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1 Einleitung

1 Einleitung

Jonathan Taft beschrieb 1859 erstmals die Effektivitat haufigen Spllens im
Wurzelkanalsystem von Zahnen (Taft 1859). Seither untersuchten zahlreiche Studien
die Effektivitdit antibakterieller  Desinfektionslésungen im Rahmen der
endodontischen Behandlung. Der Einsatz von Wurzelkanalspulungen stellt bis zum
heutigen Zeitpunkt ein unverzichtbares Hilfsmittel dar, Mikroorganismen und
infiziertes Gewebe aus Wurzelkanalen zu eliminieren, was bei der Heilung
endodontischer Erkrankungen und damit zur langfristigen Erhaltung des Zahnes
notwendig ist (Schéafer et al. 2000).

Mikroorganismen spielen bei der Atiologie apikaler Parodontitiden eine zentrale Rolle
und konnen sich in Form von Biofilmen in unzuganglichen Bereichen des
Wurzelkanalsystems, wie beispielsweise kleinen Seitenkanadlchen der apikalen
Ramifikationen, einer mechanischen Aufbereitung entziehen (Nair 2006). Die
Persistenz  dieser  Mikroorganismen  beziehungsweise eine  mikrobielle
Rekolonisierung nach erfolgter Wurzelkanalftillung kann zu periapikalen
Erkrankungen fuhren und gilt als Hauptursache fir den Misserfolg einer
endodontischen Therapie (Sjogren et al. 1997). Die Heilungsrate apikaler
Parodontitiden in einem Zeitraum bis zu zehn Jahre nach initialer Behandlung wird
mit 73% bis 90% beziffert (Farzaneh et al. 2004; Friedman und Mor 2004; Friedman
et al. 2003). Da jedoch selbst mit modernsten endodontischen Pré&parations-
instrumenten eine vollkommene Keimfreiheit im Wurzelkanal nicht realisierbar ist
(Schafer und Zapke 2000), ist die Effizienz der desinfizierenden Wurzelkanalspllung
von grolRer therapeutischer Bedeutung und soll in der vorliegenden Arbeit analysiert

werden.

Das von Henry Drysdale Dakin erstmals wahrend des Ersten Weltkriegs eingesetzte
Wunddesinfektionsmittel Natriumhypochlorit (NaOCI) (Dakin 1915) wird heute
weltweit in der Endodontie angewendet und gilt als die Spulflissigkeit der ersten
Wabhl. Dennoch ist die Wirksamkeit dieser Spulldsung gegen persistierende Keime im
Wourzelkanal, besonders bei geringen Konzentrationen, umstritten (Arias-Moliz et al.
2009; Ayhan et al. 1999). Daruber hinaus wurde in der Vergangenheit von

Zwischenféllen wahrend und nach der Wurzelkanalsptlung berichtet (Hilsmann und
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Hahn 2000), die eine uneingeschrankte Eignung im Klinischen Alltag zusatzlich in
Frage stellen.

Aus diesem Grund erscheint die Suche nach einer antibakteriellen Wurzelkanal-
spiulung, welche effizient auch gegen resistente Keime wirkt und zugleich eine
geringe Nebenwirkungsrate aufweist, relevant. Eine madgliche Alternative koénnte
Chlorhexidindigluconat (CHX) darstellen, das in der Zahnheilkunde bereits seit 1970
erfolgreich gegen dentale Biofilme eingesetzt wird (Loe und Schiott 1970) und Uber
ein breites antibakterielles Spektrum verfiigt. Auch Octenidindihydrochlorid — als
Wirkkomponente der Mundspullésung Octenidol® — bietet ein breites mikrobiozides
Spektrum bei vergleichsweise sehr guter Schleimhaut- und Gewebevertraglichkeit.
Dennoch gibt es zur Effektivitdt von Octenidindihydrochlorid gegen endodontische

Keime bisher nur wenige Studien.

Im Rahmen dieser In-vitro-Studie wurde ein Vergleich der antimikrobiellen Effektivitat
von Octenidol®, NaOCI und CHX gegentiber Enterococcus faecalis anhand eines

intrakanalaren Biofilm-Modells vorgenommen.
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2.1 Klinische Bedeutung der chemo-mechanischen Aufbereitung

Der Erfolg einer endodontischen Behandlung hangt insbesondere von der chemo-
mechanischen Aufbereitung des Wurzelkanalsystems ab. Diese schlief3t sowohl die
mechanische Praparation des Wurzelkanals (cleaning and shaping) (Schilder 1974)
als auch die Desinfektion mit antibakteriellen und gewebeauflésenden Substanzen
ein und fuhrt zu einer signifikanten Bakterienreduktion (Siqueira et al. 2002). Eine
optimale Formgebung des Wurzelkanalsystems verbessert die Applikation
desinfizierender Spullésungen und erleichtert die Durchfiihrung einer homogenen
Wurzelkanalftillung (Hulsmann et al. 2005). Die mechanische Praparation kann
sowohl maschinell mit Nickel-Titan-Instrumenten (NiTi) als auch manuell mit
Wurzelkanalinstrumenten aus Edelstahl erfolgen. Der wesentliche Vorteil der
maschinellen Praparation ist der effektive und zeitsparende Materialabtrag (Hata et
al. 2002) unter Bertcksichtigung der Wurzelkanalkrimmung (Htlsmann et al. 2003b;
Schéafer und Lohmann 2002).

Obwohl durch die Praparation des Wurzelkanaldentins eine Reduktion der
Mikroorganismen um den Faktor 100 bis 1000 méglich ist (Bystrom und Sundqvist
1981), findet aufgrund der anatomischen Komplexitdt des Wurzelkanals keine
ausreichende Keimreduktion statt (Vertucci 1984). Sogar moderne maschinelle NiTi-
Systeme konnen keine umfassende Reinigung des Wurzelkanalsystems herbei-
fuhren (Peters 2004; Schafer und Zapke 2000) und es verbleiben nach der
Praparation des Wurzelkanals bis zu 35% der Dentinwande unbearbeitet (Peters et
al. 2001; Bolanos und Jensen 1980). Die Kanalwande ovaler Wurzeln bleiben sogar
bis zu 80% uninstrumentiert (Paqué et al. 2010). Aus diesem Grund ist eine
zusatzliche chemische Desinfektion des Wurzelkanals mithilfe von Spullésungen
erforderlich. Studien zeigten, dass die Praparationstechnik, die chemischen
Eigenschaften der Spulflissigkeit und die Zusammensetzung der mikrobiellen Flora
das Ergebnis der chemo-mechanischen Aufbereitung maf3geblich beeinflussen
(Soares und Pires Junior 2006; Siqueira et al. 2000; Siqueira et al. 1999).
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2.2 Bedeutung der Schmierschicht

Wahrend der Praparation entsteht eine das Wurzelkanaldentin bedeckende
Schmierschicht (smear layer), welche den Mikroorganismen als Substrat dient.
Dieser Smear layer ist ein amorpher, irregularer Film aus organischen und
anorganischen Komponenten und tritt lediglich bei instrumentierten Kanalwanden in
Erscheinung (Torabinejad et al. 2002). Die Schmierschicht enthalt als wesentliche
Bestandteile Dentintrimmer, Gewebereste der Pulpa, Odontoblastenfortsatze
(Gwinnett 1984) und Bakterien mit ihren Stoffwechselprodukten (Akpata und
Blechman 1982). Die Dicke des Smear layer betragt 1 bis 5 pm und kann die
Dentintubuli bis in eine Tiefe von 6 bis 40 um verblocken (Mader et al. 1984). Obwohl
in der Vergangenheit die Entfernung bzw. das Belassen der Schmierschicht
kontrovers diskutiert wurde (Mozayeni et al. 2009; Shahravan et al. 2007; Drake et al.
1994), befurworten mittlerweile die meisten Autoren ihre Entfernung (Violich und
Chandler 2010; Carvalho et al. 2008; Hilsmann et al. 2003a; Torabinejad et al. 2002).
Durch Belassen der Schmierschicht konnen intrakanalare Medikamente und
Spulflussigkeiten nicht in die verschlossenen Dentintubuli penetrieren und werden in
ihrer Wirkung reduziert (Shahravan et al. 2007; McComb und Smith 1975). Die
Schmierschicht verhindert weiterhin eine wandstandige Adaptation von Sealer und
Guttapercha und verursacht Undichtigkeiten (microleakages) zwischen Dentin und
Wurzelkanalftillung (Clark-Holke et al. 2003). In diesen Bereichen kdnnen sich
Mikroorganismen erneut vermehren, wodurch die Persistenz von Wurzelkanal-
infektionen gefordert wird (Love 2001).

Auch die Deutsche Gesellschaft fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (DGZMK)
empfiehlt in ihrer Stellungnahme von 2006 eine Entfernung der Schmierschicht
mithilfe von Ethylendiamintetraacetat (EDTA) oder Zitronensaure, gefolgt von
Natriumhypochlorit (NaOCI) (Barthel et al. 2006).

2.3 Die persistierende Wurzelkanalinfektion

Persistierende intrakanalare Infektionen gelten als Hauptursache fir den Misserfolg
einer Wurzelkanalbehandlung (Siqueira und Rocas 2008) und sind durch das
Auftreten apikaler Parodontitiden (Vieira et al. 2012) und klinischer Symptome nach
abgeschlossener Behandlung gekennzeichnet. Als Ursache gelten vor allem

Mikroorganismen, welche gegentber Desinfektionsmalihahmen unempfindlich sind
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und sich schnell veranderten Umwelteinflissen anpassen kdnnen. Diese kdnnen
einerseits aus der primaren mikrobiellen Flora stammen oder sekundar wahrend oder
nach der Behandlung in das Wurzelkanalsystem eingedrungen sein (Siqueira 2002).
Generell unterscheidet sich das Bakterienspektrum wurzelkanalbehandelter Zahne
mit persistierender Parodontitis apicalis von dem primarer Infektionen (Siqueira und
Rocas 2005; Sundqvist et al. 1998) und umfasst nur wenige Spezies (Hancock et al.
2001; Molander et al. 1998; Sundqvist et al. 1998; Baumgartner und Falkler 1991).
Verschiedene Studien zeigten, dass auch nach erfolgter chemo-mechanischer
Aufbereitung 40% bis 60% kultivierbare Bakterien im Wurzelkanal zurtickblieben
(Sigueira et al. 2007; Shuping et al. 2000; Sjogren et al. 1997; Bystrom und
Sundqvist 1985).

2.4 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis (E. faecalis) ist ein grampositives, fakultativ anaerobes
Bakterium, das sowohl im Endodont als auch bei nosokomialen Infektionen und
Endokarditis in Erscheinung tritt (Portenier et al. 2006). Der Keim besitzt die
Fahigkeit, sich als Monokultur im Wurzelkanalsystem zu etablieren. Seine
dominierende Prasenz bei Zdhnen mit misslungener endodontischer Behandlung ist
in der Literatur gut dokumentiert (Pinheiro et al. 2003; Hancock et al. 2001; Molander
et al. 1998; Sundqvist et al. 1998). Stuart et al. gaben im Rahmen einer Ubersichts-
arbeit eine Pravalenz von E. faecalis mit bis zu 77% bei wurzelkanalgefullten Zahnen
mit periapikaler Lasion an (Stuart et al. 2006). Dagegen wurde der Keim bei primaren
Infektionen des Endodonts in nur 18% der Falle gefunden (Rocas et al. 2004). Sind
Enterokokken erst in das Endodont eingedrungen, gestaltet sich ihre Entfernung
kompliziert (Meire et al. 2009). Der geringe Durchmesser des Erregers von 0,5 bis 1
Mikrometer beféhigt ihn, sich in Nischen des Wurzelkanals — wie Dentinkanalchen,
Ramifikationen und Isthmen — zu etablieren (Love 2001; Waltimo et al. 2000) und
sich der chemo-mechanischen Aufbereitung des Wurzelkanalsystems zu entziehen.
Die besonders ausgeprégte Virulenz von E. faecalis ist durch sein hohes
spezifisches und erworbenes Resistenzvermdgen gepragt. Das Bakterium kann auch
unter schlechten Stoffwechselbedingungen tberleben (Portenier et al. 2005; Figdor
et al. 2003; Hartke et al. 1998) und ein alkalisches Umfeld mit pH-Werten bis zu 11,1

tolerieren. Eine spezifische Protonenpumpe in der Bakterienzellmembran
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transportiert daftir aktiv Protonen ins Zellinnere und halt den intrazellularen pH-Wert
konstant (Evans et al. 2002). Der Keim erhalt dadurch eine Widerstandsfahigkeit
gegen eine Vielzahl an Medikamenten, wie beispielsweise Antibiotika oder
Kalziumhydroxid (Nakajo et al. 2006; @rstavik und Haapasalo 1990). E. faecalis ist
dariiber hinaus in der Lage, auf der Wurzelkanalwand einen Biofilm zu bilden (Kishen
et al. 2006; George et al. 2005; Distel et al. 2002). Durch Auflosen des
anorganischen Anteils des Dentinsubstrates kann das Bakterium eine zunehmende
Kalzifizierung des Biofilms hervorrufen und seine Widerstandsfahigkeit nach

endodontischer Behandlung zusatzlich steigern (Kishen et al. 2006).

2.5 Der Biofilm

In infizierten Wurzelkandlen wachsen Mikroorganismen vornehmlich in
Aggregationen und sind in der Lage, sessile Biofilme zu bilden (Ricucci und Siqueira
2010; Chavez de Paz 2007). Als Biofilm bezeichnet man dreidimensional organisierte
Anhéaufungen von Mikroorganismen, die in einer Matrix aus selbststandig
produzierten extrazellularen Polysacchariden eingebettet sind und auf einer
Oberflache haften (Donlan und Costerton 2002; Costerton et al. 1999; Costerton et
al. 1994). Es entstehen komplexe pilz- oder turmartige Mikrokolonien, die von
wasserfuhrenden Kanalen durchsetzt sind (Stoodley et al. 2002). Die extrazellulare
Matrix verleiht den Mikroorganismen innerhalb des Biofilms zusatzlich eine
mechanische Widerstandsfahigkeit (Korstgens et al. 2001) und dient als Abwehr
gegen zahlreiche Medikamente und Desinfektionsmal3hahmen. Durch die
verlangsamte Stoffwechselrate der im Biofilm organisierten Bakterien wird die
Wirkung antimikrobieller Substanzen vermindert (Sandoe et al. 2006; Donlan und
Costerton 2002). Es konnte gezeigt werden, dass in Biofilmen organisierte Bakterien
rund tausendfach resistenter als in planktonischer Form sind (Ceri et al. 1999; Gilbert
et al. 1997).

2.6 Spulldsungen fur den Wurzelkanal

Eine ideale Spullésung verfugt Gber ein breites antimikrobielles Spektrum und l6st
sowohl vitales als auch nekrotisches Pulpagewebe auf (Barthel et al. 2006). Durch
eine niedrige Oberflachenspannung wird die Eindringtiefe der Spulflissigkeiten in die

Dentintubuli erhdht. Neben der desinfizierenden Wirkung dient eine Spilldsung auch
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als Gleitmittel fur Wurzelkanalinstrumente (Hulsmann 2006; Peters et al. 2005). Falk
und Sedgley stellten fest, dass die Préaparationsgrof3e bei der Wurzelkanal-
aufbereitung einen signifikanten Einfluss auf die mechanische Wirksamkeit der
Spulung ausiubt (Falk und Sedgley 2005). Da sich das Pulpagewebe vor allem im
apikalen Anteil des Wurzelkanals haufig deltaférmig in kleine Seitenaste aufteilt, ist
die Spulung dieses Bereichs von besonderer Bedeutung. Aufgrund der komplexen
Anatomie des Endodonts kénnen auch nach der Instrumentierung Mikroorganismen
und Gewebereste in Isthmen und Ramifikationen verbleiben und zu einer
persistierenden Infektion fuhren. Sowohl die Kanalanatomie als auch die
Praparationsgrof3e beeinflussen somit die Fahigkeit einer Spulflissigkeit, in apikale
Bereiche des Wurzelkanalsystems vorzudringen (Vertucci 1984). Die minimale
apikale Praparationsgréf3e wird in der Literatur zwischen ISO 30 (Khademi et al.
2006) und 1SO 40 (Albrecht et al. 2004) angegeben. Fur die effektive Applikation der
Spullésungen sollten Kanilen mit einem moéglichst geringen Durchmesser von 0,3
bis 0,4 mm verwendet werden (Barthel et al. 2006). Nur dinne Spilnadeln sind
imstande, bis in apikale Bereiche vorzudringen und eine effektive Applikation der

Spullésungen bis 1 mm vor Arbeitslange zu gewéahrleisten.

2.6.1 Natriumhypochlorit (NaOCI)

Natriumhypochlorit ist das am haufigsten angewendete Spulmedium im Rahmen der
endodontischen Therapie (Zehnder 2006; Basrani und Lemonie 2005) und gilt
aufgrund seiner klinischen Effizienz als Goldstandard der Wurzelkanalspulung.
Natriumhypochlorit ist ein stark alkalisches Oxidationsmittel, das unter Bildung von
Chloramin bakterielle Enzyme oxidiert und inhibiert (Estrela et al. 2002). Diese
Eigenschaft erklart die antimikrobielle Wirkung gegentiber den meisten endodontisch
bedeutsamen Bakterien (Portenier et al. 2005; Spratt et al. 2001; @rstavik und
Haapasalo 1990) und die besondere Fahigkeit, vitales und nekrotisches Gewebe
aufzulésen (Naenni et al. 2004; Haikel et al. 1994). Unvorteilhaft ist der toxisch
atzende Effekt, der bereits einige Unfalle wahrend der Behandlung durch
Uberpressen des NaOCI in die periradikularen Gewebe verursachte (Hiilsmann et al.
2007; Hulsmann und Hahn 2000). Seltene allergische Reaktionen wurden ebenfalls
beschrieben (Hostynek et al. 1989; Kaufman und Keila 1989). Daruber hinaus weist
NaOCl einen schlechten Geschmack und ein Korrosionspotential gegeniber
zahnarztlichen Instrumenten auf (Busslinger et al. 1998). Die antibakterielle und

7



2 Literaturtibersicht

gewebeaufldsende Aktivitat von NaOCI, aber auch seine Toxizitdt (Spangberg et al.
1973) ist von der Konzentration abh&ngig (Dunavant et al. 2006). Obwohl in der
Endodontie Natriumhypochlorit-Konzentrationen zwischen 0,5% und 5,25% zum
Einsatz kommen, werden mehrheitlich hochvolumige Spulungen einer Konzentration
von 1% empfohlen (Zehnder 2006; Siqueira et al. 2000).

2.6.2 Chlorhexidindigluconat (CHX)

Chlorhexidindigluconat ist ein hochwirksames Antiseptikum, welches insbesondere
zur Plaque-Kontrolle und Behandlung von Gingivitis verwendet wird (Addy und
Moran 1997). Fur diesen Zweck werden wassrige Losungen von 0,1% bis 0,2%
genutzt. Im endodontischen Bereich hingegen findet CHX in 2%iger Konzentration
Anwendung. Chlorhexidin bekampft insgesamt ein breites Spektrum an Mikro-
organismen (Siqueira et al. 1998; Siqueira und de Uzeda 1997), wobei grampositive
Bakterien, wie beispielsweise E. faecalis, besser eliminiert werden als gramnegative
(Athanassiadis et al. 2007; Emilson 1977; Hennessey 1973). Dennoch ist
abschlieBend nicht sicher geklart, ob CHX effektiver gegen E. faecalis wirkt als
NaOCI. Aktuell wird CHX besonders in Revisionsfallen mit persistierenden apikalen
Parodontitiden eingesetzt, bei welchen E. faecalis meist in Form einer Monoinfektion
vorliegt (Sundqvist et al. 1998). Aufgrund seines kationischen Charakters bindet sich
das Bisguanid an negativ geladene Phosphatgruppen des Hydroxylapatits und an
anionische Strukturen in Bakterienzellwanden. Die bakterizide Wirkung beruht auf
der Erhdéhung der Membranpermeabilitdt und anschlieBendem Austreten des
Zellinhaltes. Eine anhaltende Depotwirkung Uber einen Zeitraum von etwa 12
Wochen ist fur Chlorhexidin charakteristisch (Rosenthal et al. 2004; Grenier 1996;
Parsons et al. 1980; Rolla et al. 1971). Bei geringerer Toxizitat besitzt CHX im
Gegensatz zu NaOCI jedoch nicht die Fahigkeit, nekrotisches Gewebe aufzulésen

und wirkt zudem hautirritierend (Foulkes 1973).

2.6.3 Octenidol®

Octenidol® wird Ublicherweise als Spullésung im Rahmen der zahnérztlichen
Prophylaxe zur Desinfektion der Mundhdhle verwendet. Als Wirkstoff ist
Octenidindihydrochlorid in einer Konzentration von 0,1% enthalten. Chemisch
betrachtet handelt es sich um ein Bispyridin, welches zwei kationisch aktive Zentren

8
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pro Molekdl trdgt und mit der negativ geladenen Zytoplasmamembran von
Mikroorganismen interferiert (Tandjung et al. 2007). Als Desinfizienz wirkt es gegen
ein breites bakterielles Spektrum (Sedlock und Bailey 1985), fungizid und
eingeschréankt viruzid. Nach Angaben des Herstellers erreicht die Mundspulung bei
parodontal relevanten Mikroorganismen bereits bei geringer Einwirkzeit eine
Keimreduktion um 4,7 bis 8 Logarithmus-Stufen. Beiswanger et al. stellten dazu fest,
dass eine 0,1%ige Octenidinlésung statistisch signifikant 39% der Plaque, 50% der
Gingivitis und zu 60% Zahnfleischbluten reduziert (Beiswanger et al. 1990).

In der Kklinischen Praxis wird Octenidin auch in anderer Zusammensetzung als
Spruhdesinfektion fir Wunden und Schleimhaut (Octenisept®) eingesetzt.

Nur wenige In-vitro-Studien untersuchten bisher die Effektivitat von Octenidin in Form
von Octenidol® bzw. Octenisept® zur Eliminierung endodontischer Keime (de Lucena
et al. 2013; Tirali et al. 2013b; Tirali et al. 2013a; Tirali et al. 2012; Tirali et al. 2009).

2.7 Vorstellung eines In-vitro-Modells zur Infektion und
Desinfektion extrahierter Zéahne

Eine Vielzahl experimenteller Untersuchungen beschéftigte sich in der
Vergangenheit mit der Wurzelkanaldesinfektion (Cohenca et al. 2013; Soares et al.
2010; Arias-Moliz et al. 2009; Zehnder 2006; Spratt et al. 2001). An extrahierten
Zahnen durchgefuhrte In-vitro-Studien sind jedoch mit den Bedingungen, welche am
lebenden Patienten tatsachlich vorzufinden sind, nicht zwingend vergleichbar
(Chavez de Paz et al. 2010). Daher sollten standardisierte Versuchsaufbauten
entwickelt werden, die eine realitditsnahe Abbildung der Kklinischen Situation
ermdglichen. Haapasalo und @rstavik galten mit ihrem 1987 vorgestellten In-vitro-
Modell zur standardisierten Infektion und Desinfektion extrahierter Zahne als Pioniere
auf diesem Gebiet (Haapasalo und Qrstavik 1987). lhr Ziel war es, eine einfache und
verlassliche Behandlungsweise zur Analyse der Effektivitdt von Medikamenten in
Wurzelkanalen unter kontrollierten Bedingungen zu etablieren. Dabei wurden aus
extrahierten, bovinen Schneidezahnen zylindrische Dentinblocke angefertigt.
Nachdem die Schmierschicht in einem Ultraschallbad mit EDTA 17% und
NaOCI 5,25% entfernt wurde, erfolgten die Autoklavierung und eine nachfolgende
Sterilitatskontrolle. Als Testkeim diente E. faecalis, der in einer Nahrlésung (yeast

extract-glucose broth) herangeziichtet wurde. AnschlieRend wurden die Prifkérper in



2 Literaturtibersicht

einem mit der Bakteriensuspension geflllten Gefal3 Gber 28 Tage infiziert. Es
resultierte eine Bakterienpenetration, die sich im Rasterelektronenmikroskop
mehrere hundert Mikrometer tief in die Dentintubuli erstreckte. Die &ulere
Dentinoberflache der infizierten Blocke wurde mit Nagellack versiegelt und die
Prufkorper mit Klebewachs auf dem Boden einer Kulturschale befestigt.
Kampfermonochlorphenol (CMPC) und ein Kalziumhydroxidpraparat wurden in das
Kanallumen appliziert und die Kulturschalen bei 37 °C fir 5 min bis zu 10 Tagen
inkubiert. Mit Rosenbohrern aufsteigender ISO-Gréf3en wurden Dentinspane aus
dem Wourzelkanal enthommen und in Gefalen mit brain heart infusion (BHI) als
Nahrlosung aufgefangen. Nach erneuter Inkubation bis zu 7 Tagen wurden die
Proben auf Bakterienwachstum Uberprift. Letztendlich erwies sich die von
Haapasalo und drstavik vorgestellte Methode als ausreichend sensitiv und schien
Jur eine In-vitro Untersuchung von Wurzelkanalmedikamenten geeignet zu
sein“ (Haapasalo und @rstavik 1987). Da dieses Testmodell jedoch in einigen
Aspekten nicht mit den tatsadchlichen Bedingungen am Patienten Ubereinstimmt,

wurde es in der vorliegenden Studie weiterentwickelt.
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3 Fragestellung

3 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Studie war die Evaluation der antimikrobiellen Effektivitat von
Octenidol®, Natriumhypochlorit und Chlorhexidin auf einen in Wurzelkanalen
extrahierter Zahne geziichteten Enterococcus faecalis-Biofilm.

Folgende Fragestellungen wurden untersucht:

1. Wie erfolgreich ist die labortechnische Heranzichtung eines Biofilms aus

E. faecalis in den Wurzelkanélen extrahierter, humaner Zahne?
2. Verfugt die Mundspilldsung Octenidol® tber eine vergleichbare antibakterielle

Wirkung gegentber E. faecalis wie die endodontischen Spillésungen
Natriumhypochlorit (1%) und Chlorhexidin (2%)?

11
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4 Material und Methode

4.1 Studiendesign

Mit dieser weiterentwickelten In-vitro-Methode wurde die antimikrobielle Effektivitat
unterschiedlicher Wurzelkanalspilflissigkeiten auf einen kinstlich gezichteten
Enterococcus faecalis-Biofilm in menschlichen Zahnen untersucht. Verglichen wurde
dabei Octenidol® mit den bereits etablierten, keimreduzierenden Spullésungen
Natriumhypochlorit (NaOCI) 1% und Chlorhexidindigluconat (CHX) 2%.

Abbildung 1 zeigt ein Flussdiagramm des Versuchsablaufs. Nach Auswahl von
insgesamt 60 Zahnen nach festgelegten Kriterien (vgl. Abbildung 2) erfolgte die
Vorbereitung der Proben fiir den Versuch.

Funfzig extrahierte Zahne wurden trepaniert, ihre Krone abgetrennt und die
Wurzelkanale maschinell prapariert. Die Schmierschicht wurde durch eine Spulung
mit 5 ml EDTA 17% und 2 ml NaOCl| 1% entfernt. AnschlieBend erfolgte die
Einteilung der Versuchszahne in drei Test- und zwei Kontrollgruppen. Die
Testgruppen wurden mit je einer Spulldsung behandelt. Die Positivkontrollgruppe
wurde lediglich mit E. faecalis beimpft. Dagegen wurde die Negativkontrolle weder
infiziert noch desinfiziert. Die Gruppenstéarke betrug pro Gruppe zehn Zahne (n=10).
Unabhangig dieser finfzig Versuchszdhne wurden zehn weitere Zahne fir eine
rasterelektronenmikroskopische Untersuchung vorbereitet und in zwei Gruppen
eingeteilt.

Je eine REM-Gruppe diente dem Nachweis der Schmierschichtentfernung (n=5)
sowie des geziichteten Biofilms unter dem Rasterelektronenmikroskop (n=5).

Mit Ausnahme der fir die REM-Untersuchung vorgesehenen Zahne wurden alle
Proben in Kunststoffzylinder eingebettet und autoklaviert. Mithilfe von sterilen
Spulnadeln und Einmalspritzen wurden die Wurzelkanéle der Testgruppen NaOCI,
CHX, Octenidol® und die Positivkontrolle mit einer Suspension aus E. faecalis
infiziert und inkubiert. Anschlieend wurden die Testgruppen mit den ent-
sprechenden Desinfektionslésungen behandelt.

Die Probenentnahme der Test- und Kontrollgruppen erfolgte durch Abschaben von
Dentinspanen mit Hedstrom-Feilen. Die dabei gewonnen Dentinspane wurden in
Gefallen mit Kochsalzlosung (NaCl 0,9%) aufgefangen, mit einem Vortexer gemischt
und einem Nahrboden plattiert. Nach Inkubation der Nahrbdden fur 24 h erfolgte die

12
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Auszahlung der sichtbaren Bakterienkolonien. Die REM-Kontrollgruppen wurden
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4.2 Vorversuche

1) Auswabhl eines apikalen Versiegelungsmaterials

Zunachst sollte ein geeignetes Material fir die apikale Versiegelung der Wurzeln
bestimmt werden. Voraussetzung war die einfache Verarbeitung, eine ausreichende
Dichtigkeit und die Haltbarkeit Uber den gesamten Untersuchungszeitraum. Da sich
eine Versiegelung mit Nagellack als nicht bestandig herausstellte, wurde der
kaltpolymerisierende Prothesenreparaturkunststoff Paladur® (Heraeus Kulzer,
Hanau) verwendet. Sowohl die Harte als auch das Volumen des Kunststoffes wurden

durch die Autoklavierung nicht negativ beeinflusst.

2) Festlegen der Spulmenge und Spulzeit

In einem weiteren Pilotversuch wurde ein optimales Verhdltnis von Spulzeit und
Spilvolumen in Wurzelkandlen getestet. Mit einer Stoppuhr wurde die Zeit
gemessen, in der eine Handspulung von 5 ml Flussigkeit konstant und mit geringem
Druck in den Wurzelkanal erfolgte. Hierbei erwies sich eine Spilzeit von 3 min als
praktikabel. Zudem sollte eine vermeintlich mechanische Wirkung des Flussigkeits-
drucks auf den Biofilm experimentell geprift und weitestgehend ausgeschlossen
werden. Daflr wurde in vier extrahierten und sterilisierten Zahnen ein Biofilm mit E.
faecalis gezuchtet. Wahrend zwei Wurzelkanadle mit reiner Kochsalzlésung (NacCl
0,9%, B. Braun, Melsungen) in der getesteten Spulzeit und Spilmenge behandelt
wurden, dienten die verbleibenden zwei Zahne als Positivkontrolle. Dentinproben
wurden durch Abrieb mit Hedstromfeilen entnommen und auf Agarbdden plattiert.
Auf allen Nahrbdden zeigte sich nach 24 h Inkubation ein gleichmafig starkes
Keimwachstum an E. feacalis. Ein rein mechanischer Einfluss des Flussigkeits-
stromes der Spulldsungen auf den Biofilm konnte dadurch im Vorfeld der Studie

ausgeschlossen werden.

3) Verdinnungsverhaltnis

Mit verschiedenen Testreihen wurde ein geeignetes Verdinnungsverhdltnis des
Aliquots aus gewonnenen Dentinspanen in NaCl 0,9% zur Auszéhlung sichtbarer
Kolonien auf den Agarplatten bestimmt. Das Aliquot der Untersuchungsgruppen
wurde daflr in verschiedenen Verdinnungsgraden kultiviert. Nach eintagiger
Inkubation erfolgte eine Bewertung der Kolonieentwicklung und Festlegung eines

Verdunnungsverhaltnisses fir den Hauptversuch. Fir die Positivkontrolle wurde eine
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1:200-fache Verdinnung bestimmt. Das Aliquot der Testgruppen konnte unverdinnt
plattiert werden.

4.3 Hauptversuch

4.3.1 Versuchsdurchfiihrung

Auswahl und Vorbereitung der Zahne

Fur die Versuche wurden 60 menschliche einwurzelige Zahne der bleibenden
Dentition verwendet, die im Rahmen zahnéarztlicher Eingriffe im Zentrum Zahn-,
Mund- und Kieferheilkunde der Universitat Gottingen extrahiert worden waren. Bei
der Auswahl der Zahne wurde darauf geachtet, dass die Wurzel bestimmte
Merkmale aufwies (vgl. Abbildung 2). Um eine Austrocknung zu vermeiden wurden
die extrahierten Zahne bis zur Probenherstellung und Autoklavierung in einem

Glasbehalter mit thymolhaltigem Leitungswasser bei Raumtemperatur aufbewahrt.

e intakter Apex

e abgeschlossenes Wurzelwachstum

e Wurzellange von mindestens 15 mm
e gerade Wurzel mit einem Wurzelkanal

e keine endodontische Vorbehandlung

e Kkein Einbringen eines Reamers > ISO 20 bis apikal mdglich

Abb. 2: Auswabhlkriterien zur Standardisierung der Versuchszéhne

Die Wurzeloberflachen wurden mit einem Sichelscaler (Hu-Friedy, Chicago, USA)
vollstandig von Debris gereinigt. Anschlie3end erfolgte die Trepanation bei 40.000
U/min unter Wasserkihlung mit einer diamantierten Walze (Gebr. Brasseler, Lemgo).
Die ertffneten Wurzelkanéle wurden mit einem Reamer der ISO-GrofR3e 10 sondiert,
um ein zweites Wurzelkanalsystem auszuschlieBen. Alle Zahne wurden an-
schlieRend mit einem Reamer der ISO-Grol3e 20 auf apikale Géangigkeit tberprift.
Die Spitze des Reamers sollte dabei das apikale Foramen nicht durchdringen

kénnen. Obliterierte Wurzelkanéle wurden von der Untersuchung ausgeschlossen.
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Es erfolgte das Abtrennen der Zahnkrone mit einer diamantierten Trennscheibe
(Durchmesser 19 mm; Henry Schein vet, Hamburg) bei 20.000 U/min unter
Wasserkuhlung auf eine einheitliche Wurzellange von 15 mm (vgl. Abbildung 3). Die

Arbeitslange wurde auf 14 mm festgelegt.

S
Abb. 3: Abtrennen einer Pramolaren-Krone mithilfe einer diamantierten
Trennscheibe

Praparation der Zahne und Herstellung der Priufkorper

Die Praparation der Wurzelkanéle erfolgte standardisiert mit Gates-Glidden-Bohrer
(GG) der GroRRe 4, 3 und 2 (Henry Schein, Hamburg) sowie mit FlexMaster-NiTi-
Instrumenten (VDW, Minchen). Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der verwendeten

Instrumentensequenz.
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Instrument Arbeitslange (14mm)
GG #4 AL - 11mm
GG #3 AL - 8mm
GG #2 AL - 5mm

FM .06/30 AL - 3mm

FM .06/25 AL - Imm

FM .04/30 AL

FM .02/35 AL

FM .02/40 AL

Tab. 1: Praparation der Wurzelkanale mit unterschiedlichen Instrumentengré3en unter
Berucksichtigung der Arbeitslange
GG (Gates-Glidden-Bohrer), AL (Arbeitslange), FM (Flex-Master), # (Instrumentengrof3e)

Die koronale Erweiterung des Wurzelkanals mit GG-Bohrer erfolgte ohne Wasser-
kiihlung bei 1000 U/min. Mit dem GG-Bohrer der Grol3e 4 wurde 3 mm in die Tiefe
prapariert. Die GG-Bohrer der GrofRe 3 und 2 erweiterten den Kanal in einer Tiefe
von 6 mm bzw. 9 mm. AnschlieBend erfolgte die maschinelle Préaparation mit
FlexMaster-Instrumenten, die mithilfe eines drehmomentkontrollierten Motors (Endo
IT professional; VDW, Munchen) verwendet wurden. Die Instrumente wurden in
folgender Reihenfolge eingesetzt: .06/30, .06/25, .04/30, .02/35, .02/40. Die apikale
Aufbereitung auf die Arbeitslange erfolgte mit den GrofRen .04/30, .02/35 und .02/40.
Alle Instrumente wurden mit einem Gummistopper versehen, der die entsprechende
Lange markierte.

Um eine Verblockung der Wurzelkanale zu vermeiden, wurde nach jedem
Instrumentenwechsel mit einer Spulkanile (VMK-Endoneedle; Vedefar, Dilbeek,
Belgien) 2 ml NaOCI 1% (Hedinger, Stuttgart) gespdlt und die Arbeitslange mit einem
Reamer der ISO-GroRRe 10 rekapituliert. Eine Abschlussspilung mit 5 ml EDTA 17%
(Lege artis, Dettenhausen) und 2 ml NaOCI 1% fir je 2 min unter gleichm&Rigem
Druck entfernte die praparationsbedingte Schmierschicht. Zehn Z&hne wurden
anschlieBend zufallig ausgesucht und weiteren Vorbereitungsmal3hahmen zur

Untersuchung im REM unterzogen (siehe Seite 22).

Die verbliebenen 50 Wurzeln wurden anschlieBend in Paladur® eingebettet (vgl.
Abbildung 4). Daftr wurden Formen aus Silaplast Futur® (Detax, Ettlingen)
angefertigt, die spater mit dem Kunststoff ausgegossen wurden. Das weiche Silikon

wurde zunéchst zu einem Block geformt und ein zylindrischer Korper mit einem
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Durchmesser von 1,8 cm und einer Hohe von 3 cm eingepresst. Nach Aushéartung
wurden die Silikonformen ausgegossen und die Wurzeln mithilfe einer zahnarztlichen

Pinzette bis zur Schliffkante in den dickflissigen Kunststoff versenkt.

Abb. 4: Eingebettete Zahnwurzel in einem Zylinder aus Paladur® (Prifkdrper)

Nach dem vollstandigen Aushérten des Kunststoffs wurden die Prifkérper in
Becherglaser gegeben und bis zur Sterilisation erneut feucht gelagert. Es folgte eine
20minutige Autoklavierung der Proben bei 121°C. Um die Keimfreiheit bis zum
Zeitpunkt der Infektion sicher zu stellen, wurden die Proben unverziglich der
weiteren Behandlung unterzogen.

Alle finfzig Proben wurden mit einem wasserfesten Filzstift nummeriert und
randomisiert in funf Gruppen eingeteilt. Fir den Transport wurden die Proben
gruppenweise in eine sterile zwolfkammrige Multischale (Nunc, Wiesbaden) platziert
und luftdicht verschlossen (vgl. Abbildung 5).
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Abb. 5: Prufkorper einer Gruppe gelagert in einer zwdlfkammrigen Multischale

Vorbereitung des Bakterienstamms

Von einer Kultur isoliertem E. faecalis (Stamm ATCC 29212) wurden mit einer
Impfschlinge (10 ul; Sarstedt, Nirmbrecht) 10 ml brain heart infusion (BHI; Oxoid,
Wesel) inokuliert und fir 24 h bei 37°C inkubiert. Die Reinheit der Suspension wurde
durch eine Ubernachtkultivierung auf einem Agar-Nahrboden und anschlieRender
morphologischer Bestimmung der Bakterienkolonien nach Form und Struktur
Uberpraft. Zur Quantifizierung der Mikroorganismen diente im vorliegenden Versuch

der Paramater colony forming units (CFU).

Nach der Inkubation erfolgte die Bestimmung der Gesamtzellzahl an E. faecalis
mithilfe eines Photometers (Biophotometer; Eppendorf AG, Hamburg). Fir einen
standardisierten Ausgangswert der Bakterien wurde die Suspension auf einen
Extinktionswert von 0,3 bei einer Wellenlange von 600 nm verdunnt. Die Verdinnung
erfolgte mit reiner BHI. Umgerechnet entspricht eine optische Dichte von 0,3 einer
Bakterienanzahl von 1,5 x 102 pro ml.

Infektion der Wurzelkanéle

Die Infektion erfolgte unter aseptischen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank.

Mit Ausnahme der Negativkontrollgruppe wurden alle Versuchsgruppen mit
E. faecalis beimpft. Die Bakteriensuspension wurde mit einer Spulnadel unter
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gleichmafligem Druck in die Wurzelkanale injiziert. Hierfur wurde die Spulkanule mit
einem sterilen Messblock auf die Arbeitslange von 14 mm markiert und gebogen. Die
Proben wurden vollstdndig bis zur Schliffkante mit der Suspension geflllt und bei
35°C fur 72 h inkubiert (vgl. Abbildung 6).

Abb. 6: Inokulation der Bakteriensuspension aus E. faecalis in das
Wurzelkanallumen

Desinfektion der Wurzelkanale

Die Desinfektionslésungen CHX 2%, NaOCI 1% und Octenidol® (vgl. Abbildung 7)
wurden in eine sterile Einmalspritze (5 ml) aufgezogen und mit einer sterilen
Spulnadel appliziert. Diese wurde analog zu der bei der Infektion genutzten
Spulnadel auf Arbeitslange markiert und gebogen. Unter gleichméaRigem Druck
wurden die Prufkorper einer Gruppe mit je 5 ml einer Desinfektionslésung fir 3 min
gespult. Ein Becherglas fing die koronal entweichende Spulflissigkeit auf, welche
anschlieBend verworfen wurde. Unmittelbar danach wurden die Wurzelkanéle mit
sterilen Papierspitzen der 1SO-Grol3e 40 getrocknet. Die Zahne der Positivkontroll-

gruppe wurden nicht desinfiziert.
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Abb. 7: Verwendete Spullésungen: Chlorhexidindigluconat 2%, Octenidol®,
Natriumhypochlorit 1%

Probengewinnung und Kultivierung

Durch zirkumferentes Instrumentieren der Kanalwadnde mit Hedstrém-Feilen der ISO-
GroRRen 35, 40 und 45 (VDW, Munchen) erfolgte die Entnahme der Proben des
infizierten Wurzelkanaldentins, wobei die Feilen mit einem Gummistopper auf
Arbeitslange markiert waren. Fiur jeden Zahn wurde ein Eppendorfgefal mit 1 ml
NaCl 0,9% bereitgestellt und beschriftet. Die Wurzelkanalwande der Prufkdrper
wurden mit jedem der drei Instrumente dreimal zirkumferent préapariert. Die auf diese
Weise gewonnenen Dentinspane wurden sorgfaltig von jeder Hedstrom-Feile in die
Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) Ubertragen. Nach dem vollstandigen Instrumentieren
eines Wurzelkanals wurden die benutzten Hedstrém-Feilen in das Gefal3 gegeben
und verschlossen. Mithilfe eines Vortexers (Heidolph Elektro, Kelheim) wurde der
Inhalt des Eppendorfgefal3es fiur 20 s durchmischt. Anschlielend wurden die Feilen
mit einer sterilen Pinzette aus dem Gefal3 entfernt und die Proben erneut fur 5s
durchmischt.

Um das spatere Auszahlen der sichtbaren Kolonien auf den Nahrbéden zu
erleichtern, wurden die Proben der Positivkontrollgruppe im Verhéltnis 1:200 mit
NaCl 0,9% verdinnt (siehe Seite 14). Alle anderen Proben blieben unverdiinnt. Mit
einer geeichten Pipette (Eppendorf AG, Hamburg) wurden je 50 pl Aliquot einer
Probe auf drei Agarplatten mit Columbia-Blut (Biomerieux, Nurtingen) beimpft. Die
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Nahrbéden wurden anschlieRend bei 37°C fir 24 h kultiviert und die Anzahl an

sichtbaren CFU ausgezahilt.

4.3.2 Untersuchung im Rasterelektronenmikroskop

Fur die Untersuchungen im Rasterelektronenmikroskop wurden insgesamt zehn
Zahne vorbereitet und in zwei Untergruppen eingeteilt (vgl. Tabelle 2). Funf Zahne
dienten zum Nachweis der entfernten Schmierschicht (Gruppe SL). Anhand der

anderen funf Zahne erfolge der Nachweis eines E. faecalis-Biofilms (Gruppe BF).

Gruppeneinteilung zur Untersuchung im REM (n=10)

Gruppe SL Gruppe BF
Nachweis der entfernten Schmierschicht Nachweis des Biofilmes mit E. faecalis
(n=5) (n=5)

Tab. 2: Gruppeneinteilung fur die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung
REM (Rasterelektronenmikroskop), SL (smear layer, Schmierschicht), BF (Biofilm)

Vorbereitungen zur Kontrolle der Schmierschichtentfernung

Die Zahne der Gruppe ,Schmierschichtentfernung” (SL) wurden nach Dekoronation,
Praparation und Entfernung der Schmierschicht (siehe Seite 16 f.) mit einem
wasserfesten Filzstift beschriftet. An den beiden Langskanten der Wurzel
(palatinal/lingual und bukkal) wurden zudem vertikale Hilfslinien aufgezeichnet, die
eine symmetrische Halbierung mit einer rotierenden Trennscheibe gewahrleisteten.
Ein farbiger Guttaperchastift der GroRe ISO 30 wurde in den Kanal eingebracht, um
ein Penetrieren der rotierenden Trennscheibe in den Wurzelkanal zu vermeiden. Die
Wurzel wurde an der markierten Linie nur soweit aufgetrennt, bis der farbige
Guttaperchastift durch die diinne Dentinwand durchschien. Mit einem sterilen Hebel
nach Bein wurden die Zahne in zwei Halften gebrochen. Alle Wurzelhalften wurde
anschlieRend auf ihren AuRenseiten mit einem Tropfen Sekundenkleber (UHU® plus
schnellhartend; Uhu GmbH, Buhl) auf Metallpins geklebt. Die REM-Proben wurden in
den Einsatz eines sterilen Transportbehdltnisses gesteckt und in einem Exsikkator

fur 24 h getrocknet.

22



4 Material und Methode

Vorbereitungen und Fixierung des Biofilms

Die Zahne der Gruppe ,Biofilm“ (BF) wurden gemall dem oben geschilderten
Versuchsaufbau mit E. faecalis infiziert, kultiviert und langs gespalten. AnschlieRend
wurden die Wurzelhalften in jeweils drei Portionen a 50 ml Kochsalzlésung (NacCl
0,9%) gegeben und mit einer sterilen Pinzette kurz darin geschwenkt. Zur Fixierung
des Biofiims wurde eine LOsung gemald Tabelle 3 hergestellt. Die Menge der

Fixierlésung entsprach dem 40fachen des Probenvolumens.

Menge L6sung

20 ml Glutaraldehyd 25%

20 ml Paraformaldehyd 25%

150 ml 0,2 M Phosphatpuffer
ad 330 ml Aqua bidest

Tab. 3: Zusammensetzung der Fixierldsung fur den Biofilm

Unter dem Abzug wurden die Proben mit einer sterilen Pinzette in die LOsung gelegt
und lagerten fur 24 h bei 4°C. Die Entwéasserung und Trocknung der Proben erfolgte
mit 70%igem Alkohol unter Anwendung der criticle point drying-Methode (CPD).
Nach der Trocknung wurden die Zahne ebenfalls auf Metallpins geklebt. In einem
Sputter (SEM Coating System; Fisons Instruments, East Sussex, UK) wurden die
Proben fur 30 min mit Gold-Palladium in einer Argon-Atmosphare bedampft. Die
Schichtdicke betrug etwa 40 bis 48 nm.

Betrachtung im Rasterelektronenmikroskop

Die Wurzelkanéle aller vorbereiteten Z&hne wurden anschlielend im Raster-
elektronenmikroskop (DSM 960; Carl Zeiss, Oberkochen) betrachtet. Zur
Dokumentation der Ergebnisse wurden Mikrofotografien bei 1000- und 5000facher

VergroRerung angefertigt.

4.4 Statistische Auswertung

Alle ermittelten Daten wurden in eine Tabelle (Microsoft Excel fur Mac 2011; Version
14.0.0) tbertragen. Die statistische Auswertung und graphische Darstellung erfolgte

unter Verwendung des Softwareprogramms Statistica Version 10 (StatSoft,
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Hamburg). Die Daten wurden mit nichtparametrischen Varianzanalysen ausgewertet
(Brunner et al. 2001). Das Signifikanzniveau wurde standardmafig auf 5% gesetzt.
Bei multiplen Vergleichen wurde das Signifikanzniveau nach Tukey adjustiert.

In der Analyse wurden die Proben der Testgruppen gegeneinander verglichen und in
Beziehung zur Positivkontrolle gesetzt. Dafir wurde die Verdinnung der
Positivkontrolle (1:200) auf die entsprechende Ausgangskeimzahl hochgerechet. Zur
statistischen Interpretation der Ergebnisse wurde zusétzlich ein Konfidenzintervall

berechnet.
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5 Ergebnisse

5.1 Resultat der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung

5.1.1 Entfernung der Schmierschicht durch Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
und Natriumhypochlorit (NaOCI)

Die Begutachtung im Rasterelektronenmikroskop diente der Analyse der Effektivitat
von EDTA 17% und NaOCIl 1% zur Entfernung der préparationsbedingten
Schmierschicht an den Versuchszahnen. Alle zehn Wurzelhélften der Gruppe SL
wurden nach erfolgter Spllung bei 1000facher VergréRerung betrachtet und
fotografiert. Die Ergebnisse der Untersuchung werden in Abbildung 8 und 9
dargestellt. Beide Fotografien zeigen die typische Oberflachenstruktur von Wurzel-
kanalwanden, gepragt durch zahlreiche Dentinkanélchen. Mithilfe der Spilung wurde
die Schmierschicht sichtbar von der Kanaloberflache und aus den Eingangen der
Dentintubuli beseitigt. An einigen Stellen der Wurzelkanéle war EDTA und NaOCI
jedoch nicht imstande, die Dentinkanadlchen vollstandig freizulegen. Vereinzelt

verblieben kleine Reste der Schmierschicht (vgl. Abbildung 9).

Abb. 8: Dentinwandstruktur mit zahlreichen Tubuli nach Spilung mit
EDTA 17% und NaOCI 1% (1000fache VergroRerung)
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)

Abb. 9: Offnungen der Tubuli nach Spilung mit EDTA 17% und NaOCI 1%
Pfeile zeigen verblockte Dentinkanélchen durch Reste der Schmier-
schicht (1000fache VergréRerung)

5.1.2 Prasenz des Biofilms

Die Wourzelhélften der Gruppe Biofilm (BF) wurden ebenfalls rasterelektronen-
mikroskopisch betrachtet, um die Prasenz eines Biofilms aus Enterococcus faecalis
(E. faecalis) nachzuweisen. Die beimpften Proben zeigten nach dreitagiger
Inkubation bei 5000facher VergrofRerung eine dichte Besiedelung an Keimen auf der
Kanaloberflache (vgl. Abbildung 10). Hierbei war eine homogene, filmartige
Verteilung von Erregern entlang des gesamten Kanallumens zu beobachten. Es
waren sowohl typische Mikrokolonien auf der Wurzelkanaloberflache als auch in

Dentinkanalchen eingedrungene Bakterien zu erkennen.
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Abb. 10: Besiedelung der Dentinwand durch E. faecalis
(5000fache VergofRRerung)

5.2 Ergebnisse des Hauptversuchs

5.2.1 Ubersicht der Auszahlung

Die Nahrboden der Positivkontrolle waren zum Zeitpunkt der Auszahlung
ausschlieBlich mit reinen E. faecalis-Stammen besiedelt. In der Negativkontroll-
gruppe war kein bakterielles Wachstum zu verzeichnen. Insgesamt betrachtet
reduzierte jedes untersuchte Desinfizienz die Keimanzahl in den Wurzelkanalen im
Vergleich zur Positivkontrolle signifikant. Keine der untersuchten Spulldsungen war
jedoch in der Lage, E. faecalis vollstandig zu eliminieren. Die Anzahl der colony
forming units (CFU) aller Proben nach erfolgter Desinfektion und Kultivierung ist in
Abbildung 11 und 12 dargestellt. Die 1:200 verdiinnte Positivkontrolle wurde auf die

Ausgangskeimzahl hochgerechnet.
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Abb. 11: Hochgerechnete Anzahl der CFU auf den Nahrbdden aller Versuchsgruppen
CFU (colony forming units), CHX (Chlorhexidin), NaOCI (Natriumhypochlorit)

5.2.2 Absolute Keimzahlen

Die Positivkontrollgruppe gibt Aufschluss Uber die Keimzahl, die vor Beginn der
desinfizierenden Malnahme in den Wurzelkandlen vorlag. Die Proben der
Positivkontrolle erreichten nach Hochrechnung der Verdinnung (1:200) einen
Mittelwert von 1,36 x 105 CFU. Mit einer durchschnittichen Endkeimzahl von 3,7
CFU hatte NaOClI, verglichen mit der Negativkontrolle (0,0 CFU), die Keime nahezu
vollstandig reduziert. Die Gruppe CHX wies dagegen durchschnittlich 58,8 CFU auf.
Auf den Nahrboden der Gruppe Octenidol® war das Keimwachstum mit 74,1 CFU am
starksten ausgepragt. Die Mittelwerte der einzelnen Untersuchungsgruppen sowie

das Konfidenzintervall sind in Tabelle 4 aufgefuhrt.
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Gruppen Mittelwert CFU Kl (-95 %) KI (+95 %) n
Positivkontrolle* 135746,7 109853,9 161639,4 30
Negativkontrolle 0 - - 30
CHX 58,8 -0,9 118,6 30
NaOCI 3,7 0,7 6,7 30
Octenidol® 74,1 56,9 91,3 30

Tab. 4: Hochrechnung der Mittelwerte der CFU und des Konfidenzintervalls
CFU (colony forming units), Kl (Konfidenzintervall), CHX (Chlorhexidin),
NaOCI (Natriumhypochlorit), * Hochrechnung der Verdiinnung

Effizienz der Spullésungen im Vergleich

Bei der statistischen Auswertung ergaben sich unter Bericksichtigung der

Untersuchungsgruppen sechs Kombinationsmdglichkeiten fur Paarvergleiche. Bei

allen traten signifikante Unterschiede in der Keimreduktion auf.

Vergleich der Spulldsungen mit der Positivkontrolle

Im Vergleich zur Positivkontrollgruppe war die Reduktion von E. faecalis sowohl bei
NaOCI 1% und Chlorhexidin 2% als auch bei Octenidol® hoch signifikant (p < 0,0001)

(vgl. Tabelle 5).

Paarvergleich p-Wert
Positivkontrolle versus CHX < 0,0001
Positivkontrolle versus NaOCI < 0,0001
Positivkontrolle versus Octenidol® < 0,0001

Tab. 5: Paarvergleiche der Positivkontrolle mit den Spullésungen
CHX (Chlorhexidin), NaOCI (Natriumhypochlorit)

Vergleich der Keimreduktion der Spullésungen untereinander

Ein ebenso signifikanter Unterschied (p <0,0001) konnte zwischen NaOCI und
Octenidol® festgestellt werden (vgl. Tabelle 6). Die Anzahl an CFU in der Gruppe
NaOCI war dariber hinaus signifikant geringer als in der Gruppe CHX (p = 0,0219).
Einen hoch signifikanten Unterschied in der Anzahl an E. faecalis ergab zuletzt auch

der Paarvergleich zwischen CHX und Octenidol® (p = 0,0002).
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Paarvergleich p-Wert
NaOCI versus Octenidol® < 0,0001
NaOCl versus CHX 0,0219
CHX versus Octenidol® 0,0002

Tab. 6: Paarvergleich der getesteten Spulldsungen
CHX (Chlorhexidin), NaOCI (Natriumhypochlorit)
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Abb. 12: Detaillierte Ubersicht der Anzahl der CFU aller Spiilgruppen unter Beriicksichtigung
von Ausreif3ern und Extremwerten
CFU (,colony forming units“), CHX (Chlorhexidin), NaOCI (Natriumhypochlorit)
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In der vorliegenden Studie wurde die antimikrobielle Effektivitat von Natrium-
hypochlorit (NaOCI), Chlorhexidin (CHX) und Octenidol® gegen Enterococcus
faecalis (E. faecalis) in Wurzelkanalen menschlicher Zahne untersucht. Die Analyse
zeigte, dass alle Spillésungen signifikant die Bakterienzahl im Wurzelkanal
reduzierten. Die intrakanalare Desinfektion mit Octenidol® fiel im direkten Vergleich
der Testgruppen signifikant am geringsten aus. Die geringste Anzahl an

Enterokokken wurde nach einer Spulung mit Natriumhypochlorit beobachtet.

6.1 Studiendesign

Das Studiendesign dieser Arbeit entstand in Anlehnung an den Versuchsaufbau von
Haapasalo 1987 (Haapasalo und @rstavik 1987) (siehe Seite 9). Diese In-vitro-
Methode zur Infektion und Desinfektion des Wurzelkanaldentins extrahierter Zahne
war bereits Grundlage einer Vielzahl experimenteller Studien (de Lucena et al. 2013;
Tirali et al. 2012; Ma et al. 2011, Estrela et al. 2009; Tandjung et al. 2007; Nagayoshi
et al. 2004; Basrani et al. 2003). Der Vorteil des vorliegenden, weiterentwickelten
Modells liegt in der direkten Heranziichtung und Desinfektion des Biofilms in
Wurzelkandlen menschlicher Zahne. Dagegen besitzen Rinderzahne, wie sie von
Haapasalo verwendet wurden, signifikant mehr Dentinkanalchen (Camargo et al.
2007). Das Ergebnis einer Infektion beziehungsweise Desinfektion wirde sich
folglich von dem menschlicher Z&hne unterscheiden.

Andere Studien hingegen untersuchten die Effektivitat von Desinfektionsmethoden
auf planktonische Bakterien (Huth et al. 2009; Tirali et al. 2009; Hems et al. 2005),
mithilfe eines Agar-Diffusionstests (Basrani et al. 2003; Siqueira und de Uzeda 1997)
oder an Biofilmen, die auf Zellulose-Nitrat-Membran-Filtern geziichtet wurden
(Giardino et al. 2007; Hems et al. 2005; Lima et al. 2001; Spratt et al. 2001; Siqueira
et al. 1998). Im Gegensatz dazu entspricht ein in extrahierten Zahnen etabliertes
Biofilm-Modell eher der klinischen Situation (Spratt et al. 2001). Ziel der vorliegenden
Studie war es demnach, ein In-vitro-Modell zu entwickeln, welches realitatsnah die

klinische Situation abbildet und einfach reproduzierbar ist.
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6.1.1 Material

Zahne

Um fur das vorliegende Experiment Proben mit mdglichst wenig anatomischen
Differenzen zu erhalten, wurden die extrahierten Zahne anhand verschiedener
Einschlusskriterien ausgewahlt (vgl. Abbildung 2). Zahne mit mehreren oder
gekrimmten Wurzelkan&len wurden fur eine einfachere Standardisierung der Proben
ausgeschlossen, obwohl die Untersuchung verschiedener, desinfizierender Spul-
l6sungen auch bei gekrimmten Kanélen klinisch bedeutsam ist. Eine standardisierte
Bearbeitung gekrimmter Wurzelkanale ware jedoch vor allem im Hinblick auf die
Probenentnahme nicht sicher gegeben. Die wenig flexiblen Hedstrom-Feilen kdnnten
im apikalen Drittel vom Wurzelkanalverlauf zur Aufl3enwand abweichen und
Dentinbereiche der Innenkurvatur unbearbeitet lassen. Die Probenentnahme wiirde
vermutlich das Desinfektionsergebnis des gesamten Wurzelkanals falsch
reprasentieren. Eine genaue Beurteilung der Effektivitdit der eingesetzten Spul-
|I6sungen ist jedoch gerade im apikalen Bereich des Endodonts entscheidend.

Mikrobiologie

Da E. faecalis haufig aus bereits behandelten Wurzelkanalen isoliert und mit
persistierenden apikalen Parodontitiden in Verbindung gebracht wird, setzten ihn in
der Vergangenheit viele Autoren als Modell-Testkeim fur ihre In-vitro-
Untersuchungen ein (Karale et al. 2011; Souza et al. 2010; Giardino et al. 2007;
Dunavant et al. 2006; Hems et al. 2005; Basrani et al. 2003; Spratt et al. 2001;
Haapasalo und @rstavik 1987). Ein besonderes Merkmal dieses Bakteriums ist vor
allem seine Penetrationsfahigkeit in Dentinkanélchen (drstavik und Haapasalo 1990)
und die damit verbundene Unempfindlichkeit gegenltber vielen intrakanalaren
DesinfektionsmalRnahmen und Medikamenten (Love 2001). Aus mikrobiologischer
Sicht liegen die wesentlichen Vorziige von E. faecalis in seinem schnellen Wachstum
(Bergmans et al. 2008) und in seiner einfachen Kultivierung (Tandjung et al. 2007;
Lode et al. 2005; Haapasalo et al. 2000). Mithilfe der Fotospektrometrie wurde das
Bakterienwachstum in der Suspension Uberpruft. Das gepufferte, nahrstoffreiche
Flassigkeitsmedium brain heart infusion (BHI) liel3 bereits nach 24 h Inkubation eine
starke Bakterienvermehrung erkennen und tribte sichtbar ein. Die Quantifizierung

lebensfahiger E. faecalis-Keime erfolgte auf Columbia-Agarplatten. Dieses mit
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Schafsblut angereicherte Isolationsmedium eignet sich fur ein breites Spektrum an
Mikroorganismen und ist ebenfalls reich an Nahrstoffen.

6.1.2 Versuchsaufbau

Die Prufkorper

Anstatt zylindrisch genormter Dentinblocke (Ma et al. 2011; Zehnder et al. 2004,
Haapasalo und drstavik 1987) wurden in dem vorliegenden Modell ganze Wurzeln
einschlie3lich des Wurzelzements herangezogen. Durch Belassen des Zements wird
die Infektion auf die pulpale Flache der Dentintubuli beschrankt, was den In-vivo-
Konditionen eher entspricht. Dartiber hinaus sollte die Morphologie und Variabilitat
des natirlichen, vollstandigen Wurzelkanalsystems in die Untersuchung einbezogen
werden. Um eine annahernd standardisierte und reproduzierbare Kanalgeometrie zu
erhalten, wurden FlexMaster-Nickel-Titan-Instrumente verwendet. Diese werden
motorbetrieben unter exakter Drehzahlkontrolle und Drehmomentbegrenzung im
Wurzelkanal eingesetzt und reduzieren die Wabhrscheinlichkeit von iatrogenen
Fehlern im Aufbereitungsprozess (Schéfer et al. 2004). Mit Instrumentengrdl3en bis
ISO-GroRRe 40 wurden die Wurzelkandle fur ein Vordringen der Spulnadel (0,35 mm
Durchmesser) bis in den apikalen Bereich ausreichend dimensioniert (Khademi et al.
2006).

Ein weiterer Vorteil des verwendeten Prufkorpers liegt in der vollstandigen
Ummantelung der WurzelauRenflachen mit Kunststoff. Dadurch wurde das apikale
Foramen dicht verschlossen, so dass die Spulflussigkeiten nicht extrudiert wurden.
Durch die Versiegelung konnte zudem eine retrograde Rekontamination der Kanéle
nach der Sterilisierung ausgeschlossen werden.

Das Biofilm-Modell

Da sich Bakterien infizierter Wurzelkanéle in vivo in Form eines Biofilms an den
Dentinwanden etablieren (Giardino et al. 2007), wurde diese Wachstumsstruktur in
der vorliegenden Studie mithilfe von Labortechniken simuliert. Allgemein ist zur
Evaluation eines Biofiim-Modells neben der Kolonisationsstruktur auch der
Kultivierungszeitraum von entscheidender Bedeutung (Estrela et al. 2009). Die
Inkubationszeiten von E. faecalis unterscheiden sich in der Literatur erheblich und
reichen von 24 h (Ma et al. 2011; Arias-Moliz et al. 2010; Chavez de Paz et al. 2010;
Ozdemir et al. 2010; Arias-Moliz et al. 2009; Duggan und Sedgley 2007) bis tber
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acht Wochen (de Lucena et al. 2013). Im vorliegenden Versuch erfolgte die
Inkubation dber 72 h. Fruhere Studien demonstrierten, dass dieser Zeitraum
ausreicht, um die Etablierung eines E. faecalis-Biofilms zu erzielen (Bhuva et al.
2010; Foschi et al. 2007; Soukos et al. 2006; Gulabivala et al. 2004). Da durch eine
alleinige Auswertung der colony forming units (CFU) keine Aussage Uber die Bildung
eines Biofilms innerhalb des Wurzelkanals getroffen werden konnte, erfolgte eine

zusatzliche rasterelektronenmikroskopische Untersuchung.

Desinfektionsldsungen und Probenentnahme

Eine vergleichende Analyse der antibakteriellen Aktivitat von NaOCI, CHX und
Octenidol® in extrahierten Zahnen erscheint aus folgenden Griinden relevant: Bisher
ist die Wirksamkeit von Octenidol® im Rahmen der endodontischen Therapie kaum
untersucht. Zudem wird das Potential von CHX und NaOCI zur Eliminierung von
E. faecalis kontrovers diskutiert (Wang et al. 2012; Mehrvarzfar et al. 2011; Violich
und Chandler 2010; Menezes et al. 2004). Schon Uber eine optimale inhibitorische
Konzentration von NaOCI wird in der Literatur keine Ubereinstimmende Aussage
getroffen. Gomes et al. testeten verschiedene Konzentrationen von NaOCI (0,5%,
1,0%, 2,5%, 4,0%, 5,25%) auf eine Bakteriensuspension aus E. faecalis (Gomes et
al. 2001). Prinzipiell wirkten alle Spulungen antimikrobiell, NaOCI 5,25% jedoch am
effektivsten. Zehnder hingegen legte in einer Ubersichtsstudie dar, dass die
Reduktion intrakanalarer Mikroorganismen mit NaOCI 5% nicht grof3er ist als mit
0,5% (Zehnder 2006). Aufgrund seines toxischen Charakters erscheint ihm zudem
die Verwendung einer Natriumhypochlorit-Konzentration tber 1% als unbegrindet. In
niedriger Konzentration (0,5% und 1%) ist NaOCl dagegen ausreichend
biokompatibel (Estrela et al. 2002). Auch beziglich der Wirksamkeit von CHX
gegenuber E. faecalis stimmen die Untersuchungsergebnisse vieler Studien nicht
Uberein (Karale et al. 2011; Rddig et al. 2010; Nair 2006; Friedman et al. 2003;
Corman 1983).

Fur eine Standardisierung des Versuchsaufbaus wurden alle Wurzelkanale mit dem
gleichen Volumen an Spiilflissigkeit (5 ml) in derselben Zeit (3 min) desinfiziert. Eine
vorherige Studie demonstrierte, dass bereits eine konventionelle Spilung mit NaOCI
1% in 2 min ausreichte, um einem Biofilm aus E. faecalis effektiv entgegenzuwirken
(Bhuva et al. 2010). Sassone et al. zeigten anhand einer Methodik bei direktem

Kontakt der Desinfektionslosungen mit einer Bakteriensuspension aus E. faecalis,
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dass NaOCI 1% alle Keime unabhangig von der Kontaktzeit (sofort, 5 min, 15 min, 30
min) und einer Neutralisierung abtotete (Sassone et al. 2008). Eine Neutralisierung
der Spullésungen durch inhibierende Substanzen, wie beispielsweise 0,6%
Natriumthiosulfat fir NaOCI (Tirali et al. 2009; Delany et al. 1982) unterblieb im
vorliegenden Versuch. Denn auch bei der klinischen Verwendung von NaOCI, CHX
oder Octenidol® ist eine Inaktivierung nicht vorgesehen. Fir eine standardisierte
Einwirkzeit der desinfizierenden Spullésung wurden die Wurzelkanadle unmittelbar
nach der dreiminitigen Spilung mit Papierspitzen getrocknet. Die Probenentnahme
mit Hedstrom-Feilen aufsteigender 1ISO-Grol3e ermdglichte es, Dentinspane aus dem
gespulten Wurzelkanal zu entnehmen und Enterokokken auch aus tiefen Schichten

des Wurzelkanaldentins zu erfassen.

6.2 Ergebnisse

6.2.1 Schmierschichtentfernung

Die Kontrolle der Effektivitdit der Schmierschichtentfernung war nicht primare
Zielsetzung dieser Studie. Dennoch scheint die Schmierschicht bei der Infektion von
Dentinkanalchen eine entscheidende Rolle zu spielen. Yang et al. zeigten, dass
durch eine vorhandene Schmierschicht die initiale Adhérenz von E. faecalis zum
Dentin begunstigt wird (Yang et al. 2006). Da eine suffiziente Entfernung der
Schmierschicht die Qualitat der Wurzelkanaldesinfektion (Violich und Chandler 2010)
und somit vermutlich die Prognose eines endodontisch behandelten Zahnes
verbessert, sollte ihre Effizienz im Rahmen des vorliegenden Versuchs zusétzlich
analysiert werden.

Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung (REM) verdeutlicht, dass eine
Abschlussspilung mit Ethylendiamintetraacetat 17% (EDTA) und NaOCI 1% den
Uberwiegenden Teil der Schmierschicht von der Dentinoberflache und aus den Tubuli
entfernte. Dennoch waren an vereinzelten Stellen Dentinkanadlchen mit Schmier-
schicht verblockt (vgl. Abbildung 9). Dieses Ergebnis deckt sich mit den Studien-
ergebnissen von Hilsmann et al. (Hulsmann et al. 2003a). Sie zeigten in einer
Ubersichtsarbeit, dass bei vielen Untersuchungen vor allem in den apikalen
Bereichen der Wurzeln keine effektive Entfernung der Schmierschicht erzielt wurde.
O'Connell et al. testeten diesbezlglich verschiedene EDTA-Salze und

demonstrierten, dass keine der Losungen die Schmierschicht vollstdndig aus allen
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Bereichen des Wurzelkanals entfernte (O'Connell et al. 2000). Bei einer Spilung mit
10 ml EDTA 17% und NaOCl 5% hingegen wurde eine vollstandige S&uberung
apikaler Dentinkanalchen beobachtet, jedoch erschien das Dentin im REM erosiv
verandert (Calt und Serper 2000).

6.2.2 Bewertung der Biofilmentwicklung

Die Entwicklung eines gleichmaRigen Biofims aus E. faecalis auf der
Wurzelkanaloberflache impliziert, dass die in der vorliegenden Studie angewendete
Methode zur Infektion von Wurzelkanédlen geeignet ist. Dabei lie3en eine dichte
Besiedelung der Kanalwand und der Dentinkanalchen mit mehrschichtigen
Bakterienaggregationen auf die Formation eines Monospezies-Biofilms schliel3en.
Auch bakterielle Filamente, wie sie auch von Distel et al. nach zweitagiger Inkubation
von E. faecalis beschrieben wurden, waren in der REM-Analyse erkennbar (Distel et
al. 2002). Diese ermdglichen eine Haftung des Biofilms auf der Dentinoberflache und
verbessern die nutritive Versorgung der Mikroorganismen. Eine Ausbildung typischer
pilz- und pallisadenartiger Mikrostrukturen unterblieb jedoch. Die Ursache dafir
konnte in den biochemischen und physikalischen Umgebungsbedingungen des
Wurzelkanals liegen, welche die Entwicklung und Modifikation des Biofilms
beeinflussen (Folwaczny und Hickel 2003). George et al. legten dar, dass dabei
sowohl das gewdahlte Nahrmedium (néhrstoffreich/néhrstoffarm) als auch die
Inkubationsform (aerob/anaerob) eine wichtige Rolle spielt. Pilzartige Mikrokolonien
waren nur in einem nahrstoffreichen Medium unter anaeroben Bedingungen
entstanden (George et al. 2005). In der vorliegenden Untersuchung wurden die
Bakterienkolonien unter aeroben Konditionen herangezichtet, wie es bereits andere
Autoren beschrieben (Baca et al. 2011; Tirali et al. 2009; Lima et al. 2001). Denn E.
faecalis besitzt — als fakultativer Anaerobier — die Fahigkeit, sowohl in sauerstoff-
armer als auch in sauerstoffreicher Umgebung heranzuwachsen.

Im Vergleich zu Distel et al. (2000fache Vergré3erung) wurde der Biofilm in der
vorliegenden Studie mit 5000facher Vergrol3erung betrachtet. Dadurch konnte die
bakterielle Invasion der Tubuli angemessen bewertet werden (Distel et al. 2002).

Im Einklang mit der REM-Untersuchung bestatigte auch die Auswertung der
Positivkontrollgruppe den Erfolg des Infektionsprozesses. Das reine Wachstum mit
E. faecalis war derart ausgepragt, dass eine Auszéhlung der CFU nur durch eine

Verdinnung des Aliquots mit Kochsalzlosung (NaCl 0,9%) und anschlieRender
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Hochrechnung mdglich war. Dies stimmt mit vergleichbaren Studien Gberein, welche
ebenfalls die Proben fur die mikrobiologische Analyse verdinnten (de Lucena et al.
2013; Foschi et al. 2007; Tandjung et al. 2007; Gulabivala et al. 2004).

6.2.3 Effektivitat der Spulungen

Die Paarvergleiche zwischen der Positivkontrolle und den Testgruppen (NaOCI,
CHX, Octenidol®) verdeutlichten, dass die urspriingliche Bakterienpopulation durch

alle Spulflussigkeiten signifikant reduziert wurde.

Natriumhypochlorit 1%

Dass Natriumhypochlorit effektiv gegen Biofilme aus E. faecalis wirkt, zeigten bereits
frihere Studien (Bhuva et al. 2010; Giardino et al. 2007). Von den in der
vorliegenden Studie getesteten Spulldsungen wies NaOCI 1% die signifikant gréfite
antimikrobielle Wirkung in Wurzelkanalen auf.

Andere Studien stimmen im Wesentlichen mit diesem Ergebnis tberein: Chavez de
Paz et al. untersuchten die Wirkung von Basen (pH 12), CHX 2,5%, NaOCI 1% und
EDTA auf endodontische Biofilme und stellten fest, dass eine Spilung mit NaOCl 1%
Uber 5 min die Membranintegritat von E. faecalis am starksten beeinflusste und im
Vergleich die meisten Mikroorganismen entfernte (Chavez de Paz et al. 2010). Auch
Bryce et al. demonstrierten, dass alle getesteten Spullésungen (NaOCI 1%, EDTA
17%, CHX 0,2%, Betadine® 10%) signifikant E. faecalis in Biofilmen reduziert.
Unabhangig von der Behandlungsdauer (1, 5 oder 10 min) zeigte einzig die
Desinfektion mit NaOCl 1% eine vollstandige Abtdétung an E. faecalis (Bryce et al.
2009). Estrela et al. analysierten die antimikrobielle Effektivitat von NaOCI 1%, CHX
2%, Kalziumhydroxid (Ca(OH)z2) 1% und einer Lésung aus Ca(OH)2 mit einem
Detergens in direktem Kontakt zu E. faecalis. NaOCI wirkte in geringer Konzentration
vergleichsweise besser gegen E. faecalis als die anderen Losungen (Estrela et al.
2003). NaOCI verfugt im Gegensatz zu den dbrigen untersuchten Spillésungen nicht
nur Uber antibakterielles Potential, sondern auch Uber die Fahigkeit vitales und

nekrotisches Gewebe aufzuldsen.

Keine signifikanten Unterschiede wurden hingegen von Heling und Chandler

beobachtet. So erwies sich eine zehnminttige Spulung von Dentinblocken aus

Rinderinzisiven CHX 0,2% und NaOCI 1% als gleichermal3en effektiv (Heling und
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Chandler 1998). Eine ahnliche Effektivitdt von NaOCl zu CHX stellten auch weitere
Studien fest (Wang et al. 2012; Mehrvarzfar et al. 2011).

Eine Vergleichbarkeit der Studien ist aufgrund des unterschiedlichen experimentellen
Aufbaus und unterschiedlichen Konzentrationen der Spullésungen jedoch nur

eingeschréankt maoglich.

Chlorhexidindigluconat 2%

Obwohl Chlorhexidindigluconat (CHX) als ein effektives Medikament in der
Endodontie angesehen wird (Delany et al. 1982), beurteilten bisherige Studien seine
antimikrobielle Wirksamkeit gegen E. faecalis kontrovers. Die Angaben in der
Literatur reichen von 30% (Ma et al. 2011), 50% (Chavez de Paz et al. 2010) bis hin
zur vollstandigen Elimination (Gomes et al. 2003).

In der vorliegenden Versuchsreihe reduzierte CHX 2% signifikant die Anzahl an
E. faecalis. Im direkten Vergleich zu Octenidol® eliminierte es signifikant mehr Keime.
Verglichen mit NaOCI erreichte es jedoch eine signifikant geringere Keimreduktion.
Auch Vaziri et al. konnten einen signifikanten, aber im Vergleich zu NaOCI 2,5%
geringeren antibakteriellen Effekt von CHX 2% gegenlber E. faecalis feststellen
(Vaziri et al. 2012). Die begrenzte Penetrationsfahigkeit in tiefere Biofilmschichten
(Chavez de Paz et al. 2010) kdnnte dazu beigetragen haben, dass CHX insgesamt
weniger Bakterienzellen als NaOCI eliminierte.

Pavlovic und Zivkovic untersuchten sowohl die antimikrobielle Wirksamkeit als auch
die Reinigungskraft von NaOCI 5,25%, NaOCl 2,5% und CHX 2% in Wurzelkanalen.
CHX 2% hatte zwar wie NaOCl 2,5% gegenuber E. faecalis einen starken
antibakteriellen Effekt, dennoch tétete NaOCI 5,25% am meisten Bakterien ab. Eine
vollstdndige Reinigung des Wurzelkanals war nur mittels EDTA 15% madglich.
(Pavlovic und Zivkovic 2010).

Menezes et al. dagegen zeigten mittels einer zweiten Inkubationsphase, dass eine
2%ige CHX-Ldsung nach sieben Tagen effektiver gegen E. faecalis wirkte als NaOCI

2,5%. Dies wird mit der Depotwirkung von CHX begrindet (Menezes et al. 2004).
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Octenidol®

Octenidol® zeigte eine signifikant schlechtere Wirksamkeit gegentiber NaOCIl 1% und
CHX 2%.

Das Ergebnis widerspricht bisherigen Studien, welche ebenfalls den Wirkstoff
Octenidin gegen E. faecalis einsetzten. In den meisten dieser Untersuchungen wurde
jedoch der Wirkstoff auf Basis von Octenisept® verwendet, welches zusatzlich
Phenoxyethanol als Konservierungsstoff enthalt.

In einem experimentellen Modell von Tirali et al. wurde CHX 2%, NaOCI 5,25% und
Octenidindihydrochlorid 0,1% (auf Basis von Octenisept®) in infizierten Milchzéahnen
und bleibenden Zahnen getestet (Tirali et al. 2012). Nach einer Applikationszeit von
5 min war Octenidindihydrochlorid 0,1% die antimikrobiell signifikant wirksamste
Spullésung zur Eliminierung von E. faecalis aus den Dentintubuli. Eine Behandlung
mit Natriumhypochlorit 5,25% hinterliel3 dagegen mehr kulturfahige Enterokokken.
Auch bei de Lucena et al. waren nach der Desinfektion mit einem Octenidin-
Phenoxyethanol-Gel (5%) nach zwolf Wochen keine lebensfahigen E. faecalis-Zellen
mehr im Wurzelkanal vorhanden. Dagegen betrug der Anteil lebensfahiger Bakterien
nach einer Behandlung mit einem CHX-Gel (5%) noch 15,4% (de Lucena et al.
2013). Eine andere Studie analysierte ebenfalls die Wirksamkeit eines Octenidin-
Phenoxyethanol-Gels anhand eines Ex-vivo-Modells (Tandjung et al. 2007). Das Gel
wurde in einem Verhaltnis von 1:1 fir 1 min, 7 min und 7 Tage und in einem
Verhéltnis von 1:3 fur 10 min in infizierten Wurzelkanalen inkubiert. Bereits nach 10
min sank der Anteil lebensfahiger Bakterien von 57,2% auf 5,7%. Nur bei einer von
zehn Proben zeigte die Auswertung an CFU nach 7 Tagen eine positive Kultur.

Tirali et al. verwendeten in einer aktuellen Studie erstmals Octenidinhydrochlorid
0,1% auf Basis der Mundspilung (Octenidol®) und untersuchten seine Effektivitat
gegenuber E. faecalis mithilfe eines Agardiffusionstests. Hierbei fielen die
Hemmungszonen von Octenidindihydrochorid signifikant grof3er aus als bei CHX 2%.
Gegentber NaOCI 5,25% konnte eine vergleichbare Wirksamkeit festgestellt werden
(Tirali et al. 2013b). Das Ergebnis eines Agardiffusionstests ist jedoch vermutlich
aufgrund der unterschiedlichen Diffusionsféhigkeiten der Spulldsungen in Agar nicht
direkt auf den vorliegenden In-vitro-Versuch tbertragbar.

Die in friheren Studien beobachtete gute antimikrobielle Wirksamkeit von
Octenidindihydrochlorid kdnnte mdglicherweise auf das verwendete Préparat

zurtickzuftihren sein: Octenisept® beinhaltet — wie bereits erwahnt — Phenoxyethanol
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2% als Konservierungsstoff. Dieser wirkt selbst bakterizid (Owen 2006) und kdnnte
zu einer vermehrten Abtotung von E. faecalis beigetragen haben. Bei Octenidol®
hingegen fehlt diese alkoholische Komponente, weshalb der Desinfektionserfolg in

der vorliegenden Untersuchung méglicherweise schlechter ausfiel.

Zusammengefasst ergibt sich, dass keine der untersuchten Spulldsungen Uber eine
ausreichende Effektivitat verfugte, um E. faecalis vollstandig zu eliminieren. Der
Grund hierfir kbnnte in der anatomischen Komplexitat des Wurzelkanalsystems
liegen, welche einen direkten Kontakt der desinfizierenden Lésungen mit einigen
Anteilen des Biofilms erschwerte (Spratt et al. 2001) und zu einer gréReren Streuung
der Ergebnisse in der statistischen Analyse fihrte (Gulabivala et al. 2004). Daraus
resultierten vermutlich einzelne Ausreil3er beziehungsweise Extremwerte in der
Auszahlung der Testgruppen. Um die natirliche Anatomie des Wurzelkanals als
EinflussgréRe dennoch mdglichst gering zu halten, wurde fur jede Gruppe eine
ausreichende Anzahl Proben verwendet. In vergleichbaren Untersuchungen wurde
ebenfalls eine GruppengrofRe von zehn Zahnen ausgewahlt (de Lucena et al. 2013;
Grundling et al. 2011; Tandjung et al. 2007).
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Ziel der Studie: Das Misslingen primarer Wurzelkanalbehandlungen ist meist auf
persistierende Bakterien zurtckzufiihren. Dabei handelt es sich hauptsachlich um
den aulerst resistenten Keim Enterococcus faecalis (E. faecalis), welcher trotz
sorgfaltiger Aufbereitung, Desinfektion und Obturation in unzuganglichen Bereichen
des Endodonts verbleibt und zu rezidivierenden Infektionen fuhrt. Ziel der
vorliegenden Studie war die Analyse der antimikrobiellen Effektivitat der Spul-
l6sungen Natriumhypochlorit 1% (NaOCI), Chlorhexidindigluconat 2% (CHX) und
Octenidol® gegentiber E. faecalis in Wurzelkanalen menschlicher Zahne. Zur
Heranzichtung und Desinfektion des intrakanaldren Biofilms wurde ein bereits
etabliertes In-vitro-Modell weiterentwickelt. Im Rahmen einer rasterelektronen-
mikroskopischen Untersuchung erfolgte zusatzlich eine Bewertung der Schmier-
schichtentfernung sowie der Nachweis des Biofilms.

Material und Methode: Fur das In-vitro-Modell wurden 60 extrahierte menschliche
einwurzelige Zahne verwendet. Nach Abtrennen der Krone und standardisierter
Wurzelkanalaufbereitung mithilfe von FlexMaster-Instrumenten wurde die Schmier-
schicht mit 5 ml EDTA 17% und 2 ml NaOCI 1% entfernt. Es erfolgte eine Zuordnung
in insgesamt sieben experimentelle Gruppen: Zwei Gruppen (je n = 5) dienten der
Kontrolle der Schmierschichtentfernung (SL) und des gezichteten Biofilms (BF) im
Rasterelektronenmikroskop. Drei Gruppen (je n = 10) dienten der Untersuchung der
Spullésungen (NaOCI, CHX, Octenidol®). Daneben wurden eine Positiv- sowie
Negativkontrolle (je n = 10) untersucht. Bis auf die Gruppe SL wurden alle Zahne
initial autoklaviert. Ein Biofilm aus E. faecalis wurde fur 72 Stunden in den
Wurzelkanalen der Gruppen NaOCI, CHX, Octenidol®, Positivkontrolle und BF
gezlchtet. Anschliel3end erfolgte die Desinfektion der Spulgruppen mit je 5 ml NaOCI
1%, CHX 2% und Octenidol® fir je 3 min mittels konventioneller Handspulung. Mit
Hedstromfeilen aufsteigender Grof3e wurden Dentinspdne entnommen, in einem mit
Kochsalzlosung (NaCl 0,9%) gefiillten Eppendorfgefald gesammelt und durchmischt.
Auf Agar-Néahrbéden wurden die Proben in dreifacher Ausfuhrung plattiert und
inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte die Auszahlung an colony forming units (CFU)

und statistische Auswertung.
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Ergebnisse: Die Entfernung der Schmierschicht sowie Entstehung eines Biofilms
wurden mithilfe der REM-Analyse bestétigt. Insgesamt reduzierten alle Spullésungen
signifikant die Anzahl an E. faecalis in den Wurzelkanélen (p < 0,0001). NaOCI 1%
eliminierte signifikant mehr Bakterien als CHX 2% (p =0,0219) und Octenidol®
(p <0,0001). Octenidol® hinterlieR dagegen mehr Bakterien im Wurzelkanal als
CHX 2% (p = 0,0002). Keine Desinfektionsmal3nahme fiihrte zu einer vollstandigen

Elimination von E. faecalis aus dem Wurzelkanalsystem.

Schlussfolgerung: Es konnte nachgewiesen werden, dass eine konventionelle
Spllung mit Octenidol® wie auch mit den bereits gangigen endodontischen
Desinfizientien NaOCl 1% oder CHX 2% eine effektive Methode darstellt, eine
Infektion mit E. faecalis in Wurzelkanalen zu behandeln. NaOCl 1% erzielte in der
vorliegenden Untersuchung das signifikant beste Ergebnis und erwies sich erneut als
Spulflussigkeit der ersten Wahl. Ein alternativer Einsatz von CHX 2% oder
Octenidol® zur Wurzelkanaldesinfektion ist dennoch beispielsweise im seltenen Falle

einer Sensibilisierung gegeniber NaOCI vorstellbar.
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