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1 Einleitung

Der Begriff ,,Endodontologie” bezeichnet im zahnarztlichen Alltag die Therapie von Zahnen
mit pulpalen und periapikalen Erkrankungen mit dem Ziel, einen langfristigen Zahnerhalt zu
gewahrleisten. Da Bakterien bei der Entstehung von pulpalen und periapikalen Infektionen
eine zentrale Rolle spielen, zielt die endodontische Therapie auf deren gréoRtmogliche
Elimination aus dem Wurzelkanal ab (Bhuva et al. 2010, Figdor 2002, Sathorn et al. 2007,
Siqueira et al. 2007). Angestrebt wird dabei optimalerweise die vollstandige Entfernung aller
Bakterien, zumindest aber eine Verringerung der Bakterienkonzentration auf ein Niveau, das
eine periradikuldare Gewebeheilung zulasst (Siqueira und Rocas 2008).

Aufgrund der komplexen Anatomie des Wurzelkanalsystems (de Gregorio et al. 2010,
Vertucci 1984) werden bei der mechanischen Prdparation mehr als 35 Prozent der
Wurzelkanalwand nicht erreicht (Peters OA et al. 2001; Wu et al. 2003). Aus diesem Grund
verbleibt im Wurzelkanal eine Vielzahl von Mikroorganismen an fir die mechanische
Reinigung unzuganglichen Stellen wie Isthmen und Ramifikationen (Hllsmann et al. 20033;
Matsuo et al. 2003). Deshalb ist die Verwendung desinfizierender Spilflissigkeiten zur
Entfernung dieses bakteriellen Biofilms und zur Entfernung von Debris und infiziertem
Gewebe notwendig (Bhuva et al. 2010; Peters OA et al. 2001). Fir die Applikation und
Aktivierung der Spulflissigkeiten stehen unterschiedliche manuelle und maschinelle
Techniken zur Verfligung (Gu et al. 2009). Zugrunde liegt die Annahme, dass jede Form der
Aktivierung einer Spillésung zu einer Steigerung der Wurzelkanaldesinfektion und -reinigung
fihrt (Caron et al. 2010). Obwohl aktuelle chemomechanische Techniken eine Reduktion der
Bakterienbelastung bewirken, wird eine vollstandige Desinfektion des gesamten
Kanalsystems dennoch nicht erreicht (Card et al. 2002; Dalton et al. 1998; Hilsmann et al.
2003a; Miller und Baumgartner 2010; Pataky et al. 2002; Siqueira et al. 2007; Siqueira et al.
1999). Im Kanalsystem verbleibende Mikroorganismen erhéhen nachweislich das Risiko
eines Behandlungsmisserfolges (Bergenholtz und Spangberg 2004, Fabricius et al. 2006, Nair
2006, Siqueira 2001, Waltimo et al. 2005). Deswegen zielen aktuelle Forschungsansatze und
Splilmethoden auf eine stetige Verbesserung der Desinfektionswirkung im Rahmen der
endodontischen Behandlung ab (Brito et al. 2009, Ng et al. 2011, Siqueira und Rocas 2008).
Zu diesen gehoren auch die vier in dieser Studie untersuchten Systeme, die konventionelle
statische Handspllung, die Ultraschallaktivierung, das EndoVac®- und das RinsEndo®-
System. Diese Techniken basieren auf vier unterschiedlichen Prinzipien. Die Handspulung
basiert allein auf der mechanischen Wirkung des Flissigkeitsstroms. Die Ultraschall-
aktivierung induziert zusatzlich Gber Ultraschallwellen eine akustische Strémung in der
Spilflissigkeit. Das EndoVac®-System saugt die Spilfllssigkeit mit negativem Druck auf
Arbeitslange. Das RinsEndo®-System aktiviert die Spilflissigkeit mittels einer Druck-Saug-

Technologie.
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Das Ziel der vorliegenden In-vitro-Studie war der Vergleich der antimikrobiellen Wirksamkeit
dieser vier Wurzelkanalspultechniken auf einen intrakanaldren Enterococcus faecalis-Biofilm.
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2 Literaturiubersicht

2.1 Atiologie pulpaler und periapikaler Infektionen

Bakterien haben einen wesentlichen Einfluss bei der Entstehung pulpaler und periapikaler
Erkrankungen (Kakehashi et al. 1965; Nair 1987; R6¢as et al. 2008; Siqueira und Rocas 2009).
Sie dringen bei tiefen kariosen Ldsionen, dentalen Traumen, parodontalen Erkrankungen
oder insuffizienten koronalen Restaurationen Uber freiliegende Dentintubuli oder laterale
Kanale von der Mundhdhle aus in das Wurzelkanalsystem ein und flihren so zu pulpalen und
periapikalen Infektionen (Kakehashi et al. 1965; Torabinejad et al. 1990; Walker 1996). Der
Infektion der Pulpa geht normalerweise eine Entziindungsreaktion mit anschlieBender
Gewebenekrose voraus (Thoden van Velzen et al. 1988). Die nekrotische Pulpa verliert ihre
Abwehrreaktion und wird in der Folge bakteriell besiedelt. Wenn diese Infektion des
Wurzelkanalsystems  nicht  rechtzeitig  therapiert  wird, kénnen bakterielle
Stoffwechselprodukte eine periapikale Entzliindung (Parodontitis apicalis) der umliegenden
Gewebe verursachen (Thoden van Velzen et al. 1988). Grundsatzlich finden sich drei
verschiedene Arten von pulpalen und periapikalen Infektionen. Sie werden nach ihrer
Ursache in primare, sekunddre und persistierende Infektionen eingeteilt. Primare
Infektionen entstehen in der nekrotischen Pulpa eines endodontisch bislang unbehandelten
Zahnes (Siqueira und Rogas 2009). Sekundare Infektionen werden durch die nachtragliche
Zuwanderung von Mikroorganismen in einen endodontisch bereits behandelten Zahn
ausgelost (Nair et al. 1990; Sundqvist et al. 1998). Persistierende Infektionen entwickeln sich
aus Bakterien, die trotz einer endodontischen Behandlung im Wurzelkanal verbleiben (Nair
et al. 1990; Sundqvist et al. 1998). Letzteres kann dabei entweder auf einer unzureichenden
Desinfektion oder auf einer unvollstindigen Instrumentierung nicht zuganglicher
Kanalregionen beruhen (Nair et al. 2005).

Endodontische Infektionen sind in der Regel bakterielle Mischinfektionen (Régas et al. 2008).
Bei primaren Infektionen dominieren grampositive und gramnegative Anaerobier (Siqueira
und Rogas 2009). Die Mikroflora sekundarer und persistierender Infektionen unterscheidet
sich im Vergleich dazu stark (Molander et al. 1998). Dort Ulberwiegen grampositive,
fakultative Anaerobier, wie beispielsweise Streptokokken oder Enterococcus faecalis, aber
auch Pilze wie Candida albicans (Siqueira und Roc¢as 2009). Diese Mikroorganismen sind
zumeist schwierig zu eliminieren (Siqueira et al. 2002), da sie typischerweise in einem sehr
resistenten Biofilm an der Wurzelkanalwand organisiert sind (Nair 1987; Siqueira et al.
2002). Dariber hinaus dringen diese Mikroorganismen bis zu mehrere Hundert Mikrometer
tief in die Dentintubuli ein (Siqueira et al. 2002), wodurch eine effektive Desinfektion

zusatzlich erschwert wird.
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2.2 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis gehort zu den grampositiven Kokken und fakultativen Anaerobiern
(Siqueira und Rogas 2009). Er bildet im Wurzelkanal Biofilme (Distel et al. 2002) und ist sehr
resistent gegeniber dulleren Einflissen (Jett et al. 1994). Die Biofilmbildung ist fiir das
Uberleben von E. faecalis unbedingt erforderlich, da er in planktonischer Form bereits mit
einer im Verhaltnis zur Bakterienzahl sehr kleinen Menge NaOCI vollstandig eliminiert wird
(Gomes et al. 2001). E. faecalis wird haufig (28% bis 77,8%) in Wurzelkanalen mit sekundaren
und persistierenden endodontischen Infektionen nachgewiesen (Gomes et al. 2001; Hancock
et al. 2001; Pinheiro et al. 2003; Rogas et al. 2004; Sundqvist et al. 1998; Murad et al. 2014,
2014; Pirani et al. 2008). In einigen Fallen mit periradikuldren Lasionen wurde E. faecalis
sogar als einziges anwesendes Bakterium aus dem Waurzelkanal isoliert (Pinheiro et al. 2003;
Sundqvist et al. 1998). Waltimo et al. (2000) fihrten das haufige Verbleiben von E. faecalis
im Wurzelkanal auf seine geringe Grof3e zurlick, die eine tiefe Penetration in die Dentintubuli
ermoglicht und so die chemo-mechanische Reinigung erschwert. Dass E. faecalis in der
Studie von Stuart et al. (2006) bei Behandlungsmisserfolgen mit einer Haufigkeit von 24% -
77% auftrat, wurde auf verschiedene pathogene Eigenschaften und Virulenzfaktoren
zuriickgefiihrt (Jett et al. 1994). Diese Virulenzfaktoren ermdglichen dem Bakterium zum
Beispiel die Anheftung an Wirtszellen, eine Modulation der Wirtsantwort und ein
kompetitives Verhalten gegeniiber anderen Bakterienspezies durch die Produktion von
eigenen Proteinen (Jett et al. 1994; Rocas et al. 2004). E. faecalis ist weiterhin in der Lage,
Uber in der Zellmembran lokalisierte Protonenpumpen einen lonenaustausch zwischen der
Umgebung und dem Zellinneren vorzunehmen, so dass der intrazellulare pH-Wert konstant
bleibt (Stuart et al. 2006). Daraus resultiert eine groRe Resistenz gegeniliber Sduren und
Laugen (Evans et al. 2002).

E. faecalis wird in mikrobiologischen Studien also haufig als Testkeim verwendet (Bago Juric¢
et al. 2014; Cachovan et al. 2013; Guerreiro-Tanomaru et al. 2015; Kogak et al. 2014; Bhuva
et al. 2010; Brito et al. 2009; Hockett et al. 2008; Miller und Baumgartner 2010; Pasqualini et
al. 2010; Siqueira et al. 1997; Townsend und Maki 2009), da er oft im Zusammenhang mit
persistierenden Infektionen auftritt, einfach anzuziichten ist, stets Biofilme bildet und sich

sehr resistent gegentliber dulReren Einflliissen verhalt.

2.3 Biofilme

Die erste Hypothese zur Existenz von Biofilmen stammt von Costerton et al. (1978). Das von
ihm entwickelte Konzept ging davon aus, dass Mikroorganismen in einem feuchten Milieu
bevorzugt auf Oberflachen haften, anstatt in planktonischer Form zu verbleiben. AuRerdem
nahm er an, dass sich in Biofilmen organisierte Bakterien von planktonischen Bakterien im
Hinblick auf ihren Phanotyp unterscheiden und dass sie daher auch unterschiedlich auf

antimikrobielle Therapieansdtze reagieren. Die Richtigkeit dieser Hypothesen hat sich
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inzwischen bestétigt (Donlan und Costerton 2002). Wahrend der Ausbildung eines Biofilms
aggregieren Mikroorganismen auf einer Oberflache in einer selbst gebildeten wasserhaltigen
und polymeren Matrix (Costerton et al. 1999). Das erhoht ihre Widerstandsfahigkeit
gegeniber antimikrobiellen Therapien deutlich (Distel et al. 2002; Siqueira und Régas 2008).
Daflir verantwortlich ist die extrazellulare Matrix, die als Diffusionsbarriere zu einer hohen
mechanischen und damit antimikrobiellen Resistenz fiihrt (Korstgens et al. 2001). AuRerdem
weisen Bakterien in Biofilmen einen langsameren Stoffwechsel als planktonische
Mikroorganismen auf, woraus eine geringere Effektivitat antimikrobieller MaBnahmen
resultiert (Donlan und Costerton 2002). Bestimmte Bakterien kdnnen sogar nach langeren
Hungerphasen durch die Zufuhr entsprechender Substrate wieder kultivierbar werden (Shen
et al. 2010). Das Bakterienspektrum der menschlichen Mundhohle ist interindividuell sehr
verschieden und besteht aus ungefahr 100 bis 200 von bislang mehr als 700 nachgewiesenen
Bakterienarten (Paster et al. 2006). Da innerhalb eines Wurzelkanalsystems sehr individuelle
physikalisch-chemische Bedingungen und Nahrstoffangebote herrschen, finden sich bei
pulpalen und periapikalen Infektionen von Patient zu Patient und innerhalb der
unterschiedlichen Wurzelkanalabschnitte sehr unterschiedliche Bakterienzusammen-
setzungen (Alves et al. 2009), woraus unterschiedlich resistente Biofilme resultieren. Fiir eine
erfolgreiche endodontische Therapie ist deshalb ein umfassendes antimikrobielles
Behandlungskonzept unerlasslich.

2.4 Wurzelkanalbehandlung

Die endodontische Behandlung von Zdahnen mit pulpalen und periapikalen Erkrankungen
dient dazu, einen langfristigen Zahnerhalt zu gewahrleisten. Da Bakterien bei der Entstehung
von pulpalen und periapikalen Infektionen eine zentrale Rolle spielen, zielt diese Therapie
auf deren groRtmogliche Elimination aus dem Wurzelkanal ab (Bhuva et al. 2010; Figdor
2002; Sathorn et al. 2007; Siqueira et al. 2007). Dabei wird optimalerweise die vollstandige
Entfernung aller Bakterien angestrebt, zumindest aber eine Verringerung der
Bakterienkonzentration auf ein Niveau, das eine periradikulare Gewebeheilung zuldsst
(Siqueira und Rogas 2008). Eine Reduktion von Bakterien im Wurzelkanalsystem um den
Faktor 100 bis 1000 (Bystrom und Sundqvist 1981) wird grundsatzlich durch die mechanische
Praparation des Kanals mit Hand- oder rotierenden Instrumenten herbeigefiihrt (Dalton et
al. 1998). Die komplexen anatomischen Verhaltnisse in einem Wurzelkanal (de Gregorio et
al. 2010; Vertucci 1984) fihren allerdings dazu, dass ungefdahr ein Drittel der
Wurzelkanalwand unprapariert bleibt, wodurch groBe Mengen an Biofilm im Kanal
verbleiben (Hilsmann et al. 2003a; Matsuo et al. 2003; Peters OA et al. 2001; Siqueira et al.
2007; Wu et al. 2003). Da dieser Biofilm bis in die Dentintubuli reicht (Buck et al. 2001;
Matsuo et al. 2003; Torabinejad et al. 2002), ist ein rein mechanischer Zugang zu allen

Mikroorganismen nicht moglich. Aus diesem Grund ist zur Auflésung des Biofilms und zur
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Entfernung von Debris und infiziertem Material die Verwendung entsprechender
Spulflussigkeiten - zusatzlich zur mechanischen Praparation des Wurzelkanals - notwendig
(Bhuva et al. 2010; Peters OA et al. 2001).

2.5 Schmierschichtentfernung

Bei der mechanischen Prdparation entsteht auf der Wurzelkanaloberfliche eine
Schmierschicht, die neben Dentinspdanen und Geweberesten auch Bakterien sowie deren
Stoffwechselprodukte enthalten kann (Torabinejad et al. 2002). Diese Schmierschicht
besteht laut Mader et al. (1984) aus einer oberflachlichen Ablagerung auf der Kanalwand,
die ungefahr 1 bis 2 um dick ist und einer darunter liegenden Schicht, die bis zu 40 um tief in
die Dentintubuli hineinreicht. Die Schmierschicht wirkt als Diffusionsbarriere und verhindert
ein Eindringen der Spilflissigkeiten ins Dentin (Baumgartner und Cuenin 1992; Torabinejad
et al. 2002). Auch dadurch kann der Wirkungseintritt einer Desinfektionslésung nachweislich
verzogert bis ganzlich verhindert werden (@rstavik und Haapasalo 1990). Damit eine
effiziente Penetration der Spilflissigkeiten in die Dentintubuli modglich ist, muss die

Schmierschicht entfernt werden.

2.6 Wurzelkanalspiilung

2.6.1 Spiilflussigkeiten

Torabinejad et al. (2002) und Zehnder (2006) legten einige Anforderungen an eine
endodontische Spiilflussigkeit fest. So bendtigt eine ideale Spillésung ein breites
antimikrobielles Wirkspektrum auch gegeniiber fakultativen und obligaten Anaerobiern und
sollte in der Lage sein, Endotoxine bis tief in die Dentintubuli hinein zu neutralisieren.
AuBerdem sollte sie die bei der Wurzelkanalpraparation entstehende Schmierschicht sowie
vitale und nekrotische Gewebereste und Debris vollstandig auflésen und entfernen. Dabei
sollten moglichst keine unerwiinschten Nebenwirkungen, wie allergische, kanzerogene oder
toxische Effekte, auf periapikales und orales Gewebe sowie auf die Zahnhartsubstanzen

auftreten.

2.6.1.1 Natriumhypochlorit

Natriumhypochlorit (NaOCl) ist weitlaufig gebrduchlich und nach wie vor das Spilmittel
erster Wahl (Bergenholtz und Spangberg 2004; Rios et al. 2011). Es erfillt die Mehrzahl der
Anforderungen an endodontische Spiilflissigkeiten und besitzt eine gute antimikrobielle
Effektivitdt bereits bei einer kurzen Anwendungsdauer von einer Minute gegeniber
planktonischen Bakterien (Dumani et al. 2007; Zand et al. 2012) und bei einer
Anwendungszeit von zwei Minuten gegenliber in einem Monospezies-Biofilm organisierten
Bakterien (Bhuva et al. 2010). Laut Siqueira et al. (2000) bildet NaOCI, sobald es in ein
wasserhaltiges Milieu gegeben wird, hypochlorige Sdure. Diese enthalt Hypochlorit (CIO™) als
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starkes Oxidationsmittel, das die Sulfhydryl-Gruppen essentieller Bakterienenzyme oxidiert
und somit den bakteriellen Metabolismus unterbricht. NaOCl hat zudem die Fahigkeit,
sowohl nekrotisches als auch vitales Gewebe unter Bildung kleiner Blasen aus Ammoniak
und CO; aufzulésen (Andersen et al. 1992). Am haufigsten wird NaOCI in Konzentrationen
zwischen 0,5% und 6% verwendet (Carson et al. 2005; Clegg et al. 2006; Pasqualini et al.
2010; Pawar et al. 2012; Zand et al. 2012). Der Einfluss der Konzentration von NaOCI auf die
Effektivitdit einer Wurzelkanaldesinfektion ist bis heute umstritten. Die Haufigkeit der
Anwendung, die Einwirkzeit, das Gesamtvolumen und ein kontinuierlicher Austausch der
Spilflissigkeit wahrend des Spillvorganges beeinflussen die Effektivitat der
Wourzelkanaldesinfektion mehr als die Konzentration (Baumgartner und Cuenin 1992; Brito
et al. 2009; Siqueira et al. 2000; Zehnder 2006). Zu beachten ist dabei, dass hoher
konzentriertes NaOCl (5,25%) anders als niedriger konzentriertes NaOCl (0,5%) den
Elastizitditsmodul und die Biegefestigkeit des Dentins verringert (Sim et al. 2001). Im
Vergleich dazu zeigte hochkonzentriertes NaOCl in In-vivo-Studien jedoch keine verbesserte
antimikrobielle Wirkung (Bystrom und Sundqvist 1985; Cvek et al. 1976). Dies haben im
Vergleich der antimikrobiellen Wirkung von NaOCI auf E. faecalis auch die In-vitro-Studien
von Dumani et al. (2007) mit 1% und 5% NaOCI, Dunavant et al. (2006) mit 1% und 6% NaOCI
und Siqueira et al. (2000) mit 1%, 2,5% und 5,25% NaOCI festgestellt. Andere In-vitro-Studien
stellten dagegen fest, dass mit NaOCI (6%) deutlich mehr Bakterien aus einem E. faecalis-
Biofilm eliminiert wurden als mit NaOCl (2%) (Du et al. 2014; Wang et al. 2012). Ein
kontinuierlicher Flussigkeitsaustausch mit einem groRen Spiilvolumen erhdlt die
antibakterielle Wirksamkeit von niedrigkonzentriertem NaOC|I wadhrend des gesamten
Spilvorganges aufrecht (Moorer und Wesselink 1982). Eine langere Einwirkzeit gleicht die
moglicherweise geringere Effektivitat niedriger Konzentrationen aus (Baumgartner und
Cuenin 1992; Gomes et al. 2001).

Die Desinfektionswirkung von NaOCl hat jedoch auch Limitationen. Die bei der
Wourzelkanalpraparation entstandene Schmierschicht muss zusammen mit EDTA beseitigt
werden, da NaOC| nur die organischen Bestandteile der Schmierschicht auflésen kann
(Ahmetoglu et al. 2014; Baumgartner und Cuenin 1992; Garberoglio und Becce 1994). Peters
LB et al. (2001) konnten zudem in den Tubuli von Zdhnen mit apikalen Lasionen
Mikroorganismen bis zu einer Tiefe von 375 um nachweisen. Nach Berutti et al. (1997) ist die
Eindringtiefe von NaOCI auch unter Zusatz von Tensiden auf 130 um begrenzt. AuRerdem
entsteht bei der Gewebeauflésung ein apikaler Gaseinschluss (vapor lock) aus Ammoniak
und COy, der ein Eindringen von NaOClI bis auf Arbeitslange verhindern kann (Gu et al. 2009;
Schoeffel 2008; Tay et al. 2010). Die Bildung eines solchen ist moglich, weil die Wurzeln von
Parodontium umgeben sind und sich in Richtung Wurzelspitze folglich wie ein geschlossenes
System verhalten (de Gregorio et al. 2009). Je naher die Splilkaniile an das apikale Foramen
reicht, desto kleiner ist der durch einen Gaseinschluss nicht desinfizierbare Bereich des

Wurzelkanals. Mit zunehmender Eindringtiefe der Spulkantile (Malentacca et al. 2012) und



2 Literaturibersicht Seite | 8

zunehmender Konzentration der Spillésung (Estrela et al. 2002; Spangberg et al. 1973) steigt
allerdings auch die Gefahr von Gewebeirritationen im Rahmen eines Spilunfalls. Ein solcher
tritt verstarkt dann auf, wenn das apikale Foramen iatrogen erweitert oder physiologisch
weit offen ist (Bosch-Aranda et al. 2012), wenn der Wurzelkanal bei der Praparation lateral
perforiert wurde oder wenn der Spildruck zu hoch ist (Hilsmann und Hahn 2000). Die
Einhaltung eines Sicherheitsabstandes zum apikalen Foramen kann wiederum zu einem
unzureichenden Austausch von NaOCl im apikalen Wurzelkanaldrittel flihren (Hockett et al.
2008; Nielsen und Baumgartner 2007).

2.6.1.2 Ethylendiamintetraacetat

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) ist als effektiver Chelator in der Endodontie bekannt und
weit verbreitet (Calt und Serper 2002). EDTA ist ein Komplexbildner und bindet positiv
geladene Kationen wie das Kalzium des Dentins (Beyer und Walter 2004). Obwohl EDTA die
anorganischen Bestandteile der Schmierschicht komplexieren kann (Hilsmann et al. 2003b),
besitzt es weder eine gewebeauflésende noch eine antibakterielle Wirksamkeit (@rstavik und
Haapasalo 1990). Die sequenzielle Anwendung von EDTA und NaOCl entfernt die
Schmierschicht jedoch auch nach einer nur einminitigen Einwirkzeit vollstandig (Calt und
Serper 2000, 2002; Cehreli et al. 2013; Dotto et al. 2007; Garberoglio und Becce 1994). Bei
langerer Einwirkdauer fiihrt die Anwendung von EDTA zu Erosionen im Dentin (Calt und
Serper 2000, 2002; Cehreli et al. 2013; Dotto et al. 2007; Garberoglio und Becce 1994). EDTA
wird seit seiner Einfiihrung durch Nygaard-Ostby (1957) meist in 17 bis 20%iger
Konzentration verwendet (Dua und Dua 2015; Gade et al. 2013; Haapasalo et al. 2010;
Schmidt et al. 2015).



2 Literaturibersicht Seite |9

2.6.2 Spiiltechniken

Fir die Applikation der Fllssigkeiten existieren dabei unterschiedliche Methoden, die in
manuelle und maschinell-assistierte unterteilt werden (Gu et al. 2009). Zugrunde liegt bei
deren Anwendung die Annahme, dass jede Form der Aktivierung einer Spillésung zu einer
effektiveren Reinigung des Wurzelkanalsystems fiihrt (Caron et al. 2010).

2.6.2.1 Konventionelle statische Handspiilung

g™ -

Abb. 2.1 Einwegspritze mit Endo-Eze® Tip zur Handspilung

Bei der Handspuilung wird die Spilflissigkeit mit einer Einwegspritze aus Kunststoff und
einer daran befestigten Spilkanile in die Wurzelkandle eingebracht. Der Durchmesser der
Spulkanile sollte dabei kleiner sein als der Durchmesser der apikalen Aufbereitung, damit
eine Insertion auf Arbeitslange minus 1-2 mm madglich ist (Chow 1983; Hsieh et al. 2007).
Eine Langenkontrolle der Eindringtiefe ist mithilfe eines adjustierten Gummistoppers an der
Spilkanile moglich. Bei der statischen Handsplilung wird wahrend der Flussigkeitszufuhr auf
vertikale Bewegungen der Applikationskanile verzichtet. Bei dieser Spiiltechnik entsteht im
Kanal ein positiver Druck (de Gregorio et al. 2010).

Ein Vorteil dieser Methode ist die gute Kontrolle der Eindringtiefe und des Splilvolumens
(van der Sluis et al. 2006). Nachteilig an der Handsplilung ist, dass die rein mechanische
Reinigungswirkung relativ gering ist und dass das Spulvolumen durch die manuelle
Handhabung limitiert ist (Wu und Wesselink 2001). Die verwendete Spiilnadel dringt
abhangig von ihrem Durchmesser und der jeweiligen Kanalmorphologie unterschiedlich tief
in den Kanal ein (Mitchell et al. 2010). Bei zu wenig Druck und/oder einer zu geringen
Eindringtiefe erreicht die Splilflissigkeit die Arbeitslange nicht (Castelo-Baz et al. 2012; de
Gregorio et al. 2010), zu viel Druck und/oder eine zu tiefe Insertion kann in einer
Uberpressung der Spiilflissigkeit Giber den Apex resultieren. Uberpresstes NaOCl kann zu
Gewebeschdden, Schmerzen und Schwellungen fihren (Gernhardt et al. 2004; Hiilsmann
und Hahn 2000; Pashley et al. 1985).
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2.6.2.2 Passive Ultraschallspiilung mit der Intermittent-Flush-Methode

 ———

Abb. 2.2 Ultraschallgerat VDW.ULTRA (VDW) Abb. 2.3 Nicht-schneidende Feile
(IRRI'K 25/15, VDW)

Grundsatzlich arbeitet die Ultraschallaktivierung mit der Umwandlung von elektrischer
Energie in Ultraschallwellen in einem Frequenzbereich von 25-30 kHz (van der Sluis et al.
2007). Diese induzieren eine akustische Stromung in der Spulflissigkeit, die um die
oszillierende Feile herum in schnelle Bewegungen versetzt wird (Ahmad et al. 1987). Zudem
tritt in der Spilflissigkeit der physikalische Effekt der Kavitation (Bildung und Auflésung von
Dampfblasen) auf (Macedo et al. 2014). Bei der passiven Ultraschallaktivierung werden nicht-
schneidende Feilen im Wurzelkanal in Oszillation versetzt, um eine zuséatzliche Aktivierung
der Spulflissigkeit zu gewahrleisten. Passiv bedeutet hierbei, dass wahrend der Aktivierung
kein Wandkontakt zwischen Instrument und Wurzelkanalwand besteht. Dies soll eine
Bearbeitung des Dentins und eine daraus resultierende Stufen- bzw. Schmierschichtbildung
verhindern sowie eine Dampfung der oszillierenden Feile vermeiden (Caron et al. 2010).
Derzeit gibt es zwei Arten der passiven Ultraschallspilung (passive ultrasonic irrigation =
PUI). Bei der Continuous-Flush-Methode wird der Wurzelkanal wahrend der
Ultraschallaktivierung gleichzeitigen kontinuierlich gespiilt. Bei der Intermittent-Flush-
Methode nach van der Sluis et al. (2009) wird die Spullésung zunachst wie bei der
Handspllung mit einer Einwegspritze eingebracht und danach mit einem Ultraschallansatz
aktiviert. Aktivierung und Spilung des Wurzelkanals wechseln sich dabei ab. Die passive
Ultraschallaktivierung wurde in der vorliegenden Studie mithilfe der Intermittent-Flush-
Methode angewendet.
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2.6.2.3 EndoVac®-System
Das EndoVac®-System (SybronEndo, Anaheim, Kalifornien, USA) besteht aus drei, an eine
zahnarztliche Einheit gekoppelten Komponenten (Schoeffel 2007; SybronEndo 2012).

1) Der "Master Delivery Tip" (MDT) wird mit einer Einwegspritze und der Absauganlage

gekoppelt und in der Zugangskavitat platziert. Sie transportiert die Spulflissigkeit in das
Kavum und ermoglicht eine simultane Absaugung aus dem Wurzelkanal.

Flissigkeitsabsaugung

I

Flussigkeitszufuhr

Abb. 2.4 Master Delivery Tip (MDT)

2) Die Makrokaniile besteht aus Kunststoff mit einem Durchmesser von 0,55 mm und einer
Konizitat von 2%. Sie wird hauptsachlich wahrend der Wurzelkanalpraparation genutzt und
saugt aufgrund ihres groReren Durchmessers mit der Spulflissigkeit Debris und Gewebe-
reste bis ins mittlere Kanaldrittel ab.

&

i

Abb. 2.5 Makrokaniile (SybronEndo 2012) (Foto mit freundlicher Genehmigung der Firma SybronEndo)

3) Die Mikrokanile aus rostfreiem Stahl mit einem Durchmesser von 0,32 mm weist im
apikalen Millimeter der geschlossenen und kugelférmig abgerundeten Kaniile zwolf in vier
Reihen angeordnete mikroskopisch sichtbare Perforationen (< 100 um) auf. Sie ist in der

Lage, die Flussigkeit im Rahmen der Abschlussspillung bis auf Arbeitslange zu saugen.

Abb. 2.6 Mikrokaniile (SybronEndo 2012) (Foto mit freundlicher Genehmigung der Firma SybronEndo)
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Das Negativ-Druck-System aus den Verdffentlichungen von Schoeffel (2007, 2008)
verbessert die Reinigung der apikalen Region. Es ermoglicht die Einbringung der Spilkanile
auf Arbeitslange, weil kein Sicherheitsabstand zum apikalen Foramen eingehalten werden
muss und verhindert zugleich die Entstehung eines apikalen Lufteinschlusses (Chow 1983;
Mitchell et al. 2010; Nielsen und Baumgartner 2007). Das EndoVac®-System erzeugt apikal
einen negativen Druck (Unterdruck), indem die Spillésung mithilfe der Mikrokanile von
koronal in Richtung apikal gesaugt wird. Damit wird ein kontinuierlicher Flussigkeits-
austausch auf Arbeitslange sicherstellt und durch die drucklose Applikation eine Extrusion
von Spllflissigkeit in das umliegende periapikale Gewebe vermieden (de Gregorio et al.
2012; Desai und Himel 2009; Fukumoto et al. 2006; Gu et al. 2009; Jiang et al. 2012; Mitchell
et al. 2010). Der wesentliche Unterschied zu konventionellen Positiv-Druck-Systemen liegt
darin, dass die Spulnadel nicht zum Einbringen, sondern zum Absaugen der Spiilflissigkeit
dient (Schoeffel 2007). Das am haufigsten verwendete Splilprotokoll dieses Systems stammt
von Nielsen und Baumgartner (2007) und besteht aus drei Zyklen. Ein Zyklus beinhaltet
dabei drei Mikrozyklen der Aktivierung a 30 Sekunden und dazu intermittierend drei
Einwirkzyklen a 30 Sekunden.

Nachteilig am EndoVac®-Systems ist die verminderte Splleffektivitdt, sobald die Locher der
Mikrokantile mit Debris verstopfen (Brito et al. 2009). Weiterhin muss das System an die
Absauganlage einer zahnarztlichen Einheit angeschlossen werden (Miller und Baumgartner
2010), wodurch sich je nach Einheit und Zustand der Absaugung das Flissigkeitsvolumen
und somit auch die Effektivitdt der Wurzelkanaldesinfektion andern kénnen (Jiang et al.
2012). Das Flissigkeitsvolumen, das tatsachlich bis zur Wurzelspitze vordringt, betragt nur
ungefahr 50% der eingebrachten Menge, da die MDT den Rest bereits koronal abgesaugt hat
(Desai und Himel 2009).
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2.6.2.4 RinsEndo®-System

Spritzschutz

Anschluss  fir

Einwegspritze

Handstlick mit Mischkammer

und Frequenzgenerator

Abb. 2.7 RinsEndo®-System

Einwegkaniile

Das RinsEndo®-System (Diirr Dental, Bietigheim-Bissingen) besteht aus einer Einwegkaniile,
einem Handstlick und einer am System befestigten Einwegspritze mit Luer-Lock-Ansatz. Eine
Verschlusskappe aus Kunststoff, die gleichzeitig die Arbeitslange markiert und Platz fiir einen
kleinen Saugschlauch lasst, deckt wahrend der Spililung den Zahn ab und ermdglicht so ein
sauberes, auf den Wurzelkanal beschranktes Arbeiten. Das System arbeitet mit einer Druck-
Saug-Technologie, d. h. mit der stofweisen Zu- und Abfuhr von Spiilflissigkeit in den
Wurzelkanal (Hauser et al. 2007; McGill et al. 2008). Nach der Montage- und
Gebrauchsanweisung wird die StofRfrequenz im turbinengetriebenen Handstlick generiert,
das aus einem Titangehause, einer Mischkammer und einem Frequenzgenerator besteht. In
der Phase des Druckaufbaus wird Flissigkeit aus der Einwegspritze gesaugt, in der
Mischkammer mit Luft versetzt und Uber die Einwegkanile mit Druck in den Wurzelkanal
befordert. In der Saugphase wird ein Teil der Spulflissigkeit aus dem Wurzelkanal zurtick in
die Mischkammer gesaugt. Dort wird frische Spullésung aus der Einwegspritze hinzugefiigt,
bevor die nachste stoRartige Flissigkeitszufuhr erfolgt. Nach Herstellerangaben werden
durch das System bei einer Stol¥frequenz von 1,6 Hz ungefdahr 6,2 ml Spilflissigkeit pro
Minute in den Kanal eingebracht (Hauser et al. 2007).

2.6.3 Einflussfaktoren auf die Effektivitdt der Wurzelkanalspiilung

Bei der Wurzelkanalspilung gibt es wie bei der Wurzelkanalpraparation Limitationen, die die
Effektivitat der Wurzelkanaldesinfektion einschrianken. Die komplexe Wurzelkanalanatomie
verhindert, dass die Spulflissigkeit in schwer zugangliche Bereiche eindringt (Miller und
Baumgartner 2010). Des Weiteren filihren Gewebsreste und Bakterien zu einer
zunehmenden Inaktivierung der Spullésung (Buck et al. 2001). Faktoren wie das

Spilvolumen, die Einwirkzeit und ein kontinuierlicher Austausch der Spulflissigkeit auf
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Arbeitslange wadhrend des Spillvorganges beeinflussen die Effektivitat der Wurzelkanal-
desinfektion (Baumgartner und Cuenin 1992; Brito et al. 2009; Siqueira et al. 2000; Zehnder
2006).

2.6.3.1 Spiilvolumen

Das Spllvolumen hat einen direkten mechanischen Einfluss auf die Bakterienbeseitigung
(Sedgley et al. 2005). Ein kontinuierlicher Flissigkeitsaustausch mit einem groRen
Spulvolumen erhalt die antibakterielle Wirksamkeit auch von niedrigkonzentriertem NaOCI
wahrend des gesamten Splilvorganges aufrecht (Moorer und Wesselink 1982). Es wird jedoch
vermutet, dass sich ab einem gewissen Sattigungspunkt auch durch eine weitere
Volumensteigerung keine Wirkungsunterschiede mehr erzielen lassen (Brito et al. 2009). Das
optimale Volumen einer Wurzelkanalspilung ist bislang allerdings nicht bekannt, da das
Spllvolumens in den meisten antimikrobiellen Studien nicht bericksichtigt und/oder nicht
standardisiert wurde (Brito et al. 2009; Clegg et al. 2006; Dumani et al. 2007; Hockett et al.
2008; Miller und Baumgartner 2010; Townsend und Maki 2009). Studien, die das Volumen
der Splilflissigkeit berlicksichtigten, verwendeten oft ein Volumen von finf (Guerreiro-
Tanomaru et al. 2015; Kocak et al. 2014) oder sechs Millilitern NaOCI (Bhuva et al. 2010;
Sedgley et al. 2005). Gelegentlich wurde auch ein sehr hohes Gesamtvolumen von 20 ml
beziehungsweise 43 ml verwendet (Brito et al. 2009). Darliber hinaus wird auch der Einfluss
der Spiilgeschwindigkeit diskutiert. Eine hohere Spllgeschwindigkeit fiihrte demnach zu
einer grofReren Biofilmreduktion (Layton et al. 2015). In dieser In-vitro-Studie wurde bei der
Handspilung eine hohere Spiilgeschwindigkeit und ein héheres Volumen erreicht als bei der
passiven Ultraschallaktivierung mit Hilfe der Intermittent-Flush-Methode (siehe Kapitel
2.6.2.2).

2.6.3.2 Einwirkzeit

Die Einwirkzeit der Spulflussigkeit ist ein wichtiger Einflussfaktor auf die Effektivitat der
Wurzelkanalspilung, wobei die Applikation der Spiilflissigkeit, d. h. die Spllzeit, ein Teil der
Einwirkzeit ist. Wenn es um das Erreichen von Bakterien in schwer zuganglichen
Kanalbereichen geht, ist die Einwirkzeit einer Spiilflissigkeit im Kanal wichtiger als das
wahrend der Wurzelkanalspilung durchflielende Spilvolumen (Brito et al. 2009). Dies mag
auch am vermuteten Sattigungspunkt des Spililvolumens liegen (Brito et al. 2009). Splilzeiten
sind nur insofern relevant, als immer genligend antimikrobiell wirksame Spulflissigkeit im
Wurzelkanal vorhanden sein muss (Estrela et al. 2002). Voraussetzung fiir eine durchgehend
effektive antimikrobielle Wirkung der Spilflussigkeit ist demnach ein ausreichender,
kontinuierlicher Flussigkeitsaustausch im gesamten Wurzelkanal (Haapasalo et al. 2010;
Moorer und Wesselink 1982). In zehn Minuten werden mit NaOCI (2% und 6%) signifikant

mehr Bakterien eines E. faecalis-Biofilm eliminiert als in drei Minuten (Du et al. 2014). Eine
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dreimindtige Einwirkzeit eliminiert deutlich mehr Bakterien als eine einminitige (Wang et al.
2012). Mit einer langeren Einwirkzeit lassen sich auch niedrige Konzentrationen beziiglich
der antibakteriellen Wirksamkeit ausgleichen (Baumgartner und Cuenin 1992; Gomes et al.
2001). In den meisten In-vitro-Studien liegt die Dauer der Abschlussspilung zwischen einer
und drei Minuten (Gu et al. 2009; Guerreiro-Tanomaru et al. 2015; Saber und Hashem 2011;
Townsend und Maki 2009). Die von Baumgartner und Cuenin (1992) verwendete
zwolfminitige Abschlussspilung ist im klinischen Alltag laut dieser Autoren allerdings nicht
durchfiihrbar. Nach Archer et al. (1992) stellt eine dreiminiitige Abschlussspiilung mit NaOClI
die obere Grenze der klinischen Praktizierbarkeit dar. Innerhalb der ersten drei Minuten
wurde ein E.faecalis-Biofilm mit NaOCl (2% und 6%) sehr schnell eliminiert, danach deutlich
langsamer und nach zehn  Minuten kaum noch (Du et al. 2014).

2.6.3.3 Fliissigkeitsaustausch bis auf Arbeitsldnge

Ziel der Wurzelkanalpraparation ist es, zusatzlich zur mechanischen Entfernung von
Bakterien und Geweben die Zufuhr von Spilmitteln bis in das apikale Wurzelkanaldrittel zu
ermoglichen (Clegg et al. 2006; Dunavant et al. 2006). Die Eindringtiefe der Spilnadel ist
ausschlaggebend fir die Effektivitdt der Wurzelkanaldesinfektion. Je weiter die Nadel nach
apikal vordringt, desto groRer ist auch die Reinigungs- und Desinfektionswirkung.
Ausschliefllich bei Insertion der Spilkanile auf 1-2 mm vor Arbeitslange ist ein
Flussigkeitsaustausch im apikalen Wurzelkanaldrittel sichergestellt (Boutsioukis et al. 2010;
Bronnec et al. 2010; Brown et al. 1995; Chow 1983; de Gregorio et al. 2010; Hsieh et al.
2007; Sedgley et al. 2005). Grund dafiir ist eine nur geringe Ausdehnung des
FlUssigkeitsaustausches liber die Nadelspitze hinaus (Boutsioukis et al. 2009; Chow 1983;
Sedgley et al. 2005). Bei seitlich offenen Spiilnadeln reichte der Fllssigkeitsaustausch 1 bis
1,5 mm Uber die Nadelspitze hinaus, bei apikal offenen Kaniilen 2 mm (Boutsioukis et al.
2009). Die Eindringtiefe der Spulkanile hangt grundsatzlich von verschiedenen Faktoren ab,
beispielsweise vom Durchmesser der verwendeten Spiilkaniile sowie der GroRe der apikalen
Praparation. Damit die Spilkantle auf kurz vor Arbeitslange in den Wurzelkanal eingebracht
werden kann, muss sie kleiner als der Durchmesser der apikalen Praparation sein (Chow
1983; Hsieh et al. 2007). Fir die meisten Spilkanilen muss ein Wurzelkanal dazu mindestens
auf GroRe 35-40 prapariert werden (Hsieh et al. 2007; Miller und Baumgartner 2010; Munoz
und Camacho-Cuadra 2012; Ram 1977). Mit zunehmender apikaler GroRBe der Praparation
steigt die Effektivitdt des Volumenaustauschs der Wurzelkanalsplilung und damit die
Desinfektionswirkung (Albrecht et al. 2004; Bronnec et al. 2010; Card et al. 2002; Hsieh et al.
2007; Usman et al. 2004; van der Sluis et al. 2005; 2007). Die Benutzung von diinnen
Spilnadeln fuhrt generell zu einem effizienteren Flissigkeitsaustausch und damit zu einer
besseren Reinigung, weil sie aufgrund ihrer groReren Flexibilitdt auch in gekrimmte Kanale

ausreichend weit apikal inseriert werden koénnen, der rickflieRenden Flissigkeit wenig
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Widerstand entgegensetzen und somit ein Abfluss nach koronal gewahrleistet ist (Chow
1983; Sedgley et al. 2005).

2.7 Kultivierung als Nachweismethode

Die Methodik der Bakterienkultivierung entspricht dem sogenannten microbiological root
canal sampling (MRS). Prinzipiell werden bei dieser Methode Bakterien auf
Blutagarnahrboden ausgestrichen, kultiviert und nach einem bestimmten Zeitraum die bis
dahin gebildeten Bakterienkolonien ausgewertet. Diese Nachweismethode ist in In-vivo-
Studien allgemein anerkannt und verbreitet, um die Effektivitdt einer endodontologischen
Malnahme in der Behandlung infizierter Wurzelkanadle zu ermitteln (Dalton et al. 1998;
Molander et al. 1998; Pinheiro et al. 2003; Sundqvist et al. 1998). lhre Aussagekraft wird
dennoch durch eine geringe Sensitivitdt limitiert (Siqueira und Rogas 2009; Siqueira et al.
2007). Falsch-negative Kultivierungsergebnissen entstehen, wenn die Bakterien zum
Zeitpunkt der Probenentnahme gerade nicht kultivierbar waren (Inhibition durch
Desinfektionsmittel, Flllungsmaterial oder Nahrungskarenz) beziehungsweise in zu geringer
Menge vorlagen (Rolph et al. 2001; Siqueira et al. 2007).

Wie zuerst von Moéller (1966) beschrieben, ist die Kultivierung von Mikroorganismen unter
moglichst aseptischen Bedingungen durchzufiihren. Dazu gehoren die griindliche Reinigung
aller Zdhne vor der Prifkorperherstellung und eine moglichst kurze und sterile
Aufbewahrung der autoklavierten Prifkorper bis zur Versuchsdurchfiihrung. AuBerdem muss
das Operationsgebiet vor Versuchsbeginn moglichst effektiv desinfiziert werden, da auf diese

Weise falsch-positive Ergebnisse vermieden werden.

2.8 Ziel der Studie

Obwohl aktuelle chemo-mechanische Techniken eine deutliche Reduktion der
Bakterienbelastung im Endodont bewirken, wird dennoch keine vollstandige Desinfektion
des gesamten Kanalsystems erzielt (Card et al. 2002; Dalton et al. 1998; Hilsmann et al.
2003a; Miller und Baumgartner 2010; Pataky et al. 2002; Siqueira et al. 2007; 1999). Im
Wurzelkanal verbleibende Mikroorganismen erhéhen jedoch nachweislich das Risiko eines
Behandlungsmisserfolges (Bergenholtz und Spangberg 2004; Fabricius et al. 2006; Nair 2006;
Siqueira 2001; Waltimo et al. 2005). Deswegen zielen aktuelle Forschungsansitze und
Spilmethoden auf eine stetige Verbesserung der Desinfektionswirkung im Rahmen der
endodontischen Behandlung ab (Brito et al. 2009; Ng et al. 2011; Siqueira und Régas 2008).
Das Ziel der vorliegenden In-vitro-Studie ist der Vergleich der antimikrobiellen Wirksamkeit
von vier verschiedenen Wurzelkanalspiiltechniken (konventionelle statische Handspilung,
passive Ultraschallspllung (PUI) in der Intermittent-Flush-Methode, EndoVac®-System,

RinsEndo®-System) auf einen intrakanalaren Enterococcus  faecalis-Biofilm.
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3 Material und Methoden

Dem Versuchsaufbau dieser Studie lag der Versuchsaufbau zur Herstellung infizierter
Wurzelkanile von Haapasalo und @rstavik (1987) zugrunde, der den Anforderungen der

vorliegenden Studie entsprechend modifiziert wurde .

3.1 Auswahl und Vorbereitung der Zdhne

Firr diese In-vitro-Studie wurden 70 einwurzelige, menschliche Pramolaren und Inzisiven der
bleibenden Dentition verwendet, die keine endodontische Behandlung aufwiesen. Die frisch
extrahierten Zahne wurden bis zur Probenherstellung in einer Mischung aus Leitungswasser
und Thymol aufbewahrt.

Eine Lagerung in Wasser erfolgte wahrend der gesamten Studie, um ein Austrocknen der
Prifkorper zu verhindern. Alle Zdhne, die den Einschlusskriterien aus Tabelle 3.1 nicht

entsprachen, wurden verworfen und durch neue ersetzt.

e Einwurzelig

e Gerade Wurzel

* Ein Wurzelkanal

e Intakter Apex mit abgeschlossenem Wurzelwachstum
¢ Keine endodontische Vorbehandlung

* Wurzelldnge 2 15 mm

¢ |nitialer Querschnitt des Wurzelkanallumens < ISO 20

Tab. 3.1 Einschlusskriterien fiir die Auswahl der Versuchszéhne

Vor der Probenherstellung wurden die Zdhne eine Stunde in NaOCl 1% (Hedinger, Stuttgart)
eingelegt, um Gewebereste und Debris von der Wurzeloberfliche zu entfernen.
AnschlieBend erfolgte eine griindliche Reinigung der Wurzeloberflaiche mithilfe eines
Ultraschallansatzes (KaVo Dental, Biberach).

Die gesduberten Zdahne wurden unter Wasserkiihlung an einem S-U-SuperCut-Trimmer
(Schuler Dental, Ulm) mit einer Schleifscheibe fiir Schliffpraparate von koronal auf eine
Wurzelldnge von 15 mm gekirzt. Unter Zuhilfenahme eines Reamers der I1SO-GréRe 10
(VDW, Minchen) wurde wahrenddessen die apikale Gangigkeit der Wurzelkanale bis zur
festgelegten Arbeitslange von 14 mm Uberprift.

Als nachstes wurde der koronale Anteil des Wurzelkanals mit einem Diamantschleifer
erweitert, um eine standardisierte, zylindrische Zugangskavitat mit einer Tiefe von 3 mm und

einem Durchmesser von 2,5 mm zu schaffen. Dies sollte einen vereinfachten Zugang zum
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Wourzelkanal ermdglichen und ein Reservoir fir einen effektiveren Volumenaustausch der

Spulflussigkeit wahrend der Aktivierung gewahrleisten.

3.2 Prdparation der Wurzelkanale und Herstellung der Priifkorper

Im Anschluss erfolgte eine standardisierte maschinelle Prdaparation der Wurzelkandle mit
FlexMaster®-NiTi-Instrumenten (VDW) unter Anwendung der Crown-down-Technik bis zu
einer apikalen GroRe von 40/.02. Dieser Praparationsquerschnitt wurde gewahlt, damit ein
ungehindertes Eindringen aller Spiilkanilen auf Arbeitslange ohne Friktion mdglich war. Das
Praparationsprotokoll ist in Tabelle 3.2 dargestellt.

Instrument Eindringtiefe der Instrumente
FM 30/.06 AL—-6 mm

FM 25/.06 AL—4 mm

FM 20/.06 AL—2 mm

FM 30/.04 AL

FM 35/.02 AL

FM 40/.02 AL

Tab. 3.2 Praparationsprotokoll mit FlexMaster®-NiTi-Instrumenten (FM);
AL = Arbeitslange 14 mm

Um eine Verblockung der Wurzelkandle zu verhindern, wurden sie zwischen jedem
Instrumentenwechsel mit Endo-Eze® Tips mit einem Aulendurchmessers von 0,3 mm
(Ultradent, Miinchen) und je 2 ml NaOCl (1%) gespiilt. Mit einem Reamer der ISO-GrofRe 10
wurde auBRerdem (berprift, ob die Arbeitslange noch erreicht wurde.

Im Anschluss an die Wurzelkanalpraparation erfolgte eine Abschlussspilung mit 5 ml
17%igem EDTA (Calcinase; lege artis, Dettenhausen) und 5 ml 1%igem NaOCI (Hedinger) fiir
je zwei Minuten pro Zahn. Damit wurden sowohl organische Gewebereste als auch die
wahrend der Prdparation entstandene Schmierschicht beseitigt. AbschlieRend erfolgte zur
Verbesserung der Schmierschichtentfernung ein Einlegen der Zahne in ultraschallaktiviertem
EDTA (17%) fur insgesamt zwei Minuten.

Zehn der 70 vorbereiteten Wurzeln wurden randomisiert ausgewahlt und unabhangig von
den restlichen Priufkérpern weiteren VorbereitungsmalRnahmen zur Untersuchung im
Rasterelektronenmikroskop (REM) unterzogen. Nach der Aufteilung in zwei REM-Gruppen
bestanden diese aus je funf Zahnen, die nach der Dekoronation, Prdparation und Entfernung
der Schmierschicht autoklaviert und steril aufbewahrt wurden. Im weiteren Verlauf
erfolgten in der ersten Gruppe dieselben VorbereitungsmaBnahmen wie in der
Negativkontrollgruppe, in der zweiten REM-Gruppe dieselben wie in der

Positivkontrollgruppe. Allerdings wurden die beiden Gruppen nicht in Kunststoff eingebettet
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und statt der Kultivierung auf Blutagarnahrbdden einer Langsspaltung der Wurzelhalften und
einer anschlieBenden Fixierung in einer Fixationslésung aus Glutaraldehyd 25%,
Paraformaldehyd 25%, 0,2 M Phosphatpuffer und Aqua bidest zugefiihrt.
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des koronalen, mittleren und apikalen
Wurzeldrittels dienten dem Nachweis einer effektiven Schmierschichtentfernung sowie des
bakteriellen Biofilms bei 1000- und 5000-Facher VergréRerung.

Die Ubrigen 60 Wurzeln wurden apikal mit einem Tropfen flieRfahigen Komposits (Flow A3,
Dentsply, Konstanz) verschlossen, um ein spateres EinflieRen des Kunststoffs und somit eine
Verblockung des Wurzelkanals zu verhindern. Im Anschluss wurden die Wurzeln in selbst
hergestellten, zylindrischen Aluminiumformen in den zahfllssig angeriihrten Prothesen-
kunststoff Paladur (Heraeus Kulzer GmbH, Hanau) eingebettet, um eine einfache
Handhabung, ausreichende Dichtigkeit und Kontaminationsfreiheit der Proben nach der
Autoklavierung sicherzustellen.

Nach der vollstandigen Aushartung des Kunststoffs war die Herstellung der Prifkorper, die
der Kultivierung zugefiihrt werden sollten, abgeschlossen.

3.3 Gruppeneinteilung und Autoklavierung der Priifkorper

Die Verteilung auf die einzelnen Versuchs- und Kontrollgruppen erfolgte randomisiert. Eine
Ubersicht iber die Gruppeneinteilung zeigt Tabelle 3.3. Fiir ein tibersichtliches und sauberes
Arbeiten wurden alle Zahne einer Gruppe in ein autoklavierbares, verschlieBbares Doschen

gegeben und letzteres entsprechend der Gruppenzugehorigkeit beschriftet.

Anzahl der Priifkorper (n = 70)

Versuchsgruppen

® Handspiilung (Endo-Eze® Tips) 10
e Ultraschall (VDW.ULTRA) 10
® EndoVac® (SybronEndo) 10
® RinsEndo® (Durr Dental) 10

Kontrollgruppen
e Positiv 10
e Negativ 10

REM-Gruppen

e Biofilmnachweis nach 72 h Inkubation 5

e Kontrolle der Schmierschichtentfernung 5

Tab. 3.3 Gruppeneinteilung der Prifkérper



3 Material und Methoden Seite |20

Jede Versuchsgruppe wurde wdhrend des Desinfektionsvorgangs mit einem der vier
untersuchten Spilsysteme nach einem festgelegten Spilprotokoll (siehe Tabelle 3.4)
behandelt. Die Negativkontrollgruppe wurde weder infiziert noch desinfiziert; die
Positivkontrollgruppe wurde mit E. faecalis infiziert, jedoch nicht desinfiziert. Zusatzlich zu
den beiden Kontrollgruppen, die mikrobiologisch untersucht wurden, wurden zehn weitere
Prifkorper fir die REM-Untersuchung verwendet. Entweder wurde damit die
Schmierschichtentfernung nach der fertigen Wurzelkanalpraparation nachgewiesen oder der
E. faecalis-Biofilm nach einer Inkubationszeit von 72 h.

Vor der Impfung mit E. faecalis wurden die von der Lagerung in Wasser noch feuchten, aber
nicht mehr mit Wasser geflllten Prifkdrper der Versuchsgruppen 20 Minuten bei 121 °C im
Bioclav (KSG, Olching) autoklaviert. Um die Sterilitdt der Proben bis zur Infektion mit E.
faecalis sicherzustellen, wurden diese steril verpackt und unmittelbar der weiteren

Behandlung unterzogen.

3.4 Vorbereitung des Bakterienstamms

Enterococcus faecalis (AT CC 29212) wurde als Reinkultur mit einer 10-pl-Impfschlinge
(Sarstedt, Niimbrecht) in 10 ml BHI (Hirn-Herz-Glucose-Bouillon, OXOID Deutschland GmbH,
Wesel) inokuliert und 24 Stunden lang bei 37 °C inkubiert. Durch eine 24-stiindige, aerobe
Kultivierung bei 37 °C auf einem Agarndhrboden mit Columbia und 5% Schafsblut
(bioMérieux, Nirtingen) und die anschlieBende morphologische Uberpriifung der

Bakterienkolonien wurde die Reinheit der Suspension sichergestellt.

Vor der Infektion der Prifkorper wurde die E. faecalis-Suspension mit einem
Spektrophotometer (BioPhotometer plus; Eppendorf, Hamburg) bei einer Wellenldnge von
600 nm auf eine Extinktion von 0,3 verdiinnt. Dies stellte eine vergleichbare Bakterienmenge
in allen Infektionslosungen sicher. Die Verdinnung wurde mit einer 1000-ul-Pipette
(Eppendorf) und reiner BHI vorgenommen. Von Beginn der Verdliinnung bis einschlieBlich
der Impfung der Proben wurde die Losung durchgehend in einem sterilen Becherglas mit
einem Magnetrihrer (IKAMAG® REO, Staufen) geriihrt. Damit lag jederzeit ein homogenes

Mischungsverhaltnis vor.

3.5 Infektion der Wurzelkandle

Die Infektion der Wurzelkandle aller Versuchsgruppen einschlieBlich  der
Positivkontrollgruppe erfolgte unter aseptischen Bedingungen an einer Sterilbank
ThermoScientific (Heraeus Instruments, Hanau). Diese und alle sonstigen nicht-

autoklavierbaren Gegenstiande wurden vor ihrer Verwendung mit 70%igem Ethylalkohol
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gereinigt. Alle Arbeitsschritte wurden unter dem Tragen von Sicherheitskleidung
(Laborkittel, Mundschutz, Schutzbrille, Latexhandschuhe) durchgefiihrt.

Mit Ausnahme der Negativkontrollgruppe, deren Wurzelkanale nur mit reiner BHI gefillt
wurden, wurden alle anderen Versuchsgruppen mit Enterococcus faecalis beimpft.

Die Impfung der Priifkérper erfolgte mit der zuvor mittels Spektrophotometer eingestellten
Suspension (ber sterile Spiilnadeln (Endo-Eze® Tips; Ultradent) auf Arbeitslange und bis zum
oberen Rand der zylindrischen Zugangskavitit. Die anschlieRende Inkubation der
Wurzelkandle wurde im Brutschrank bei 37 °C tGber 72 Stunden durchgefiihrt, wobei nach 24
und 48 Stunden die nach dem oben beschriebenen Prinzip erstellte Impfflissigkeit in
gleicher Weise im Wurzelkanal erneuert wurde.

3.6 Desinfektion der Wurzelkanale

Nach der dreitagigen Inkubationszeit wurden die desinfizierenden MaRnahmen nach
festgelegten Spulprotokollen durchgefiihrt (siehe Tabelle 3.4). Bei allen Versuchsgruppen
wurde als Spulfllssigkeit 1%iges NaOCl mit einer standardisierten Einwirkdauer von drei
Minuten verwendet. Die Positivkontrollgruppe wurde mit E. faecalis infiziert, jedoch
ausschlieBlich mit steriler Kochsalzlésung mithilfe einer Endo-Eze® Tip (Ultradent) an einer
Einwegspritze gespult. Die Eindringtiefe der Spilnadel und das verwendete Spullvolumen
wurden, soweit moglich, standardisiert, wobei die Spilvolumina beim EndoVac®- und
RinsEndo®-System herstellerbedingt vorgegeben und nicht veranderbar waren.

Am Ende des jeweiligen Spilprotokolls erfolgte eine abschlieBende Spiilung des
entsprechenden Wurzelkanals mit 2 ml steriler Kochsalzlésung (0,9%; Braun, Melsungen),
um die Einwirkzeit von NaOCl (1%) auf drei Minuten zu begrenzen.

Die Prufkorper der Negativkontrollgruppe (n = 10) wurden weder infiziert noch desinfiziert.

Eindringtiefe Spiilzyklus Spiilflussigkeit Zeit Volumen
(mm) (je 3 mal) (min) (ml)
Hand (n = 10) AL-1mm 30 s spilen NaOCI (1%) 3 6
30 s einwirken
Ultraschall (n = 10) AL-1mm 30 s aktivieren NaOCI (1%) 3 6
30 s spllen
EndoVac® (n = 10) AL Mikrozyklus a 30 s NaOCl (1%) 3 6
30 s einwirken
RinsEndo® (n = 10) AL-3 mm 30 s aktivieren NaOCl (1%) 3 18
30 s einwirken
Positiv (n = 10) AL-1mm 30 s spiilen NaCl (0,9%) 3 6

30 s einwirken

Tab. 3.4 Spulprotokolle der Versuchsgruppen; AL = Arbeitslange 14 mm, NaOCI (Natriumhypochlorit)
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Handspiilung

Fir die Handspilung (n = 10) wurde eine Endo-Eze® Tip (Ultradent) an einer Einwegspritze
verwendet. Jeder Wurzelkanal wurde drei Minuten lang statisch mit insgesamt 6 ml NaOClI
(1%) gespdlt, wobei die Spiilkanile auf AL - 1 mm inseriert war.

Bei jeder Splilung wurden drei Spiilzyklen angewendet, wobei ein Spllzyklus aus jeweils 30
Sekunden Spiilzeit und 30 Sekunden Einwirkzeit bestand.

Ultraschallspiilung

Die Ultraschallspilgruppe (n = 10) wurde mit dem Ultraschallgerat VDW.ULTRA (VDW) und
einer nicht-schneidenden Feile (IRRI K Lange 25, ISO-GréBe 15) entsprechend der
Herstellerangaben fiir eine Wurzelkanalsplilung auf 30% der maximalen Gerateintensitat
behandelt.

Auch hier wurde die Gesamtsplilzeit auf drei Minuten und das Gesamtvolumen auf 6 ml
NaOCl (1%) standardisiert.

Bei der Intermittent-Flush-Methode erfolgte nach jeder Aktivierungsphase eine Spilung des
Wourzelkanals mit einer Endo-Eze® Tip (Ultradent) und einer Einwegspritze auf AL -1 mm.

Ein Zyklus bestand aus je 30 Sekunden Aktivierung, gefolgt von 30 Sekunden Spilung.

EndoVac®

Dem Protokoll einer Abschlusssplilung folgend wurden in dieser Studie nur die Master
Delivery Tip (MDT) und die Mikrokaniile des EndoVac®-Systems (SybronEndo) verwendet.
Das Spulprotokoll bestand aus drei Zyklen. Ein Zyklus beinhaltete dabei drei Mikrozyklen a
30 Sekunden und dazu intermittierend drei Einwirkzyklen a 30 Sekunden. Die detaillierte

Durchfiihrung eines Mikrozyklus ist in Tabelle 3.5 beschrieben.

Aufteilung des Mikrozyklus Eindringtiefe der Mikrokaniile
6 s auf AL 14 mm
6sauf AL—2mm 12 mm
6 s auf AL 14 mm
6sauf AL—2mm 12 mm
6 s auf AL 14 mm

Tab. 3.5 Mikrozyklus des EndoVac®-Systems (Nielsen und Baumgartner 2007);
AL = Arbeitslange 14mm

Bei einer in dieser Studie standardisierten Gesamtspilzeit von 3 Minuten betrug das
Volumen 6 ml.
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RinsEndo®

Um den Druck wahrend des Splilvorgangs konstant zu halten, wurde dem System ein
Druckregulator vorgeschaltet, der einen konstanten Druck von 3,5 bar wahrend der
gesamten Splilzeit gewahrleistete.

Da die Spillzeit pro Wurzelkanal in der gesamten Studie auf 3 Minuten standardisiert war
und das RinsEndo®-System einen sich bei diesem Druck ergebenden Flissigkeitsdurchsatz
von etwa 6 ml pro Minute hat, wurde fir jeden Priifkérper dieser Gruppe eine 20 ml Spritze
mit NaOCl (1%) gefillt und angeschlossen. Der AuRendurchmesser der Spiilnadel betrug 0,45
mm. Die Eindringtiefe der Spiilnadel wurde auf AL - 3 mm festgelegt.

Das Gesamtspilvolumen pro Wurzelkanal verteilte sich gleichmaRig auf je drei Zyklen. 30
Sekunden Aktivierung wurden von 30 Sekunden Einwirkzeit abgeldst.

Positivkontrollgruppe

Um die rein mechanische Wirkung der Wurzelkanalspiilung auf den Biofilm zu
vernachldssigen, wurden die zehn Prifkorper der Positivkontrollgruppe nach dem gleichen
Spilprotokoll wie die Handsplilgruppe drei Minuten lang mit 6 ml steriler Kochsalzlosung
(0,9%) gesplilt. 30 Sekunden Splilzeit wechselten sich mit 30 Sekunden Einwirkzeit ab.

Zusatzlich zu der im nachsten Kapitel beschriebenen Kultivierung der zehn
Positivkontrollprifkorper erfolgte die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung flinf
weiterer Prifkorper dieser Gruppe, um einen Nachweis des E. faecalis-Biofilms nach 72 h

Inkubation zu erbringen.

Negativkontrollgruppe
Die Negativkontrollgruppe diente einerseits zum Nachweis der Effektivitdt des Reinigungs-
und Sterilisationsprozesses und andererseits sollte sie eine kontaminationsfreie

Vorgehensweise wahrend der gesamten Studie belegen.

Rasterelektronenmikroskopie zum Biofilmnachweis

Die Proben fir den rasterelektronenmikroskopischen Nachweis des bakteriellen Biofilms (n =
5) wurden gemaR Kapitel 3.5 mit Enterococcus faecalis infiziert und insgesamt 72 Stunden
bei 37 °C aerob inkubiert. AnschlieBend wurden an den finf Wurzeln zum Nachweis des
Biofilms mit einem Stift vertikale Hilfslinien angebracht und ein farbiger Guttaperchastift der
ISO-GrofRe 30 in den Wurzelkanal inseriert. Dieses Vorgehen ermoglichte eine symmetrische
Halbierung der Zdhne mit einer rotierenden diamantierten Trennscheibe (Dicke 0,3 mm;
Horico, Berlin). An den vertikalen Markierungen wurden die Wurzeln nur so tief getrennt, bis
der farbige Guttaperchastift durch die Dentinwand erkennbar war. Die Langsspaltung der
Wurzeln in zwei Halften erfolgte mit einem sterilen Hebel nach Bein. Die Wurzelhilften

wurden anschlieBend mit einer sterilen Pinzette in drei Gldasern mit jeweils 50 ml
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physiologischer Kochsalzlésung (0,9%) geschwenkt und unter einem Abzug 24 Stunden lang
bei 4°C in eine Fixationslosung aus in Phosphat-gepuffertem 1,5%igem Glutaraldehyd
(pH7,3) eingelegt. Die Menge der Fixationslésung entsprach dabei dem 40-Fachen des
Probenvolumens.

Die darauffolgende Entwasserung und Trocknung der Proben erfolgte bei Raumtemperatur
in einer aufsteigenden Alkoholreihe um 10% je Schritt, beginnend bei 70% bis 100%. Die
angewandte Methode war die sogenannte criticle point drying-Methode (CPD). Nach der
Trocknung wurden die Wurzelhalften auf Metallpins geklebt.

Die Leitfahigkeit wurde in einem Sputter (SEM Coating System, Fisons Instruments, East
Sussex, UK) durch ein halbstiindiges Bedampfen der Proben mit Gold-Palladium in einer
Argon-Atmosphare hergestellt. Die Schichtdicke betrug etwa 40-48 nm.

AnschlieBend wurden die derart vorbereiteten Wurzelkandle im Rasterelektronenmikroskop
(DSM 960; Carl Zeiss AG, Oberkochen) betrachtet. Zur Dokumentation wurden bei 500-
Facher VergroRerung Fotografien der Wurzelhdlften erstellt.

Rasterelektronenmikroskopie zum Nachweis der Schmierschichtentfernung

Nach der Prdparation und Autoklavierung der Prifkorper erfolgte die Langsspaltung der
Proben (n = 5) bei diesen Wurzeln wie zuvor beschrieben. Danach wurden alle Wurzelhilften
dieser Gruppe mit der AuBenseite auf daflir vorgesehene Metallpins geklebt. AnschlieBend
trockneten die Proben 24 Stunden lang im Brutschrank bei 37 °C und wurden dann in ein
steriles Transportbehaltnis verpackt. Die Aufnahme der REM-Fotografien erfolgte wie bereits

im letzten Absatz beschrieben allerdings in 5000-Facher VergréBerung.

3.7 Probengewinnung und Kultivierung

Nach der Desinfektion erfolgte die Trocknung der Wurzelkandle mit sterilen Papierspitzen
der ISO-GroRe 40 und die anschlieBende Probenentnahme im leicht feuchten Wurzelkanal
mittels zirkumferenter Instrumentierung der Kanalwand mit drei sterilen Hedstrom-Feilen
der ISO-GréRen 40, 45 und 50 (VDW). Die auf diese Weise gewonnenen Dentinspdane wurden
durch Ubertragung der drei Instrumente in ein fiir jede Wurzel eigenes Eppendorf-Cup der
GroRRe 2 ml (Eppendorf AG) mit 500 ul steriler Kochsalzlosung (0,9% NaCl) gesammelt. Die
anfanglich zur Trocknung des jeweiligen Wurzelkanals verwendete Papierspitze wurde
ebenfalls in das zugehorige Eppendorf-Cup gegeben.

AnschlieBend wurde das Eppendorf- Gefald verschlossen und der Inhalt 20 Sekunden lang auf
einem Vortexmischgerat (Vortex-Genie 2, Scientific Industries; Bohemia, USA) geschittelt.
Die Hedstrom-Feilen wurden mit einer keimfreien Pinzette aus dem Eppendorf-Cup
entnommen und die Proben direkt vor der Impfung der Platten erneut 5 Sekunden lang mit

dem Vortex-Gerat durchmischt.
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Um das anschlieBende Auszahlen der Kolonien auf den Blutagarndahrbéden zu vereinfachen,
wurden die Proben der Positivkontrollgruppe mit sterilem NaCl (0,9%) im Verhaltnis 1:200

verdinnt. Die restlichen Proben blieben unverdiinnt.

Von jeder Probe wurden je 25 pl Aliquot mit einer geeichten Eppendorf-Pipette (Eppendorf)
auf drei vorher beschriftete Blutagarplatten mit Columbia und 5% Schafsblut (bioMérieux,
Nirtingen) geimpft und mit einem Plattierungsspatel (Sarstedt, Niimbrecht) verstrichen.

Jede Probe wurde in dreifacher Ausfiuihrung plattiert.

Die Nahrboden wurden anschlieRend bei 37 °C 24 Stunden lang kultiviert und die Anzahl

sichtbarer colony forming units (CFU) ausgezahlt.
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Das Flussdiagramm aus Abbildung 3.1 zeigt einen Uberblick (iber den Versuchsaufbau.

Zshne (n = 60)

Hand (n = 10) Ultraschall (n = 10) EndoVac (n = 10) RinsEndo (n = 10) Positiv (n = 10) Negativ (n = 10)
¥ 14 Y v A4 ¥
Abtrennen auf Wurzellange 15 mm, AL = 14 mm
¥ Y 17 ¥ Y ¥

Zylindrischer Zugang zum Wurzelkanal (Tiefe 3 mm, @ 2,5 mm)

4 A4 h 4 Y h 4 h 4

FlexMaster®-NiTi-Praparation auf AL bis 40/.02
h 4 A 4 Y v Y ¥

Abschlussspiilung mit EDTA (17%) und NaOCl (1%) und EDTA-Ultraschallbad
A4 A4 A4 ¥ 4 hd
Einbetten in Kunststoff
h 4 h 4 h 4 Y Y Y
Autoklavierung
Y Y ¥ v Y
Infektion mit E. faecalis nach 0, 24, 48 Stunden und Inkubation fir 72 Stunden
Y h 4 h 4 Y
Desinfektion
Y h 4 h 4 Y
Probenentnahme und Kultivierung
¥ Y Y L4 ¥ L4
Bestimmung der "colony forming units" (CRJ)

Y Y Y Y Y Y

Statistische Analyse mit nichtparametrischem Rangverfahren zur Analyse faktorieller Daten mit Messwiederholungen (p<0,05)

Abb. 3.1 Flussdiagramm des Versuchsaufbaus




3 Material und Methoden Seite | 26

3.8 Statistische Auswertung

In den sechs Versuchsgruppen erfolgte die Auswertung von jeweils 30 Proben. Je drei
Proben stammten dabei aus demselben Prifkorper. Eine Probe bestand aus der Zahl der
nach 24 Stunden Inkubation auf einer Blutagarplatte sichtbaren CFU. Die auf diesem Weg
ermittelten Daten wurden fiir die elektronische Auswertung in eine Excel®-Tabelle
(Microsoft Excel® fiir Windows 7, Version 10; Washington, USA) libertragen. Die Ergebnisse
der Positivkontrollgruppe, die zum Auszahlungszeitpunkt im Verhaltnis 1:200 verdinnt
waren, wurden zuvor hochgerechnet. Bei den vier experimentellen Gruppen wurde keine
Verdiinnung vorgenommen. Die statistische Analyse erfolgte mit SAS® Macro (SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA), das Erstellen der Graphen und Tabellen mit Microsoft Excel® und
Statistica Version 10 (StatSoft GmbH, Hamburg).

Da den Daten ein einfaktorieller Versuchsaufbau zugrunde lag, wobei jeder Zahn dreifach
unter jeder Bedingung gemessen wurde und weil diese Triplets nicht notwendigerweise
unabhangig waren, wurde zur statistischen Analyse ein nichtparametrisches Rangverfahren
zur Analyse faktorieller Daten mit Messwiederholungen (Brunner et al. 2002) herangezogen.
Die Signifikanzwerte wurden durch multiple Paarvergleiche unter Adjustierung des Niveaus
nach Tukey bestimmt. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

Es galt im Rahmen der statistischen Analyse die folgenden zwei Fragestellungen zu

beantworten:

1) Waren die vier Spllprotokolle im Vergleich zur Positivkontrollgruppe in der Lage, eine

signifikante Bakterienreduktion zu bewirken?

2) Gab es zwischen den vier Spilmethoden signifikante  Unterschiede in der

antibakteriellen Wirksamkeit?


http://de.wikipedia.org/wiki/Vereinigte_Staaten
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4 Ergebnisse

4.1 Kultivierung

Die Nahrboden aller infizierten Versuchsgruppen - sowohl der Positivkontrollgruppe als auch
der vier Splilmethoden - waren zum Zeitpunkt der Auszahlung ausnahmslos mit E. faecalis-
Stammen besiedelt und enthielten pro Agarplatte mindestens eine CFU. Demnach
eliminierte keine der vier untersuchten Desinfektionsgruppen E. faecalis vollstdndig aus den
Wourzelkanalen.

Alle Stichproben der Negativkontrollgruppe verzeichneten kein bakterielles Wachstum. Die
in der Positivkontrolle durchgefiihrte Verdinnung wurde im Vorfeld durch Hochrechnung
bereinigt.

Absolute Keimzahlen

In Tabelle 4.1 sind Mittelwerte, Medianwerte, Minima und Maxima der jeweiligen
Versuchsgruppe in colony forming units (CFU) dargestellt. Die Spalte "Positivkontrolle"
enthalt die CFU-Werte derjenigen Gruppe, bei der die Wurzelkanale infiziert, jedoch nicht
desinfiziert wurden. Diese Gruppe diente als Vergleichsgruppe, da anzunehmen ist, dass die
Bakterienzahl der Ubrigen experimentellen Gruppen vor Beginn der desinfizierenden
MaBnahmen in einem mit der Positivkontrolle vergleichbaren Bereich lagen. Der Bereich der
CFU
Spilmethoden, siehe dazu den Boxplot in Abbildung 4.1.

in der Positivkontrolle liegt insgesamt deutlich hoher als derjenige der vier

In [CFU] Handspiilung | Ultraschall | EndoVac® | RinsEndo® | Positivkontrolle | Negativkontrolle
Mittelwert 545 1081 1457 628 116360 0
Medianwert 207 147 740 155 120500 0
Maxima 2046 4310 4301 2783 198600 0
Minima 4 1 4 5 53000 0
n 30 30 30 30 30 30

Tab. 4.1 Mittelwerte, Medianwerte, Maxima und Minima der CFU pro Versuchsgruppe; n= Gruppenstarke,
CFU= colony forming units
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Abb. 4.1 Boxplot der hochgerechneten Anzahl der colony forming units (CFU) auf die Nahrbdden aller

Versuchsgruppen

Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit einem nichtparametrischen Rangverfahren ausgewertet. Die

unterliegenden Behandlungseffekte sind sogenannte relative Effekte (RTE). Sie beschreiben

die Wahrscheinlichkeit, dass eine beliebig ausgewdhlte Beobachtung einer Gruppe i zu

einem groBeren Wert als eine beliebig ausgewahlte Messung aus der gesamten Studie

tendiert. Falls RTE_i<RTE_j gilt, sind die Daten in Gruppe i tendenziell kleiner als die Daten in

Gruppe j. Falls RTE_i = RTE_j gilt, so sind die Messungen in den Gruppen i und j tendenziell

gleich groR.

Rangmittelwert n RTE
Handspiilung 54,367 10 0,3591111
Ultraschall 58,350 10 0,3856667
EndoVac® 75,450 10 0,4996667
RinsEndo® 53,833 10 0,3555556
Positivkontrolle 135,50 10 0,9

Tab. 4.2 Betrachtung der relativen Effekte; RTE= relative Effekte, n=Nobs= total number of observations
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Aus Tabelle 4.2 wird ersichtlich, dass die Messungen der Gruppe "RinsEndo®" tendenziell am
kleinsten sind und diejenigen der Gruppe "Positivkontrolle" tendenziell am grofSten. Des
Weiteren sind die Messungen der Gruppe "RinsEndo®" < Gruppe "Handspilung" < Gruppe
"Ultraschall" < Gruppe "EndoVac®" < Gruppe "Positivkontrolle".

Die Hypothese, dass die Verteilung der Messwerte in den vier Spilgruppen und in der
Positivkontrollgruppe gleich ist, wurde mit einer ANOVA-Typ-Statistik fir faktorielle
Longitudinaldaten Uberprift und ergab einen p-Wert von 0,00001. Das bedeutet, dass
bezogen auf die Verteilung der Messwerte ein signifikanter Unterschied zwischen den finf
Gruppen besteht.

Effektivitdt der vier Wurzelkanalspiilmethoden im Vergleich zur Positivkontrollgruppe
Die Durchfiihrung von multiplen Paarvergleichen unter Adjustierung des Niveaus nach Tukey
ergab die p-Werte in Tabelle 4.3 und 4.4.

Paarvergleich p-Wert
Positivkontrolle versus Handsplilung <0,0001
Positivkontrolle versus EndoVac® <0,0001
Positivkontrolle versus RinsEndo® <0,0001
Positivkontrolle versus Ultraschall < 0,0001

Tab. 4.3 Paarvergleiche der Positivkontrollgruppe mit den vier Spilgruppen

Damit die Ergebnisse mit einer 95%igen Wahrscheinlichkeit als richtig akzeptiert werden
konnen, darf die Fehlerwahrscheinlichkeit hochstens 5% betragen. Das bedeutet, dass im
Paarvergleich nur p-Werte kleiner als 0,05 statistisch signifikante Unterschiede liefern. Aus
Tabelle 4.3 ldsst sich demnach ablesen, dass alle vier Spilsysteme einen statistisch
signifikanten Unterschied zur Positivkontrollgruppe aufweisen. "Fragestellung 1" aus Kapitel
3.8 ist damit beantwortet. Die Kombination aus der desinfizierenden Spullésung NaOCI und
der jeweiligen Spllmethode war in allen vier Féllen in der Lage, die Bakterienmenge im

Vergleich zur Positivkontrollgruppe statistisch signifikant zu reduzieren.
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Vergleich der antimikrobiellen Effektivitdt der vier Wurzelkanalspiilmethoden

Bezogen auf die vier Spllsysteme ergaben sich unter Berlicksichtigung aller
Kombinationsmoglichkeiten sechs Paarvergleiche. Deren p-Werte sind in Tabelle 4.4
aufgefihrt.

Paarvergleich p-Wert
Handsplilung versus EndoVac® 0,1608
Handspliilung versus RinsEndo® 0,9712
Handspiilung versus Ultraschall 0,8078
EndoVac® versus RinsEndo® 0,1524
EndoVac® versus Ultraschall 0,3047
RinsEndo® versus Ultraschall 0,7835

Tab. 4.4 Paarvergleiche der verschiedenen Spilprotokolle

Hinsichtlich der antimikrobiellen Effektivitdt bestand zwischen den vier verschiedenen

Spilprotokollen kein statistisch signifikanter Unterschied.
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4.2 Rasterelektronenmikroskopie

Nachweis der Schmierschichtentfernung vor der Inkubation mit E. faecalis

Abb. 4.2 zeigt die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der 500-Fach vergroRerten
Wourzelkanaloberflache eines Priifkérpers nach der Wurzelkanalprdparation und Spilung mit
EDTA (17%) und NaOClI (1%). Mithilfe dieser Spulflissigkeiten wurde die bei der Praparation
entstandene Schmierschicht groRtenteils von der Wurzelkanaloberflaiche und aus den
Dentintubuli entfernt. An manchen Stellen verblieben vereinzelte Reste der Schmierschicht.
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WD: 3.8 mm Verg.: 500 X Photo Nr. = 414

Abb. 4.2 REM-Bild zum Nachweis der Schmierschichtentfernung vor der Inkubation mit E. faecalis
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Nachweis des E. faecalis-Biofilms nach 72-stiindiger Inkubation
Abb. 4.3 zeigt die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der 5000-Fach vergroRerten
Wurzelkanaloberflache eines Prifkorpers nach 72-stiindiger Inkubation mit E. faecalis. Es hat

sich ein dichter E. faecalis-Biofilm auch im tiefer gelegenen Dentin gebildet.

(.A A0 z‘@: : 20y - & BT O oo SN, & _\“h‘%'i., V\&
2 pum HS: 5.00 kV Detector: InLens BlL: 10.00 pm 24 Feb 2015
| ' WD: 5.7 mm Verg: 5.00 KX  Photo Nr. = 417

Abb. 4.3 REM-Bild zum Nachweis des E. faecalis-Biofilms nach 72-stiindiger Inkubation
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5 Diskussion

5.1 Diskussion von Material und Methode

Auswahl und Vorbereitung der Priifkérper

Die Verwendung von echten Zdhnen ermoglichte trotz einer schwierigen Standardisierung
eine gute Nachahmung der In-vivo-Situation. In einigen anderen Studien wurden kiinstliche
Wourzelkanale aus Kunststoff verwendet (Dumani et al. 2007, Townsend und Maki 2009,
Zand et al. 2012), wobei jedoch die komplexe Anatomie des Wurzelkanalsystems
unbericksichtigt blieb.

Fiir eine moglichst optimale Standardisierung der Zahnproben wurden einwurzelige Zahne
mit geraden Wurzelkandlen, eine initiale Gangigkeit des Foramen apicale kleiner als ISO-
GroRe 20 und das anschlieBende Abtrennen der Zahnkronen auf eine standardisierte Lange
von 15 mm durchgefiihrt. Die koronal angelegte Zugangskavitdt sollte einerseits einen
vereinfachten Zugang zum Wurzelkanal ermdéglichen und andererseits ein Reservoir fir
einen effektiveren Volumenaustausch der Spilflissigkeit wahrend der Aktivierung
gewadhrleisten.

Die Wurzelkandle wurden entsprechend einem standardisierten Protokoll bis zu einer
apikalen GroRe von 40/.02 prapariert. Im Rahmen der Versuchsvorbereitungen hatte sich
herausgestellt, dass mit dieser GroRe und Konizitat die Mikrokanlle des EndoVac®
(AuRendurchmesser 0,32 mm) ohne Friktion auf Arbeitslange und die Endo-Eze® Tip (AuRen-
durchmesser 0,30 mm) ohne Friktion auf Arbeitslange minus einen Millimeter eingebracht
werden konnten. Auch die Insertion des RinsEndo®-Systems (AuRendurchmesser 0,45 mm)
auf Arbeitslange minus drei Millimeter war ohne Verklemmen moglich. Spilkanilen miissen
auf 1-2 mm vor die Arbeitslange in den Wurzelkanal ohne Friktion inseriert werden, um
einen Flissigkeitsaustausch im apikalen Wurzelkanaldrittel sicherzustellen (Boutsioukis et al.
2010, Bronnec et al. 2010, Brown et al. 1995, Chow 1983, de Gregorio et al. 2010, Hsieh et
al. 2007, Sedgley et al. 2005). Die GrofRe der Apikalpraparation ist demnach ein wichtiger

Faktor fir eine effektive Wurzelkanaldesinfektion.

Auswahl des Versuchskeims und der Inkubationszeit

Zur Kultivierung des Biofilms wurde eine Monokultur von E. faecalis verwendet, da aktuelle
Untersuchungen zur Desinfektion des Wurzelkanalsystems ebenfalls diesen Keim
verwendeten und dadurch eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse erzielt wurde (Bago
Juri¢ et al. 2014, Bhuva et al. 2010, Brito et al. 2009, Cachovan et al. 2013, Guerreiro-
Tanomaru et al. 2015, Hockett et al. 2008, Kocak et al. 2014, Miller und Baumgartner 2010,
Pasqualini et al. 2010, Siqueira et al. 1997, Townsend und Maki 2009). AuBBerdem ist dieser
Keim einfach zu kultivieren und kann auch in einem schwierigen, nahrstoffarmen Umfeld
Biofilme bilden (Distel et al. 2002, Jett et al. 1994). Diese Tatsache machten sich bereits viele
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ahnliche Studien zunutze, wobei das Alter des Biofilms in den Priifkdrpern oft variierte. Es
reichte von zwei Stunden (Pasqualini et al. 2010), einem Tag (Siqueira et al. 2000, Siqueira et
al. 1997), drei Tagen (Bhuva et al. 2010), sieben Tagen (Brito et al. 2009, Townsend und Maki
2009) und zehn Tagen (Bago Juric et al. 2014) bis hin zu drei Wochen (Guerreiro-Tanomaru et
al. 2015, Kocak et al. 2014), einem Monat (Hockett et al. 2008) oder sogar sechs Wochen
(Miller und Baumgartner 2010).

Ein Biofilm wird mit zunehmendem Alter resistenter gegeniiber chemomechanischen
DesinfektionsmaBnahmen (Brandle et al. 2008, Wang et al. 2012). In einem drei Wochen
alten Biofilm lassen sich beispielsweise mit demselben Spllprotokoll 7-21% weniger
Bakterien abtoten als in einem einen Tag alten Biofilm (Wang et al. 2012). Seine verstarkte
Widerstandskraft resultiert aus der mit einer steigenden Bakterienmenge einhergehenden
dickeren extrazellularen Matrix, die als Diffusionsbarriere vor Desinfektionsmitteln und
Medikamenten schiitzt (Briandle et al. 2008, Haapasalo und @rstavik 1987). Ebenso haben
Bakterien in Biofilmen einen langsameren Stoffwechsel und nehmen Desinfektionsmittel
dementsprechend langsamer auf (Donlan und Costerton 2002).

Die Entscheidung fir eine relativ kurze Inkubationszeit von 72 Stunden fiel in der
vorliegenden Studie aufgrund der Untersuchungen von Bhuva et al. (2010), Haapasalo und
@rstavik (1987) und @rstavik und Haapasalo (1990). Haapasalo und @rstavik (1987) stellten
namlich nach nur einem Tag Infektionstiefen des E. faecalis von 300-400 um der von ihnen
maximal erreichten 800-1000 um fest. Dabei vergrofRerte eine langere Infektionsdauer
hauptsachlich die Anzahl infizierter Dentintubuli und weniger die durchschnittliche Tiefe der
Infektion. In einer spateren Studie von @rstavik und Haapasalo (1990) bendétigte E. faecalis
nur zwei Tage, um das gesamte zirkumpulpale Dentin auf maximale Tiefe zu infizieren. Bhuva
et al. (2010) stellten mit rasterelektronenmikroskopischen Bildern nach nur 72 Stunden
Inkubation einen einheitlichen Biofilm auf der gesamten Wurzelkanaloberflache fest. Der
vergleichsweise junge Biofilm schien in der vorliegenden Studie durchaus fiir den In-vitro-
Vergleich von chemomechanischen DesinfektionsmalBnahmen geeignet zu sein. Das zeigte
sich an den hohen CFU-Werten in der Positivkontrollgruppe (53000 - 198600
CFU/Blutagarplatte) und der Tatsache, dass aus allen Proben der vier Spulgruppen
Bakterienkolonien kultiviert wurden. Innerhalb von drei Tagen kann demnach ein fiir eine In-
vitro-Studie ausreichend resistenter Biofilm erzeugt werden. Eine im Rahmen der
Vorversuche verwendete einmalige Impfung der Wurzelkandle mit der Inkubationslésung
stellte sich anders als die im Hauptversuch erfolgte dreimalige Impfung nach 0, 24 und 48

Stunden als unzureichend heraus.
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Kultivierung und Probenentnahme

Die Kultivierung auf Blutagar-Nahrboden als Methode zum Nachweis von Mikroorganismen
hat verschiedene Vor- und Nachteile. Grundsatzliche Limitationen liegen in der technischen
Durchfiihrung, in der geringen Sensitivitat und in der Unfahigkeit Bakterien zu erfassen, die
im Moment der Kontrolle nicht kultivierbar sind (Siqueira und Rocas 2009, Siqueira et al.
2007).

Ein technisches Problem stellt die Probenentnahme aus dem Wurzelkanal dar. Abhangig von
der jeweiligen Technik variiert auch die Genauigkeit der Kultivierungsergebnisse. In einigen
Studien wurden Proben mittels Papierspitzen aus dem Wurzelkanal entnommen, ohne zu
bericksichtigen, dass damit nur planktonische Bakterien erfasst wurden (Brito et al. 2009,
Card et al. 2002, Pasqualini et al. 2010, Pawar et al. 2012). Mikroorganismen des tiefer in den
Dentintubuli gelegenen Biofilms wurden nicht beriicksichtigt. Andere Studien erfassten auch
diese Bakterien durch die Probenentnahme anhand von Dentinspanen (Hockett et al. 2008,
Rios et al. 2011) oder durch Pulverisierung der Prifkorper (Tran et al. 2013). In der
vorliegenden Studie wurden die Dentinspdane durch zirkumferente Instrumentierung des
leicht feuchten Kanals mit Hedstrom-Feilen gewonnen. Obwohl so eine weitgehend
standardisierte Probenmenge erreicht werden konnte, war dennoch keine exakt gleiche
Probenmenge sichergestellt. Da alle Blutagar-Nahrboden nach der Inkubation
Bakterienkulturen aufwiesen, ist von einem ausreichenden Abtrag des Wurzelkanaldentins
auszugehen. Dennoch koénnte eine unterschiedlich groRe Probenmenge neben den
variierenden anatomischen Verhiltnissen zu den Schwankungen innerhalb der Ergebnisse
der einzelnen Versuchsgruppen beigetragen haben. Die Differenzierung zwischen diesen
beiden Faktoren ist jedoch nicht moglich.

Ein weiteres Problem der Kultivierung ergibt sich aus der voriibergehenden Inhibition von E.
faecalis durch das Desinfektionsmittel NaOCl oder einer zum Zeitpunkt der Probenentnahme
zu geringen Bakterienmenge (Rolph et al. 2001, Siqueira et al. 2007).

Aufgrund der Fehleranfalligkeit ist es schwierig, mit einer Kultivierung den Bakterienstatus im
Kanal exakt wiederzugeben. Ein grindliches und steriles Arbeiten sind absolute
Voraussetzungen fir akzeptable Ergebnisse (Moller 1966). Um die Vergleichbarkeit mit
anderen Studien zu gewahrleisten, wurde das verwendete Vorgehen anderen
Nachweismethoden, wie beispielsweise = der  Rasterelektronenmikroskopie  der
Polymerasekettenreaktion oder der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie, vorgezogen.
Denn auch letztere weisen Limitationen auf, die ihre Eignung einschranken.
Rasterelektronenmikroskopische  Studien betrachten nur oberflachlich auf der
Wurzelkanalwand verbliebene Bakterien und die Ergebnisse der Polymerasekettenreaktion
(PCR) differenzieren nicht zwischen der DNA lebender und toter Zellen (Sundqvist und Figdor
2003). Obwohl die PCR eine hohere Komplexitat des endodontischen Milieus wiedergibt, da
sie auch nicht kultivierbare Spezies erfassen, ist eine Aussage Uber die tatsachlich lebende

und potentiell pathogene Flora des Wurzelkanals zum Untersuchungszeitpunkt nicht moglich
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(Siqueira und Rocas 2005). Obwohl die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)
zwischen lebenden und toten Mikroorganismen unterscheidet und anders als die Raster-
elektronenmikroskopie die Bakterien sogar bis zu einer Eindringtiefe von 10 um ins infizierte
Dentin darstellt, bleibt auch hier der Hauptteil der Bakterien in tieferen Ebenen
unbericksichtigt (Ma et al. 2011).

Auswahl des Spiilprotokolls

In der vorliegenden Studie wurde NaOClI in einer Konzentration von 1% verwendet, da hoher
konzentriertes NaOCl zu einer Verringerung des Elastizitatsmoduls und der Biegefestigkeit
des Dentins fihrt (Sim et al. 2001) und das Risiko der periapikalen Gewebeschadigung beim
Uberpressen von Spiilfliissigkeit zunimmt (Estrela et al. 2002, Spangberg et al. 1973). Die
eventuell geringere antibakterielle Wirksamkeit Ildsst sich allerdings durch einen
kontinuierlichen Fliissigkeitsaustausch mit einem entsprechend hohen Volumen (Moorer und
Wesselink 1982) und durch eine langere Einwirkzeit ausgleichen (Baumgartner und Cuenin
1992, Gomes et al. 2001). Mit 1%igem NaOCI lasst sich als mit einem geringeren Risiko der
gleiche Nutzen erzielen. Da die Spiilzeit in den meisten Studien, die diesen
Versuchsparameter standardisierten, bei einer (Bago Juri¢ et al. 2014), zwei (Bhuva et al.
2010, Guerreiro-Tanomaru et al. 2015, Kocak et al. 2014) oder drei Minuten liegt (Miller und
Baumgartner 2010) und zudem auf klinische Praktikabilitdt geachet wurde (Archer et al.
1992), wurde eine Spilzeit von drei Minuten gewahlt.

Weiterhin wurde ein standardisiertes Spuilvolumen von sechs Millilitern verwendet (Bhuva et
al. 2010; Sedgley et al. 2005; Townsend und Maki 2009). Eine Ausnahme bildete das
RinsEndo®-System, da dessen Spililvolumen herstellerbedingt nicht modifizierbar war (18 ml).
Die Eindringtiefe der Splilnadel wurde bei der manuellen Applikation des NaOCl| auf
Arbeitslange minus einen Millimeter festgelegt, da ein effektiver Austausch der Flissigkeit
bei apikal offenen Spiilkanilen lediglich 1-2 mm nach Austritt aus der Kanile moglich ist
(Boutsioukis et al. 2009). Die Mikrokaniile des EndoVac®-Systems wurde nach
Herstellerangaben auf Arbeitslange verwendet. Beim RinsEndo®-System wurde entgegen der
Herstellerangaben, die eine Insertion der Kanile in das koronale Drittel empfehlen, ein
Abstand von drei Millimetern zur Arbeitslange gewahlt, da eine erhohte Eindringtiefe auch
eine verbesserte Effektivitdit des RinsEndo®-Systems bedingt (McGill et al. 2008).

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Moderne endodontische Splilsysteme werden verwendet, um durch die zusatzliche
Aktivierung der Spilflissigkeit eine verbesserte Reinigung und Desinfektion des
Wurzelkanalsystems zu erzielen. Das Ziel der vorliegenden Studie war der Vergleich der

antibakteriellen Effektivitat der manuellen Sptltechnik im Vergleich zu drei unterschiedlichen
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Techniken zur Aktivierung der Wurzelkanalspllung gegenliber Enterococcus faecalis anhand
eines Wurzelkanal-Biofilm-Modells. Die Aktivierung der Wurzelkanalspiilung erfolgte dabei
passiv mit Ultraschall (PUI), mit dem EndoVac®- oder dem RinsEndo®-System.

Im Vergleich zur Positivkontrollgruppe fiihrten alle untersuchten Spilmethoden zu einer
statistisch signifikanten Bakterienreduktion. Dieses Ergebnis kann durch die Verwendung von
NaOCI erklart werden, welches ein effektives Desinfektionsmittel darstellt (Bergenholtz und
Spangberg 2004; Rios et al. 2011; Dumani et al. 2007; Zand et al. 2012). Die Wurzelkanéle der
Positivkontrollgruppe wurden manuell mit 0,9%iger Kochsalzlosung auf Arbeitslange minus
einen Millimeter gespult. Dabei wurden zwischen 53000 - 198600 CFU je Blutagarplatte
gezahlt. Die mechanische Wirkung des Flissigkeitsstroms im Wurzelkanal, wie sie bei der
Handsplilung auftritt, ist fur eine effektive antimikrobielle Therapie folglich nicht
ausreichend.

Hinsichtlich der antimikrobiellen Effektivitdt ergaben sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen der manuellen Spiiltechnik und den drei verschiedenen Techniken fiir
die Aktivierung der Wurzelkanalspilung. Alle Techniken fiihrten im Vergleich zur
Positivkontrolle zu einer signifikanten Reduktion der Bakterien im Wurzelkanal. Dieses
Ergebnis deckt sich mit den Resultaten der meisten anderen Studien, welche die
antimikrobielle Wirksamkeit von verschiedenen Spllsystemen gegeniber unterschiedlich
alten E. faecalis-Biofilmen verglichen (Bhuva et al. 2010; Guerreiro-Tanomaru et al. 2015;
Siqueira et al. 1997; Brito et al. 2009; Kogak et al. 2014; Miller und Baumgartner 2010;
Townsend und Maki 2009; Bago Juri¢ et al. 2014; Pawar et al. 2012). Einige In-vitro-Studien
zeigten keinen signifikanten Unterschied bezliglich der antimikrobiellen Effektivitat zwischen
der Handspiilung und der passiven Ultraschallaktivierung (Bhuva et al. 2010, Guerreiro-
Tanomaru et al. 2015, Siqueira et al. 1997). Auch das EndoVac®-System erzielte in vitro keine
effektivere Bakterienreduktion als die konventionelle Handspiilung (Brito et al. 2009, Kogak
et al. 2014, Miller und Baumgartner 2010, Townsend und Maki 2009). In einer prospektiven
klinischen Studie wurde ebenfalls keine verbesserte antimikrobielle Wirksamkeit des
EndoVac®-Systems im Vergleich zur manuellen Spiltechnik ermittelt (Pawar et al. 2012).
Ebenso lieferte der In-vitro-Vergleich der passiven Ultraschallaktivierung mit dem RinsEndo®-
System bezliiglich der antimikrobiellen Effektivitat keine Unterschiede zwischen den beiden
Spilsystemen (Bago Juri€ et al. 2014).

In allen oben aufgefiihrten Studien konnte keine verbesserte antimikrobielle Wirksamkeit
durch die verschiedenen Splilmethoden zur Aktivierung des NaOCl| ermittelt werden und
zwar unabhéangig davon, ob der Bakteriennachweis mittels Kultivierung (Brito et al. 2009,
Guerreiro-Tanomaru et al. 2015, Kocak et al. 2014, Miller und Baumgartner 2010, Siqueira et
al. 1997), Polymerasekettenreaktion (Bago Juri¢ et al. 2014), rasterelektronenmikrosko-
pischen Bildern (Bhuva et al. 2010) oder Spektrophotometrie (Townsend und Maki 2009)

erfolgte.
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Im Gegensatz dazu wurde in wenigen In-vitro-Studien beim Vergleich der hier verwendeten
Techniken zur Aktivierung der Wurzelkanalspllung signifikante Unterschiede in der
antimikrobiellen Effektivitat zwischen den einzelnen Spilsystemen ermittelt (Townsend und
Maki 2009; Joy et al. 2015). Bei genauer Betrachtung dieser Studien sind Unterschiede in den
Versuchsbedingungen feststellbar, die die von der vorliegenden Studie abweichenden
Ergebnisse erklaren kdnnten.

So zeigte die passive Ultaschallaktivierung gegeniiber der Handspilung und dem EndoVac®-
System eine signifikant bessere Bakterienreduktion (Townsend und Maki 2009). Allerdings
wurde diese Studie an Kunststoffkandlen mit glatten Wanden durchgefiihrt. Da diese anders
als echte Zihne keine Dentintubuli besitzen, konnen auch keine Bakterien in die
Wourzelkanalwand eindringen. In der Folge entsteht kein schwer zugangliches, infiziertes
Wanddentin. Die zusatzliche Aktivierung durch Ultraschall eliminierte den auf dem Kunststoff
oberflachlich aufgelagerten Biofilm somit effektiver als der alleinige mechanische
Flussigkeitsstrom. Mit der klinischen Situation ist diese Studie ebenfalls nicht vergleichbar.
Ebenso ergab sich in einer anderen Untersuchung durch die passive Ultraschallaktivierung
eine signifikant hohere Bakterienreduktion als durch die Handspiilung (Joy et al. 2015). Die
Mikroorganismen wurden in dieser Studie aber nachtraglich und nur oberflachlich in Form
von infizierten Dentinspanen in die Priifkdrper eingebracht und dann umgehend desinfiziert,
ohne dass sich ein Biofilm hatte bilden kdnnen. Bei nur locker aufgelagerten infizierten
Dentinspdnen ist es naheliegend, dass jede zusatzliche mechanische Aktivierung zu einer
besseren Reinigungswirkung fihrt. Die Aussagekraft dieser Studie hinsichtlich der
Desinfektionswirkung der untersuchten Spilsysteme bleibt gering, da sich unter diesen
Versuchsbedingungen eigentlich nur die mechanische Reinigungswirkung beurteilen I3sst. Sie
bestatigt dennoch andere In-vitro-Studien, die eine signifikant bessere Reinigungswirkung
der passiven Ultraschallaktivierung feststellten. Diese zeigten, dass die PUl im Vergleich zur
statischen Handspuilung (de Gregorio et al. 2009; Khaord et al. 2015), zum RinsEndo®-System
(Rodig et al. 2010) und zum EndoVac®-System (de Gregorio et al. 2010) insgesamt eine
bessere Penetration der jeweiligen Spilflissigkeit in laterale Kandle und schwer zugangliche
Wurzelkanalbereiche und somit eine wirkungsvollere Gewebe-, Debris- und
Schmierschichtentfernung bewirkte. Im Resiimee ldsst sich bei genauer Betrachtung des
Versuchsaufbaus dieser Studien in der klinische Situation zwar eine bessere Reinigungs-
wirkung durch die zusatzliche mechanische Ultraschallaktivierung vermuten, aber keine
bessere Desinfektionswirkung. Eine einzelne In-vitro-Studie wies im Vergleich zur
Handsplilung eine signifikant effektivere Bakterienreduktion mit dem EndoVac®-System nach
(Hockett et al. 2008). Im dortigen Versuchsaufbau wurde ein 30 Tage alter E. faecalis-Biofilm
in echten Zahnen einem standardisierten Volumen NaOC| (6 ml) und einer standardisierten
Einwirkzeit (3 Minuten) ausgesetzt und der Erfolg der Desinfektionswirkung durch die
Abschabung und Inkubation von Wanddentin (iberpriift. Die Uberlegenheit des EndoVac®-

Systems konnte durch einen kontinuierlichen Flissigkeitsaustausch auf Arbeitslange erklart
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werden (Munoz und Camacho-Cuadra 2012, Nielsen und Baumgartner 2007). Bei der
Handspllung mit einer seitlich offenen Nadel wurde ein Abstand von eineinhalb Millimetern
zum Apex gehalten (Hockett et al. 2008). Der Bereich von der Nadelspitze bis zum apikalen
Foramen wurde dabei vermutlich nicht ausreichend mit frischer Spulflissigkeit versorgt.

In einer In-vitro-Studie, in der das RinsEndo®-System mit der passiven Ultraschallaktivierung
verglichen wurde, reduzierte RinsEndo® abhangig von der Spilflissigkeit, Mikroorganismen
signifikant schlechter (NaCl) oder besser (NaOCl) als die PUI (Cachovan et al. 2013). Das liegt
moglicherweise daran, dass Kochsalzlésung (NaCl) selbst keine desinfizierende Wirkung
besitzt und bei dieser Spiulflissigkeit die mechanische Aktivierung durch die PUI fir die
bessere Desinfektionswirkung sorgte. Die antibakterielle Wirkung des Fllssigkeitsstroms
scheint bei Betrachtung des im Vergleich erheblich groReren Splilvolumens des RinsEndo®-
System vernachldssigbar zu sein. Bei der Verwendung des nachweislich effektiven
Desinfektionsmittel NaOCl fand mit dem RinsEndo®-System ein stetiger Volumenaustausch
im gesamten Kanal statt. Bei der passiven Ultraschallaktivierung wurde die Spillésung
hingegen nicht ausgetauscht und verlor ihre antibakterielle Wirkung dadurch relativ schnell
(Haapasalo et al. 2000). Ein regelmaRiger Fliissigkeitsaustausch auf Arbeitslange, wie er auch
in der vorliegenden Studie in allen Systemen verwendet wurde, erhidlt die antibakterielle
Wirkung von NaOC| wahrend des gesamten Spiilvorgangs (Moorer und Wesselink 1982) und
hatte die Unterschiede in der antibakteriellen Effektivitdit bei Cachovan et al. (2013)
moglicherweise beseitigt.

Interessant ist an dieser Stelle, dass das RinsEndo®-System in der vorliegenden Studie im
Vergleich zu den anderen Spilmethoden mit dem dreifachen Volumen an NaOCI verwendet
wurde und dass sich dennoch beziiglich der antimikrobiellen Wirksamkeit keine signifikanten
Unterschiede ergaben. Es scheint bei der Spilung mit NaOCl (1%) also nach den
Vermutungen von Brito et al. (2009) einen Sattigungspunkt (< 6 ml) zu geben, ab dem sich
innerhalb derselben Einwirkzeit (3 Minuten) auch durch eine Volumensteigerung keine
Verbesserung der antimikrobiellen Effektivitat mehr erzielen lasst. Fiir eine vollstandige
Bakterienelimination war das Spilvolumen von sechs Millilitern in drei Minuten trotzdem
nicht ausreichend. Dafiir hatte entweder die Spllzeit verlangert oder die NaOCI-

Konzentration erhoht werden miissen.

Obwohl sich innerhalb der vier Spilgruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede in
der antimikrobiellen Effektivitat ergaben, variierte die CFU-Zahl und damit die Menge der
abgetoteten Bakterien pro Zahn. Das liegt vermutlich daran, dass NaOCl abhangig von der
Wurzelkanalanatomie unterschiedlich tief in Lateralkanale und Isthmen eindringt (Miller und
Baumgartner 2010). Ein FlUssigkeitsstrom, wie er in den vier untersuchten Splilmethoden

auftrat, scheint keine Auswirkung auf die Eindringtiefe zu haben. Wie bei Guerreiro-
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Tanomaru et al. (2015) und Ahmad et al. (1987) liegt in dieser Studie die Vermutung nahe,
dass fir eine statistisch signifikante Bakterienreduktion hauptsachlich die ausreichende
Zufuhr von NaOCI verantwortlich war. Eine Verstarkung der antibakteriellen Wirkung durch
die Verwendung eines speziellen Spllsystems konnte nicht nachgewiesen werden.
Moglicherweise liegt das daran, dass in dieser Studie der Vorteil des EndoVac-Systems, die
Einbringung der Spilkanile auf Arbeitslange, dadurch verloren ging, dass auch mit den
anderen Spllsystemen ein ausreichender Volumenaustausch im gesamten Kanal stattfand.
Aullerdem ist es moglich, dass das mit dem RinsEndo-System applizierte hohere Volumen an
Spilflissigkeit gegenliber den anderen Systemen nach der Erreichung des Sattigungspunktes
nicht mehr zum Tragen kam. Zudem kann es sein, dass bei der passiven
Ultraschallaktivierung durch die Intermittent-Flush-Methode die Splilfliissigkeit wahrend der
Aktivierung zeitweilig inaktiv war, da kein standiger Austausch mit frischem NaOCI erfolgte
und dass so auch die eventuell tiefere Penetration in das umliegende Dentin keinen Vorteil
mit sich brachte.

5.3 Schlussfolgerungen

Unter den Bedingungen der vorliegenden In-vitro-Studie fihrten die untersuchten Systeme
fir die Aktivierung der Spulflissigkeit im Vergleich zur manuellen Spiltechnik zu keiner
gesteigerten antimikrobiellen Wirksamkeit gegeniliber eines intrakanaldren E. faecalis-
Biofilms. Ebenso fiihrte keine der untersuchten Methoden zu einer volligen Keimfreiheit in
den Wurzelkanalen, was vermutlich auf die anatomische Komplexitdt der Wurzelkanale
zuriickzufiihren ist.

Der in der vorliegenden Studie verwendete, 72 h alte Monospezies-Biofilms schrankt die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die klinische Situation mit einem reifen Polyspezies-
Biofilm ein. Daher sind weiterfiihrende klinische Untersuchungen mit standardisierten
Versuchsparametern (z. B. Spulzeit, Spilvolumen, Konzentration der Desinfektionslésung)

winschenswert.
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6 Zusammenfassung

Ziel der Studie: Das Ziel der vorliegenden In-vitro-Studie war der Vergleich der
antibakteriellen Effektivitat vier unterschiedlicher Techniken zur Aktivierung der
Wourzelkanalsplilung gegeniliber Enterococcus faecalis anhand eines Wurzelkanal-Biofilm-
Modells.

Material und Methode: 70 Versuchszahne wurden nach bestimmten Kriterien ausgewahlt,
auf eine einheitliche Wurzellange von 15 mm gekiirzt und ein 3 mm tiefes und 2,5 mm
breites Spulkavum angelegt. Unter Splilung mit 1%igem NaOCI erfolgte die Aufbereitung mit
dem FlexMaster®-NiTi-System bis ISO-GroRe 40/.02. Eine Abschlussspiilung mit NaOCl und
17%igem EDTA und ein Einlegen der Prifkorper in ein EDTA-Ultraschallbad schloss die
Aufbereitung ab. Nach der Einbettung der Priifkdrper in Kunststoff und der Autoklavierung
erfolgte die Versuchsgruppenzuordnung. Jede Gruppe bestand aus zehn Prifkdrpern mit
Ausnahme der zwei REM-Gruppen, die aus jeweils finf bestanden. Benannt wurden die
Gruppen nach den vier untersuchten Spllsystemen beziehungsweise nach der Positiv- und
Negativkontrollfunktion.

Die Prifkorper der Spllgruppen und der Positivkontrollgruppe wurden mit der
standardisierten Impflésung einer Monospezies des E. faecalis an drei aufeinanderfolgenden
Tagen beimpft. Nach 72 Stunden Inkubation erfolgte die Desinfektion der
Spulgruppenprifkorper mit den vier zu untersuchenden Spilsystemen. Diese waren die
konventionelle statische Handspilung, die passive Ultraschallaktivierung ohne gleichzeitige
Wourzelkanalspilung mit dem Gerat VDW.ULTRA (VDW), das EndoVac®-System (SybronEndo)
und das RinsEndo®-System (Dirr Dental). AnschlieRend wurden aus allen Priifkdrpern
Proben mittels Hedstrom-Feilen entnommen, in Kochsalzlésung aufgefangen und auf
Blutagarplatten ausgestrichen. 24 Stunden spater wurden die auf den Nahrboden
gewachsenen colony forming units ausgezahlt und der statistischen Auswertung zugefihrt.
Diese erfolgte mit einem nichtparametrischen Rangverfahren zur Analyse faktorieller Daten
mit Messwiederholungen (Brunner et al. 2002) unter Adjustierung des Niveaus nach Tukey (p
< 0,05). Parallel erfolgte die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung einer weiteren
Positiv- und Negativkontrollgruppe, um die Kanalreinheit vor der Infektion und den Biofilm
nach dreitagiger Inkubation nachzuweisen.

Ergebnisse: Im Vergleich der vier Spulprotokolle ergaben sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der antibakteriellen Effektivitat. Alle vier Systeme waren allerdings in der
Lage, im Vergleich zur Positivkontrollgruppe eine statistisch signifikante Bakterienreduktion
zu bewirken.

Schlussfolgerungen: Eine ausschlaggebende Bakterienreduktion findet durch die Anwendung
eines geeigneten Desinfektionsmittels (NaOCIl) statt, nicht durch die Anwendung eines

speziellen Spulsystems.
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