 4 Mal
wiederholt bis zu einer Verdiinnung von 10°°. Die Verdiinnungsstufen wurden gewahlt,
weil hier laut Vorversuch Werte von 20 bis 300 CFU pro Agarplatte zu erwarten waren.
Den Verdiinnungen 107, 10 und 10 wurden je 100 ul entnommen, diese auf jeweils
eine Columbia Agar Platte gegeben und verstrichen. Die Platten wurden in
Anaerobiertopfen gelagert. Um streng anaerobe Bedingungen zu garantieren, erfolgte
die Zugabe von Anaerogen-Beuteln. Nach 48-stiindiger Inkubation bei 37 °C im

Brutschrank erfolgte die Erfassung der CFU.
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3.11 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen

Mittels REM (CamScan Maxim 2040S, CamScan Electron Optics, Cambridgeshire,
GB) wurden randomisiert ausgesuchte Modelle aus jeder Versuchsgruppe deskriptiv
strukturell untersucht. Hierflr wurden je Versuchsgruppe zwei Probenbldocke mit der
diamantierten 0,2-mm-Bandsage mittig vertikal zerteilt. Im Vakuum und mit einer
Beschleunigungsspannung von 15 kV  wurden die Oberflachen der
Wurzelkanalinnenseiten abgetastet. Es wurde mit bis zu 3500-facher Vergréflierung

gearbeitet.

Abbildung 18 Vertikalschnitt durch einen Probenblock, Probennummer 5,

Versuchsgruppe NaOCI + PUI
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4 Ergebnisse und Auswertung

4.1 Wurzelkanalkrimmung

Die Wurzelkanalmodelle wurden nach der Fertigstellung radiologisch Uberprift. Um

die Winkel zu bestimmen, wurden die Proben digital vermessen. Zur Errechnung der

Wurzelkanalkrimmung musste der digital bestimmte Winkel von der Zahnlangsachse

(180°) subtrahiert werden. Der mittlere Krimmungswinkel ergab fur alle

Wurzelkanalmodelle unabhangig von der Versuchsgruppe 22,87°.
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Abbildung 19 Digital vermessene und anschliefsend mathematisch berechnete

Wurzelkanalkrimmung sortiert nach Probennummer (n=40); Arithmetisches Mittel

aller Wurzelkanalkrimmungen 22,87°
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Der Median der Wurzelkanalkrimmung aller Modellblécke lag mit 22,55° nur 0,32°
unterhalb des arithmetischen Mittels von 22,87°. Als Minimum wurde 14,6° und als
Maximum 28° Krimmung gemessen. Somit betragt die Spannweite der
Krimmungswinkel 13,4°. Die Standardabweichung liegt bei 2,92°, die Varianz betragt
8,56°. Ein Ausreiler wurde bei 14,6° Krummung erfasst. Die Werte der
Wurzelkanalkrimmung sind normalverteilt (Shapiro-Wilk-Test, p = 0,357).

27,5

25,0

Winkel in Grad

20,0

Abbildung 20 Krimmungswinkel in Grad (n=40); Spannweite 13,3°, Minimum 14,6°, Maximum 27,9°

Da die Wurzelkanalblécke randomisiert zugeteilt wurden, ergaben sich in den
jeweiligen Versuchsgruppen variierende Wurzelkanalkrimmungen.

Die Abbildungen 21 bis 25 zeigen die fertig vermessen Probenbldcke.
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Abbildung 21 Versuchsgruppe NC: mediane Wurzelkanalkrimmung: 22,3°, min. Winkel 20,5°,
max. Winkel 26° modifiziert nach [106] © 2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co.
KGaA, Weinheim

Abbildung 22 Versuchsgruppe NaOCI + PUIl: mediane Wurzelkanalkrimmung: 24,95°,
min. Winkel: 14,6°, max. Winkel: 27,9° modifiziert nach [106] © 2017 WILEY-VCH
Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim 42
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Abbildung 23 Versuchsgruppe PDT: mediane Wurzelkanalkrimmung: 22,25°, min. Winkel: 19°,
max. Winkel: 24,4° modifiziert nach [106] © 2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co.
KGaA, Weinheim

Abbildung 24 \ersuchsgruppe CP |: mediane Wurzelkanalkrimmung: 23,3°, min. Winkel: 20,2°,
max. Winkel: 27,5° modifiziert nach [106] © 2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co.
KGaA, Weinheim 43
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Abbildung 25 Versuchsgruppe CP II: mediane Wurzelkanalkrimmung: 22,1°, min. Winkel: 19,4°,
max. Winkel: 27,3° modifiziert nach [106] © 2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co.
KGaA, Weinheim
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Der Median der gemessenen Winkel lag in den einzelnen Versuchsgruppen zwischen
22,1° bei CP Il und 24,95° bei NaOCI + PUI. Der kleinste Winkel wurde mit 14,6° bei
NaOCI + PUI, der grof3te mit 28° bei CP Il gemessen.

Die Spannweite war mit 13,3° bei NaOCI + PUIl am starksten ausgepragt. Bei CP I
betrug die Differenz zwischen minimalem und maximalem Krimmungswinkel 8,6° und

bei CP 17,3°. In den Versuchsgruppen NC und PDT lag die Differenz bei lediglich 5,5°
und 5,4°.

30,0

20,0 J T J_ _L

10,0

Winkel in Grad

NC NaOClI PDT CPI CPIl

Abbildung 26 Testgruppen mit den jeweiligen Wurzelkanalkrimmungen der Probenblécke (n=40)
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4.2 Koloniebildende Einheiten

Die CFU wurden in allen Versuchsgruppen analog ausgezahlt und dokumentiert. Die

Ergebnisse der CFU-Zahlung sind entsprechend den Verdinnungen (DIL) in den

nachfolgenden Tabellen aufgelistet.

NC
No. 6 2 32 17 3 15 42 29
DIL
koronal 107 56 2 3 43 154 13 66 71
10™ 3 1 0 1 12 2 7 3
10° 0 0 0 2 1 0 0 1
apikal 107 157 146 79 60 258 73 50 31
10 12 17 5 3 15 5 5 2
10° 192 1 0 0 2 0 2 2
Tabelle 1: Absolute CFU der Versuchsgruppe NC nach Probennummer und Verdinnung
NaOCI + PUI
No. 20 30 11 13 1 23 5 16
DIL
koronal 107 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
10° 0 0 0 0 0 0 0 0
apikal 107 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
10° 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabelle 2: Absolute CFU der Versuchsgruppe NaOCI + PUI nach Probennummer und Verdlinnung
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PDT
No. 41 18 35 37 28 27 14 21
DIL
koronal 107 17 38 8 6 2 17 59 3
10 0 6 2 1 0 1 2 0
10° 2 0 1 0 0 0 0 0
apikal 107 23 60 5 4 56 215 5 23
10 5 6 0 0 3 23 1 2
10° 2 0 0 0 0 2 1 0
Tabelle 3: Absolute CFU der Versuchsgruppe PDT nach Probennummer und Verdinnung
CPI
No. 10 26 24 44 25 40 22 8
DIL
koronal 1073 3 4 4 37 33 79 3 30
10 0 0 1 4 2 7 3 4
10° 0 0 0 2 1 0 0 0
apikal 107 31 92 2 120 32 48 314 7
10 7 9 1 15 1 3 26 1
10° 0 3 0 0 1 1 7 1

Tabelle 4: Absolute CFU der Versuchsgruppe CP | nach Probennummer und Verdiinnung
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CPII
No. 34 33 12 9 19 7 31 4
DIL

koronal 107 13 77 254 23 101 51 32 320
10* 2 11 24 1 6 9 4 16

10° 0 2 2 0 1 0 0 2
apikal 107 174 3 228 48 69 20 42 377
10 8 1 29 8 7 1 3 40

10° 3 0 1 0 0 0 0 7

Tabelle 5: Absolute CFU der Versuchsgruppe CP Il nach Probennummer und Verdinnung

In den Verdiinnungsstufen 10“ und 10° lagen die erfassten CFU-Werte meist im

einstelligen

Bereich.

Far

die weitere Auswertung wurde daher

auf die

Verdiinnungsstufe 107 zuriickgegriffen, deren CFU-Werte im Bereich zwischen 20 und

300 lagen.

Da sich in den einzelnen Verdinnungsstufen teils groRe Streuungen der Ergebnisse

ergaben, wurden die erfassten CFU umgewandelt.
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Abbildung 27 Analog erfasste CFU pro Blutagarplatte in der Verdiinnungsstufe 10 (n=40)

Zunachst wurden die CFU auf einen Milliliter Losung umgerechnet. Hierfur wurde

folgende Formel angewendet:

CFU
(ausplattiertes Volumen in [ml] * Verdiinnungsfaktor)

CFU/ml =

Da die erhaltenen Ergebnisse die vierfache Zehnerpotenz ergaben und somit fur
weitere Berechnungen ungeeignet waren, wurden die erhaltenen Ergebnisse
logarithmiert. Fiir die Versuchsgruppen wurde von der Verdiinnungsstufe 10 jeweils

der mediane logCFU/ml errechnet.
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Abbildung 28 Logarithmierte CFU/ml im koronalen und apikalen Abschnitt der Probenbldcke
(n=80) modifiziert nach [106] © 2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA,

Weinheim

Er betrug fir NC im koronalen Abschnitt 5,69 logCFU/mI sowie 5,88 logCFU/mIl im
apikalen Abschnitt. Fir PDT ergaben sich koronal 5,07 logCFU/ml und apikal
5,36 logCFU/ml. Fur CP | wurden koronal 5,04 logCFU/ml und apikal 5,60 logCFU/ml
errechnet. Die Werte bei CP Il ergaben koronal 5,80 logCFU/ml und apikal
5,76 logCFU/ml. Fur NaOCI + PUI betrugen sowohl der koronale als auch der apikale
mediane logCFU/mI 0,00.
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mediane logCFU/ml
koronal apikal
NC 5,69 5,88
NaOCI + PUI 0,00 0,00
PDT 5,07 5,36
CPI 5,04 5,60
CPI 5,80 5,76

Tabelle 6: Medianer logCFU/mI des koronalen und apikalen Probenblocks

Die weitere statistische Auswertung erfolgte in SPSS (IBM® SPSS® Statistics
Subscription, IBM Corporation, Armonk, NY, USA). Der Nullhypothese (Ho), dass CP |
und CP Il keinen Unterschied in der bakteriziden Wirkung aufweisen, steht die
Alternativhypothese (Hi) — es liegt ein Unterschied zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen vor — gegenuber. Die Hypothesen wurden zunachst mithilfe des
Kruskal-Wallis-Tests Uberpruft. Es wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05
festgelegt. Bei Betrachtung sowohl der einzelnen Abschnitte als auch der gesamten
Lange des Wurzelkanals ergab sich eine asymptotische Signifikanz von p < 0,0001.
Somit musste Hop zugunsten von H; verworfen werden. Es kann folglich davon
ausgegangen werden, dass ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen besteht. Zur eingehenderen Betrachtung wurden nun die einzelnen
Versuchsgruppen untereinander mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests analysiert. Als
Signifikanzschwelle wurde auch hier p < 0,05 festgelegt.

NaOCI + PUI zeigte im Vergleich zu allen anderen Versuchsgruppen einen

signifikanten Unterschied sowohl bei Betrachtung der gesamten Wurzelkanallange als
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auch bei separierter Betrachtung der koronalen und apikalen Probenabschnitte
(p <0,0001).

Im koronalen Abschnitt erwies sich zudem PDT als signifikant wirksamer als CP Il
(p=0,015). CP | erwies sich koronal als nicht signifikant wirksamer als CP Il (p = 0,05).
Im Vergleich zur NC konnte nur PDT als Desinfektionsmethode im apikalen Abschnitt
eine signifikante Reduktion der CFU erzielen (p = 0,028).

Bei einem Vergleich auf der gesamten Lange des Kanals erreichte neben NaOCI +
PUI ebenfalls nur PDT eine signifikante Reduktion der Keimlast (p = 0,015) im
Vergleich zu NC. Hier zeigte sich auch ein signifikanter Unterschied zwischen PDT
und CP Il (p = 0,007). Ein signifikanter Unterschied zwischen CP | und CP |l war nicht

zu verzeichnen (p = 0,061).

p-Wert

koronal apikal overall

NC vs. NaOCI + PUI 0,000 0,000 0,000
NC vs. PDT 0,234 0,028 0,015

NC vs.CP | 0,382 0,234 0,102

NC vs.CP I 0,279 0,645 0,724
NaOCI + PUl vs. PDT 0,000 0,000 0,000
NaOCI + PUl vs. CPI 0,000 0,000 0,000
NaOCI + PUl vs. CP Il 0,000 0,000 0,000
PDT vs.CP I 0,959 0,442 0,590
PDT vs.CPII 0,015 0,279 0,007
CPlvs.CPII 0,050 0,505 0,061

Tabelle 7: p-Werte des Mann-Whitney-U-Tests
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Effektstarke r
koronal apikal overall

NaOCl vs. NC 0,8 0,9 0,9
NaOCl vs. PDT 0,8 0,9 0,9
NaOCl vs. CP | 0,9 0,9 0,9
NaOCl vs. CP I 0,9 0,9 0,9
PDT vs. NC - 0,5 0,4
PDT vs.CP I 0,6 - 0,5

CPlvs.CPII 0,5 - -
Tabelle 8: Effektstarke r zur Beurteilung des Ausmalies der Wirkung; schwach: r < 0,1;

mittel: 0,1 <r<0,3; stark: r> 0,5

Obwohl im Vergleich zwischen NaOCI + PUl und allen anderen Versuchsgruppen stets
ein signifikanter Unterschied von p < 0,0001 bestand, unterschieden sich die
Ergebnisse in ihrer Effektstarke (r). NaOCI + PUI erzielte immer eine starke
Effektstarke (r > 0,5). Im koronalen Abschnitt fiel diese verglichen mit NC und PDT
jedoch etwas schwacher aus (r = 0,8) als bei allen anderen Proben (r = 0,9).

Ein starker Effekt zeigte sich auch im koronalen Abschnitt zwischen PDT und CP |
(r = 0,6), wahrend hier zwischen CP | und CP Il lediglich eine mittlere Effektstarke
vorlag (r=0,5). Apikal ergab sich auch zwischen PDT und NC eine starke Effektstarke
(r=0,5). Uber die gesamte Lange des Kanals hinweg betrachtet, war sowohl zwischen
PDT und NC (r = 0,4) als auch zwischen PDT und CP | (r = 0,5) eine mittlere

Effektstarke zu verzeichnen.

53



4 Ergebnisse und Auswertung

p-Wert koronal vs. apikal

NC 0,083
NaOCI 0,999
PDT 0,382
CPI 0,195
CPIl 0,959

Tabelle 9: p-Wert fur Vergleich koronal vs. apikal in jeder einzelnen Versuchsgruppe

Betrachtet man die einzelnen Versuchsgruppen, so ergab sich fur keine der

Desinfektionsmethoden ein signifikanter Unterschied in der Reduktion der Keimlast

zwischen koronalem und apikalem Abschnitt (p > 0,05). Die p-Werte lagen zwischen

p = 0,083 fur NC und p = 0,9999 bei NaOCI + PUI. Die Desinfektion in letztgenannter

Versuchsgruppe war sowohl koronal als auch apikal gleichermalen effektiv (CFU = 0).
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4.3 Rasterelektronenmikroskopie

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen REM-Aufnahmen der Innenseite je eines
koronalen und eines apikalen Abschnittes pro Versuchsgruppe. E. faecalis imponiert
deutlich sichtbar als kugelférmige Erhebung an der Wurzelkanalwand. Vergleicht man
die unterschiedlichen Bilder miteinander, so wird deutlich, dass keine verwendete
Desinfektionsmethode eine restlose Beseitigung der Bakterien erzielte. Jedoch lassen
sich unter Berucksichtigung der jeweiligen VergroRerung Unterschiede ausmachen.
Die Oberflache mit der geringsten bakteriellen Besiedlung war bei NaOCl + PUI
auszumachen. Bei CP | imponierte eine geringere Besiedlung im Vergleich zu PDT

und CP Il. Der dichteste Biofilm war bei NC sichtbar.
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Abbildung 29 Versuchsgruppe NC, SEI, 15 kV, No. 3, Wurzelkanalkrimmung 24,8°
A) Koronal 10-fach, B) Koronal 500-fach, C) Koronal 2000-fach,
D) Koronal 2. Position 2000-fach, E) Apikal 25-fach, F) Apikal 1000-fach modifiziert
nach [106] © 2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Abbildung 30 Versuchsgruppe NaOCI + PUI, SEI, 15 kV, No. 20, Wurzelkanalkrimmung 27,9°
A) Koronal 10-fach, B) Koronal 2000-fach, C) Koronal 2. Position 2000-fach modifiziert
nach [106] © 2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim,

D) Apikal 10-fach E) Apikal 500-fach, F) Apikal 2. Position 500-fach
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Abbildung 31 Versuchsgruppe PDT, SEI, 15 kV, No. 27, Wurzelkanalkrimmung 24,4°
A) Koronal 10-fach, B) Koronal 2000-fach, C) Koronal 2. Position 1000-fach modifiziert
nach [106] © 2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim,
D) Apikal 10-fach, E) Apikal 2000-fach, F) Apikal 2. Position 2000-fach
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Abbildung 32 Versuchsgruppe CP I, SEI, 15 kV, No. 24, Wurzelkanalkrimmung 24,4°
A) Koronal 10-fach, B) Koronal 1000-fach, C) Koronal 2. Position 1500-fach,
D) Apikal 10-fach, E) Apikal 1000-fach modifiziert nach [106] © 2017 WILEY-VCH
Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim, F) Apikal 1500-fach
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Dr. Ralf J. Radianski

Abbildung 33 Versuchsgruppe CP Il, SEI, 15 kV, No. 19, Wurzelkanalkrimmung 20,8°
A) Koronal 10-fach, B) Koronal 1500-fach, C) Koronal 3500-fach,
D) Apikal 10-fach, E) Apikal 1000-fach modifiziert nach [106] © 2017 WILEY-VCH
Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim, F) Apikal 2000-fach
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5 Diskussion

5.1 Das Wurzelkanalmodell

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstellung eines Wurzelkanalmodells mit
einer standardisierten Krimmung fir die weiteren Versuche. Mittlerer
Krimmungswinkel und Median der Wurzelkanalkrimmung weisen eine Differenz von
lediglich 0,32° auf und liegen mit 22,87° und 22,55° geringfligig Uber dem angestrebten
Krimmungswinkel von 20°. Dies belegt die Eignung des Verfahrens, mittels
Gehrungsschnitt eine artifizielle Wurzelkanalkrimmung herzustellen. Die Spannweite
der Wurzelkanalkrimmungen ergibt einen Betrag von 13,4°. Diese Abweichungen
kobnnen einerseits herstellungsbedingt sein, da jeder einzelne Probenblock
zugeschliffen wurde. Zudem diente zur Zerteilung der Probenblocke ein geteilter
Probenblock als Sagemuster. Dieser wurde nicht im Voraus auf Exaktheit Gberpruft.
Somit kdnnen sich beim Zersagen Abweichungen Ubertragen haben. Andererseits
sind die Abweichungen mit der digitalen Messmethode zu erklaren. Wie Abb. 34 zeigt,

ergeben sich je nach Ansatzpunkt unterschiedliche Krimmungswinkel von teilweise

Abbildung 34 Digital vermessener Probenblock - links 24,2°, rechts 22,5°, Differenz 1,7°
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mehreren Grad. Ein Referenzobjekt zur Vermessung wirde diese Fehlerquelle
minimieren. FUr die Wurzelkanalkrimmungen ergaben sich durch den erprobten
Versuchsaufbau normalverteilte Daten mit einer Standardabweichung von 2,92°.

Bei der kritischen Betrachtung des zugrundeliegenden Wurzelkanalmodells ergeben
sich weitere mogliche Fehlerquellen, die die Ergebnisse beeinflussen konnten.
Zunachst handelt es sich bei den verwendeten Proben um humanes Material, welches
aufgrund interindividueller Abweichungen nicht génzlich kongruent ist. Trotz der
Aufbereitung des Wurzelkanals auf einen standardisierten Durchmesser weisen das
Pulpenkavum und der Wurzelkanalverlauf unterschiedliche Formen auf (vgl. Abb. 35).
Zudem bestehen Unterschiede in der Starke der Dentinschicht und den Lumina der
Dentintubuli. Diese Varianz kann dazu fuhren, dass die Bakterienbesiedlung und der
entstandene Biofilm in den verschiedenen Probenbldocken unterschiedlich stark

ausgepragt sind.

Abbildung 35 Probenblock in mesio-distaler und bukko-oraler Projektion; sowohl koronal als auch

apikal deutlich ausgepragtes Lumen des Wurzelkanals und grof3es Pulpenkavum
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Da die Probenblécke in Ganze manuell hergestellt wurden, kénnen bei jedem
Arbeitsschritt, von der Aufbereitung bis hin zur adhasiven Befestigung zwischen
koronalem und apikalem Abschnitt, Abweichungen auftreten. Um diese zu erfassen,
erfolgte eine kontinuierliche Kontrolle. Wie oben beschrieben, weisen die Werte eine
gewisse Spannweite auf. Denkbar ware, den Herstellungsprozess mithilfe einer
Gussform aus einem starren Material zur Einbettung und einer standardisierten
Vorrichtung zur Zerteilung der Probenblécke zu optimieren.

Die erwahnte adhasive Fugeflache zwischen dem koronalen und dem apikalen

Kanalabschnitt bietet ungewollter bakterieller Besiedlung einen Ansatzpunkt

Abbildung 36 Fugespalt als sichtbare schwarze Linie zwischen koronalem und apikalem Abschnitt

(vgl. Abb. 36). Diese kann sich in mikroskopischen Spalten vollziehen und die CFU-
Messergebnisse verfalschen. Zudem konnte eine mdgliche Stufenbildung zwischen
koronalem und apikalem Abschnitt des Probenblocks die Reduktion der Keimlast je

nach erfolgter Desinfektionsmethode unterschiedlich stark beeinflussen. Durch die
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randomisierte Einteilung erfolgte jedoch keine gleichmaliige Verteilung solcher
mdglicherweise beeinflussenden Faktoren auf jede einzelne Versuchsgruppe.

Auch eine Verteilung der unterschiedlich stark gekrummten Kanale auf die
Versuchsgruppen wurde aufgrund der randomisierten Zuteilung nicht bertcksichtigt.
In der Versuchsgruppe NaOCI + PUI liegt der Median der Wurzelkanalkrimmungen
deutlich Uber dem der anderen Versuchsgruppen (vgl. Abb. 26). Auch die Spannweite
der Wurzelkanalkrimmungen ist in dieser Versuchsgruppe am grofdten. Trotz der
grofRen Differenz zwischen minimalem und maximalem Krimmungswinkel konnte eine
gleich gute Reduktion der Keimlast im koronalen und im apikalen Abschnitt erzielt
werden. Bis auf PDT fallen in allen Versuchsgruppen links- und rechtsschiefe Werte
der Wurzelkanalkrimmungen auf. Auch wenn in der Gesamtheit keine grof3en
Ausreil3er im Krimmungswinkel zu verzeichnen sind (vgl. Abb. 20), ist ein Einfluss auf
die antibakterielle Wirksamkeit der jeweiligen Methode denkbar. Die Beantwortung der
Frage, ob ein Zusammenhang zwischen der Auspragung des Krimmungswinkels und
der angewendeten Desinfektionsmethode besteht, war nicht Gegenstand der
vorliegenden Versuche. Hierzu bedarf es weiterfuhrender Untersuchungen, bei denen
bspw. jeder Versuchsgruppe Probenbldcke mit geringer und starker Krimmung nach
Schneider et al. [12] zugeordnet werden kdnnten.

Mit lediglich 16 mm Lange sind die Wurzelkanale deutlich kurzer als unter
physiologischen Verhaltnissen [107]. Eine im Unterschied zur klinischen Situation a
priori reduzierte Anzahl intrakanalarer Bakterien ist die Folge. Nicht ganzlich reale
Bedingungen entstehen zudem durch die Aufbereitung des Wurzelkanals auf einen
Durchmesser von 0,7 mm. Dies war zur Herstellung der Probenblécke unabdingbar.
Ein Wurzelkanal in situ besitzt im Verlauf von koronal nach apikal einen abnehmenden
Durchmesser. Ein gleichmafig geformter Wurzelkanal konnte jedoch die gleichwertige

koronale und apikale Wirkung der Desinfizientia erklaren. Ein signifikanter Unterschied
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der CFU zwischen koronalem und apikalem Abschnitt wurde in keiner der
Versuchsgruppen erzielt. Durch den konstanten Wurzelkanalquerschnitt kdnnen
flissige Desinfizientia ungehindert abflieBen. In situ baut sich bei der Spulung
aufgrund der apikalen Verjungung Druck auf, der eine zusatzliche Entfernung von
Debris und somit eine hohere Reinigungswirkung besonders im apikalen Abschnitt

erzielen kann.
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5.2 Versuchsaufbau

Die Wurzelkanalblocke lagerten fur 6 Tage in der Bakterienbouillon. In dieser Periode
bildet sich allenfalls ein dlinner bakterieller Biofilm aus. Dies entspricht nicht den
Bedingungen, die sich in einem infizierten Wurzelkanal finden. Der hier vorzufindende
Biofilm ist starker ausgepragt und mit verschiedenen mikrobiellen Spezies durchsetzt.
Dies ist eine zusatzliche Herausforderung bei der endodontischen Therapie, da von
Alter und Dicke des Biofilms auch die Reduktion der Keimlast bei der Therapie abhangt
[108]. Daher durfte der im vorliegenden Versuch vergleichsweise dinne Biofilm
entsprechend sensibel auf die Desinfektion reagieren.

Die Probenblécke wurden bereits vor der Infektion intensiv gereinigt. Durch die
Anwendung eines Chelators bei der pratherapeutischen Reinigung sollte der
herstellungsbedingte Smear Layer entfernt werden. Dadurch kommt es zur Offnung
der Dentintubuli und die Reinigungswirkung wird verstarkt. Vor allem in der
Versuchsgruppe NaOCI + PUI unterstitzt dies die Reinigungswirkung [109], da durch
die Anwendung der PUI die Dentintubuli regelrecht freigespult werden und NaOCI in
die Tubuli stromt [110].

Um vergleichbare Voraussetzungen fur den Versuch zu schaffen, wurden bei der
Anwendung in jeder Versuchsgruppe die gleichen Flussigkeitsvolumina verwendet. So
kamen auch bei CP | und CP Il je 5§ ml NaCl zur Spulung des Kanals zum Einsatz.
Dies kann eine zusatzliche Reinigung und damit Reduktion der CFU bewirkt haben.
Auch die Menge des abgetragenen Dentins variiert aufgrund interindividueller
Unterschiede der humanen Proben. So ist die Menge des Dentins, welches nach der
Anwendung der Desinfektionsmethoden abgetragen wurde, bei Zahnen mit grollem

Pulpenkavum geringer.
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Insbesondere bei CP | und CP Il ergeben sich allein durch die Handhabung
Limitationen. So wurde CP Il wahrend der Anwendung wenige Millimeter Gber den
Kanaleingang gehalten. Klinisch ware dies nicht mdglich, da die Zugangskavitat eine
direkte Applikation verhindert. Ein Nachteil kdnnte auch fur CP | entstehen. Zwar tritt
der Plasmastrahl ca. 12 mm weit aus der Geratespitze aus, doch eine intraorale
Anwendung ist im Vergleich zu NaOCI + PUI und auch PDT eingeschrankt. Hier ist
durch formbare Aufsatze (Endokanule bzw. Lichtleiteraufsatz) eine direkte Applikation
unkompliziert moglich. Auch Isthmen und Seitenkanalchen werden so erreicht [111].
Zwar zeigten in-vitro-Versuche, dass sich der Plasmastrahl entlang eines 17 mm
langen, gekrimmten Wurzelkanals ausbreitet [102], dies konnte aber mit der
Kanalkonfiguration zusammenhangen. Die im vorliegenden Versuchsaufbau
verwendeten Modellblocke haben einen konstanten Wurzelkanaldurchmesser und
knicken vergleichsweise abrupt ab. Fir die Stromungseigenschaften des Gases
konnte dies einen erheblichen Nachteil bedeuten. Mithilfe entsprechender
Applikatoren, die das Eindringen des Plasmastrahls in den Wurzelkanal und das
Vordringen bis zum Apex vereinfachen, kdnnte die antibakterielle Wirkung verbessert
werden. Das vergleichsweise schwache Abschneiden von CP | kdnnte dartuber hinaus
mit der kurzen Applikationszeit von lediglich 60 Sekunden zusammenhangen. In
Versuchen konnte bereits eine vollstandige Entfernung von E. faecalis bei einer
Applikationszeit von 10 Minuten nachgewiesen werden [112]. Hierbei muss jedoch
eine potenziell gewebeschadigende Wirkung beachtet werden [113]. Da auch bei
verlangerter Anwendung von Spulflissigkeiten eine starkere bakterizide Wirkung
beobachtet wird [50], ist der zeitliche Aspekt kein Argument flr die klinische

Verwendung des CP.
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5.3 Koloniebildende Einheiten und statistische Auswertung

Eine weitere mdgliche Fehlerquelle liegt in der analogen Erfassung der CFU. Mégliche
Messfehler kdnnen die weitere Auswertung beeintrachtigen.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die CFU, die teils groRe Spannweiten
umfassten, zur weiteren Verarbeitung mathematisch umgewandelt. Potenzielle
Fehlerquellen bzw. Ungenauigkeiten ergeben sich deshalb bei den mathematischen
Umrechnungen durch softwarebedingtes Runden der Zahlen. GroRere
Versuchsgruppen zur Minimierung der Streuung, Beurteilung von Extremwerten und

Validierung der Testergebnisse waren hilfreich.
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5.4 Rasterelektronenmikroskopie

Die mittels REM aufgenommenen Bilder der Wurzelkanaloberflache decken sich
weitgehend mit den statistisch ermittelten Werten. Lediglich bei NaOCI + PUI besteht
hier eine Diskrepanz: Zwar konnten bei der CFU keinerlei Bakterienvorkommen
nachgewiesen werden. Jedoch sind bei 1000-facher VergrdlRerung vereinzelt
Bakterien erkennbar. Dies kdnnte damit zu erklaren sein, dass die Bakterien in den
kanalnahen Dentinschichten des Wurzelkanals durch die zusatzliche PUI konsequent
beseitigt wurden, eine entsprechende Spulwirkung hingegen in tieferen

Dentinschichten nicht gegeben war.
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5.5 Fazit

Die vorliegende Arbeit dient dem Vergleich der antibakteriellen Wirksamkeit
verschiedener Methoden auf den endodontischen Problemkeim E. faecalis in einem
eigens daflr entwickelten Wurzelkanalmodell mit standardisierter
Wurzelkanalkrimmung.

Auch wenn das Herstellungsprozedere noch in einigen Punkten optimiert werden
kann, lieferte das entwickelte Verfahren zur Herstellung der Modellblécke
Wurzelkanalmodelle mit lediglich geringen Abweichungen in Bezug auf die
angestrebte Wurzelkanalkrimmung. Somit koénnte es flr weitere in-vitro-
Untersuchungen an gekrimmten Wurzelkanalen nutzbar sein. Ein grof3er Vorteil sind
die weitestgehend realen Bedingungen des humanen Zahnmaterials.

Die durchgefihrten Versuche bestatigen einmal mehr den Status von NaOCI als
Goldstandard der Desinfizientia in der endodontischen Therapie. Insbesondere in
Kombination mit der PUI konnte eine ausgepragte Reduktion der Keimlast erreicht
werden. Vielversprechende Ansatze finden sich auch in der PDT und dem APPJ. Denn
neben der antibakteriellen Wirkung bieten diese Anwendungen zusatzliche
geweberegenerative Mechanismen. Darum bergen diese Verfahren als adjuvante

TherapiemalRnahmen in der endodontischen Therapie ein enormes Potenzial.
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