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1  Einleitung

Wihrend die Infektion des Wurzelkanalsystems durch Mikroorganismen in der
Vergangenheit unweigerlich zur Extraktion des betroffenen Zahnes fihrte, ergaben sich mit
der Erfindung der Exstirpationsnadel durch Edward Maynard in der Mitte des 19.
Jahrhunderts neue Therapieméglichkeiten zur Reinigung und Desinfektion des
Waurzelkanals. Da eine Wurzelkanalbehandlung hiufig die einzige Alternative zur Extraktion
des erkrankten Zahnes ist, hat die Endodontologie fur die moderne, konservierende
Zahnmedizin einen besonderen Stellenwert. Mittlerweile hat sich aus der Endodontologie
eine komplexe Wissenschaft entwickelt, deren Ziel die Etablierung und Weiterentwicklung
eines evidenzbasierten Behandlungskonzeptes zur Verbesserung der klinischen Erfolgsraten
ist. Das Ziel der Endodontologie ist die mechanische Priparation und chemische
Desinfektion des infizierten Wurzelkanalsystems sowie dessen bakteriendichter Verschluss
zur Vermeidung von Reinfektionen, sodass der betroffene Zahn in Form und Funktion
erhalten bleiben kann. Die erfolgreiche Therapie einer periapikalen Erkrankung funktioniert
nur im Rahmen eines Gesamtkonzeptes, wobei die bestmégliche Ausfithrung jedes einzelnen
Teilschrittes fiir den Erfolg der Therapie entscheidend ist. In diesem Prozess spielt die
Desinfektion des Wurzelkanalsystems mit Spilflissigkeiten eine zentrale Rolle. Obwohl
wissenschaftlich erprobte Spilprotokolle zur Verfiigung stehen, wird die Effektivitit dieser
Spulflussigkeiten durch die komplexe Anatomie des Whurzelkanalsystems und
Abwehrmechanismen der Mikroorganismen limitiert. Um die antimikrobielle Wirksamkeit
der Spilflissigkeiten zu erhohen, werden in der modernen Endodontologie verschiedene
Systeme zur Erzeugung von Schall- und Ultraschallwellen eingesetzt. Die Spulflissigkeit im
Wurzelkanal ~ wird  dadurch in  Schwingungen versetzt, was zu erhohten
Stromungsgeschwindigkeiten und akustischen Strémungsphinomenen fithrt. Dadurch
konnen die Desinfektionslésungen in schwer zugingliche Bereiche des Wurzelkanalsystems
vordringen und den mikrobiellen Biofilm effektiver entfernen. Es ist wenig dartiber bekannt,
ob sich die verschiedenen Systeme zur Applikation und Aktivierung von Spiilfliissigkeiten
hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Aktivitit unterscheiden. In der vorliegenden In-vitro-
Studie wird daher die desinfizierende Wirkung verschiedener Systeme zur Schall- und
Ultraschallaktivierung von Spulfliissigkeiten auf einen Enterecoccus faecalis (E. faecalis)-Biofilm

untersucht.
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2 Literaturubersicht

2.1 Die Wurzelkanalinfektion

Bakterien sind der Hauptgrund fiir die Entstehung von Pulpitiden und apikalen
Parodontitiden (Kakehashi et al. 1965; Sassone et al. 2008). In den meisten Fillen 16sen
karibse Lisionen Entziindungsreaktionen innerhalb der vitalen Pulpa aus, wobei das
Pulpagewebe in diesem Stadium steril ist. Bakterielle Endotoxine, die in die Pulpa gelangen,
verursachen eine Hyperdmie im Bereich des peripheren Kapillarplexus und einen Anstieg an
phagozytierenden Zellen. Wird der bestehende Reiz (Karies) nicht entfernt, steigt die Zahl
an neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen weiter an. Die durch
zerfallende, phagozytierende Zellen freigesetzten Zytokine schidigen Fibroblasten und
Odontoblasten im Entziindungsgebiet. Es entwickeln sich Nekrosen und Mikroabszesse in
den peripheren Bereichen der Pulpa. Da das Pulpagewebe seine Abwehrfunktionen durch
Sklerosierung und Reizdentinbildung nicht mehr aufrechterhalten kann, ist in diesem
Stadium eine bakterielle Infektion der Pulpa méglich. Eine mikrobielle Infektion der Pulpa
tihrt zwangslaufig zur Entstehung eines apikalen Granuloms (apikale Parodontitis) (Molven

et al. 1991).

2.2 Ziele der Wurzelkanalbehandlung

Das Ziel der Wurzelkanalbehandlung ist die Entfernung allen vitalen und nekrotischen
Gewebes sowie samtlicher Mikroorganismen und deren Stoffwechselprodukten aus dem
Endodont (Carver et al. 2007). Das Pulpagewebe sowie das bakteriell infizierte
Kanalwanddentin werden dabei mit Hilfe manueller oder maschineller Instrumentierung
entfernt (Schilder 1974). Vitales oder nekrotisches Pulpagewebe sowie der durch die
Instrumentierung des Wurzelkanals entstandene Debris werden durch Spilung mit
geeigneten  Desinfektionslésungen  eliminiert.  Die  komplexe  Anatomie  des
Waurzelkanalsystems mit zahlreichen Isthmen, Seitenkanilen und Anastomosen verhindert
hiufig die vollstindige Entfernung aller organischen und anorganischen Bestandteile und
erschwert eine wandstandige Obturation des Wurzelkanalsystems (Wu und Wesselink 2001;
Peters 2004). Die zusitzliche Aktivierung der eingesetzten Spulfliissigkeit durch Schall oder
Ultraschall erméglicht eine  Reinigung auch schwer zuginglicher Areale des
Waurzelkanalsystems, die mit einer Handsptilung nicht erreicht werden (de Gregorio et al.

2009).
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2.3 Die persistierende Wurzelkanalinfektion

In der Endodontie stellt die persistierende Wurzelkanalinfektion nach chemo-mechanischer
Aufbereitung und Obturation des Wurzelkanalsystems eine besondere Herausforderung dar.
Grund fur das Fortbestehen der Infektion ist das Persistieren von Keimen innerhalb des
Endodonts (Tronstad et al. 1990; Molven et al. 1991; Rogas et al. 2004a; Siqueira und Rogas
2004). Wahrend bei der primiren Infektion viele verschiedene Bakterienspezies gefunden
werden (Sassone et al. 2008), sind bei persistierenden Infektionen meist wenige
Bakterienspezies beteiligt (Molander et al. 1998; Sundqvist et al. 1998; Hancock et al. 2001).
E. faecalis wurde mit einer Hiufigkeit von 38% (Sundqvist et al. 1998) bis 77% (Siqueira und
Rocas 2004) in Zihnen mit persistierenden Wurzelkanalinfektionen identifiziert und gilt als
der am hiaufigsten vorkommende Keim bei endodontischen Misserfolgen (Hancock et al.
2001). In einer Ubersichtsarbeit von de Paz (2007) wird allerdings die Theotie von E. faecalis
als Hauptverursacher von persistierenden Wurzelkanalinfektionen hinterfragt. Das erhohte
Vorkommen von E. faecalis bei endodontischen Misserfolgen sei vielmehr auf selektive Test-
und Kulturmethoden zurtickzuftihren, die bevorzugt diese Bakterienspezies nachweisen. In-
vivo-Studien von Roégas et al. (2004a) und Fabricius et al. (20006) zeigten, dass E. faecalis bei
persistierenden Wurzelkanalinfektionen zwar vorkommt, jedoch stets im Rahmen von
Multispezies-Biofilmen. Auch Pilze wie Candida albicans und andere grampositive Bakterien
wie Streptokokken und Staphylokokken wurden nach endodontischen Misserfolgen aus
Zihnen isoliert (Hancock et al. 2001). Fabricius et al. (2006) fanden heraus, dass
ausschlieBlich mit E. faecalis infizierte Zihne haufiger symptomfrei waren als Zihne, in denen

mehrere Bakterienspezies identifiziert wurden.

2.4  Enterococcus faecalis (E. faecalis)

E.  faecalis ist ein nicht-sporenbildendes, grampositives, fakultativ anaerobes
Kokkenbakterium und misst 0,5 um bis 1 um im Durchmesser. Bei der frihen Besiedelung
von Wurzelkanaloberflichen durch E. faecalis ist dieser in der Diplokokkenform oder kurzen
Bakterienketten anzutreffen (Distel et al. 2002). Der Keim wurde nach seiner ersten
Beschreibung durch Mac Collum und Hastings den Streptokokken der Gruppe D
zugeordnet (Mac Collum und Hastings 1899). Seit 1984 gehort er gemeinsam mit Enferococcus
faecium zur Gruppe der Enterokokken (Schleifer und Kilpper-Balz 1984). Das Bakterium
kommt in der nattrlichen Flora des menschlichen Darmes vor und kann tber die Nahrung
in den Mund und in der Folge in nekrotische oder bereits geftllte Wurzelkanile gelangen,

wenn der betroffene Zahn nicht suffizient koronal abgedichtet ist (Zehnder und
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Guggenheim 2009). Aufgrund seiner Robustheit und der unkomplizierten Kultivierung unter
aeroben sowie anaeroben Bedingungen wird E. faecalis von vielen Autoren in Studien zu
endodontologischen Fragestellungen eingesetzt (Baker et al. 2004; Brito et al. 2009; Bhuva
et al. 2010). E. faecalis ist in der Lage, Kohlenhydrate, Glycerin, Laktat, Malat, Zitrat, Arginin,
a-Ketosduren und Muzine zu verstoffwechseln (Ramsey et al. 2014) und hat zahlreiche
Virulenzfaktoren (Jett et al. 1994). Seine Pathogenitit besteht vorwiegend in seiner Resistenz
gegentiber hohen pH-Werten (Evans et al. 2002), Austrocknung, extremen Temperaturen
und osmotischem Stress (Gilmore 2002; Tendolkar et al. 2003). Das Bakterium ist resistent
gegen Antibiotika (Edmond et al. 1996) und toleriert lange Zeitraume ohne Nahrung (Figdor
et al. 2003). Dariiber hinaus ist es in der Lage, als Monokultur in gefillten Wurzelkanilen zu
tberleben (Molander et al. 1998; Sundqvist et al. 1998). E. faecalis ist Natriumhypochlorit
(NaOClI) gegentiber resistenter als andere Keime (Radcliffe et al. 2004). Gering
konzentriertes (1,3% und 2,5%) NaOCI eliminierte E. faecalis innerhalb von 40 min nicht,
wobei 5,25% NaOCI binnen 40 min eine vollstindige Bakterienfreiheit erzielte (Retamozo
et al. 2010). In einer anderen Studie fihrte 5,25% NaOCI bereits nach 2 min zu vollstindiger
Keimfreiheit (Radcliffe et al. 2004). E. faecalis ist resistent gegeniiber Kalziumhydroxid und
kann durch Biofilmbildung sogar reine Kalziumhydroxid-Oberflichen besiedeln (Distel et
al. 2002). E. faecalis ist in der Lage, binnen eines Tages bis zu 400 um tief in die Dentintubuli
zu penetrieren (Haapasalo und Orstavik 1987). Mit Verlingerung der Inkubationszeit stieg
die Penetrationstiefe nur geringfiigio an, die Anzahl der infizierten Dentintubuli nahm
hingegen stark zu (Haapasalo und Orstavik 1987). Das Bakterium kommt signifikant haufiger
bei asymptomatischen wund persistierenden Wurzelkanalinfektionen vor als  bei

symptomatischen und primiren Infektionen (Hancock et al. 2001; Rogas et al. 2004b).

2.5 Biofilm

Ein Biofilm ist ein komplexer Verbund aus Mikroorganismen, die in eine Matrix aus
bakteriellen extrazelluliren Polysacchariden eingebettet sind. Biofilme bilden sich an
Grenzflichen zwischen wissrigen und festen Phasen und sind in der Endodontie von grof3er
Bedeutung (de Paz 2007). In Biofilmen organisierte Bakterien sind in diesem Verbund
resistenter gegeniiber Antibiotika, Desinfektionsmitteln und dem Immunsystem des Wirtes
(Costerton et al. 1999; Smith und Hunter 2008) und kénnen Schwankungen des pH-Wertes
besser tolerieren als planktonisch lebende Bakterien (McNeill und Hamilton 2003). Die
Resistenz gegentiiber Antibiotika wird darin begriindet, dass sich Bakterien in Biofilmen

langsamer teilen als planktonisch lebende Bakterien (Donlan und Costerton 2002) und dass
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die gegentiber dem Antibiottkum besonders resistenten Bakterien (,persister) ihre
Resistenzgene an andere Bakterien vererben (Hall-Stoodley et al. 2004). E. faecalis bildet bei
lingerer Inkubation (77 d) einen filament6sen, stark verzweigten, 20-30 um dicken Biofilm
mit pilzférmigen Bakterienkolonien aus (Distel et al. 2002). Innerhalb der Polysaccharid-
Matrix des Biofilms befinden sich Wasserkanile, die den Austausch von Signalmolekiilen
zwischen den Bakterien (j,qguorum sensing"), den Nahrungsaustausch und den Abtransport von
Stoftwechselprodukten gewihrtleisten (Cook et al. 1998). ,,Quorum sensing* ist tir die korrekte

Differenzierung von bakteriellen Biofilmen essenziell (Davies 1998).

2.6 Schmierschicht

Bei der chemomechanischen Aufbereitung des Wurzelkanalsystems entsteht eine
Schmierschicht (,smear layer”) aus Mikroorganismen, Odontoblastenfortsitzen, Pulpagewebe
sowie anorganischer Zahnsubstanz (McComb und Smith 1975; Pashley 1992). Die
Schmierschicht verlegt die Kanaleinginge der Dentintubuli mit den darin enthaltenen
Bakterien (Mader et al. 1984; Aktener et al. 1989). Dadurch verhindert sie das Eindringen
der Spulflissigkeit in die Dentintubuli, sodass die Bakterien in diesen Bereichen von
antimikrobiellen Substanzen nicht erreicht werden (Mader et al. 1984). Die Dicke der
Schmierschicht betrigt je nach Untersuchung 1 um (Goldman et al. 1981), 1-2 um (Mader et
al. 1984) oder 2-5 um (Brinnstrom und Johnson 1974). Dartiber hinaus werden Anteile der
Schmierschicht durch die Wurzelkanalinstrumente zwischen 40 um (Mader et al. 1984) und
100 um (Aktener et al. 1989) in die Dentintubuli hineingepresst. Die Entfernung der
Schmierschicht wird empfohlen, da sie ein Findringen der Spulflissigkeiten in die
Dentintubuli verhindert (Mader et al. 1984), Bakterien und deren Stoffwechselprodukte
enthilt (McComb und Smith 1975) und ein Bakterienwachstum begiinstigt (Yang und Bae
2002). Cergneux et al. (1987) stellten fest, dass die Entfernung der Schmierschicht den
Randspalt zwischen Kanalwanddentin und Wurzelkanalfillung verringert. AufBlerdem

verbessert die Entfernung der Schmierschicht die Penetration verschiedener Sealer in die

Dentintubuli (White et al. 1987).

2.7  Waurzelkanalspiilung

Die mechanische Instrumentierung der Wurzelkanile ist oft unzureichend und grof3e Teile
der Wurzelkanalwand bleiben unbearbeitet (Wu und Wesselink 2001; Wu et al. 2003). In
ovalen Wurzelkanilen finden sich auf Arbeitslinge (AL) - 3 mm in 65% der Fille
unbearbeitete Kanalwandabschnitte (Wu und Wesselink 2001). Rédig et al. (2002) fanden
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heraus, dass bei der Aufbereitung ovaler Wurzelkanile mit Nickel-Titan-Instrumenten
durchschnittlich 19% des Kanalwanddentins nicht instrumentiert wurden, wobei bis zu 55%
der bukkalen und lingualen Extensionen der ovalen Kanile unbearbeitet blieben. In einer
Studie an extrahierten Oberkiefermolaren lag der Anteil an nicht instrumentierter
Kanalwandoberfliche bei durchschnittlich 47% in mesio-bukkalen Kanilen, 38% in disto-
bukkalen Kanilen und 39% in palatinalen Kanilen (Hubscher et al. 2003). Zudem ist das
apikale Delta von Wurzelkanilen hiufig stark verzweigt (Vertucci 2005). Dieses Kanalsystem
kann allein durch mechanische Bearbeitung nicht ausreichend von Biofilm, Bakterien,
organischem sowie anorganischem Gewebe befreit werden, da viele Bereiche nicht vom
endodontischen Instrumentarium erreicht werden (Carver et al. 2007; de Gregorio et al.
2009). Aus diesen Grinden kommt den Spulflissigkeiten in der Endodontie grofie
Bedeutung zu. Haapasalo et al. (2010) formulierten folgende Forderungen an eine ideale

Spulflissigkeit:

* Lubrikation wihrend der mechanischen Instrumentierung

* Herausspiilen von Debris aus dem Wurzelkanal

¢ Penetration in nicht instrumentierte Kanalabschnitte

¢ Aufl6sung von anorganischem Gewebe (Hydroxylapatit)

¢ Auflésung von organischem Gewebe (Pulpagewebe und Kollagen)

¢ Antimikrobielle Wirkung (Elimination von Bakterien und Pilzen, Zerstérung des

Biofilms)
* Entfernung der Schmierschicht (organisch/anorganisch)
¢ Keine Schadigung der Zahnhartsubstanzen

¢ Keine Irritation oder Schidigung von vitalem periapikalem Gewebe, keine zytotoxische

Wirkung

Bislang existiert keine Spiilfliissigkeit in der Endodontie, die all diese Forderungen
gleichzeitig erfillt (Haapasalo et al. 2010). Die am haufigsten eingesetzten Spulflissigkeiten
sind NaOCI, Ethylendiamintetraacetat (EDTA) und Chlorhexidin (CHX) (Zehnder 2006).

2.7.1 Natriumhypochlorit (NaOClI)

NaOCl ist die in der Endodontie am héufigsten eingesetzte Spullésung (Gomes et al. 2000),
da es effektiv vitales und nekrotisches pulpales Gewebe auflost (Rubin et al. 1979; Wayman

et al. 1979). Die Gewebe zersetzende Wirkung lasst sich durch Erh6hung der Temperatur
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nochmals steigern (Cunningham und Balekjian 1980; Moorer und Wesselink 1982). NaOCl
besitzt eine starke antibakterielle Wirkung und entfernt den organischen Teil der
Schmierschicht (Haapasalo et al. 2010). Es wird in wissriger Lésung in Konzentrationen von
0,5% bis 6% verwendet (Gomes et al. 2000; Haapasalo et al. 2010). Bei Kontakt mit Wasser
reagiert NaOCI stark basisch:

NaOCl + H,O = HCIO + OH + Na"

Es entsteht hypochlorige Sdure (HCIO). Diese wirkt als starkes Oxidationsmittel und
entfaltet ihre antimikrobielle Wirkung durch die Oxidation von Sulthydrylgruppen
essenzieller bakterieller Enzyme, wodurch der Stoffwechsel der Bakterienzelle zum Erliegen

kommt (Siqueira et al. 2000):
HCIO + H" + 2¢ — CI + H,O

Da die Chlorid-Ionen nur schlecht wasserloslich sind, entweichen sie bei fortbestehender
Reaktion als Chlorgas (Cly), das fir den charakteristischen Geruch von NaOCl
verantwortlich ist. Dentinspane reduzierten in einer In-vitro-Studie von Sirén et al. (2000)
die Wirkung von 1% NaOCI auf das Testbakterium E. faecalis signifikant. Harrison und Hand
(1981) fanden heraus, dass die Anwesenheit organischen Materials (Hefeextrakt) die
antibakterielle Effektivitit von 5,25% NaOCI signifikant verringerte. Dieser Effekt tritt
insbesondere bei niedrig konzentrierten NaOCI-Spiilungen auf. Ein hoheres Reservoir an
Chlorid-Ionen kann diesen Effekten entgegenwirken. Dieses Reservoir kann entweder durch
eine Erhohung der Konzentration der Spillosung oder durch die Vergréf3erung der Menge
an Spilflussigkeit geschaffen werden. Fine Erhéhung der Konzentration des NaOCI fiihrte
dazu, dass geringere Kontaktzeiten notig waren, um E. faecalis vollstindig zu eliminieren
(Gomes et al. 2000; Radcliffe et al. 2004). Aufgrund der Zytotoxizitit von NaOCI
(Kigtikkaya 2014) liegt es jedoch nahe, die Spulflissigkeit in mdglichst niedrigen
Konzentrationen einzusetzen. Haufiges Spiilen mit einer erh6hten Menge an NaOCI kann
die Verwendung niedriger konzentrierter NaOCI-Spiillésungen kompensieren (Siqueira et al.
2000). In der klinischen Praxis ist die Entscheidung, in welcher Konzentration NaOCI als
Spiilflussigkeit eingesetzt wird, immer ein Kompromiss aus dessen Zytotoxizitit und

antibakterieller Wirksambkeit.

2.7.2 Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

In der Endodontie wurde EDTA erstmals von Nygaard-Ostby (1957) zum Erschlie3en stark
kalzifizierter und schwer zu priparierender Wurzelkanile erwihnt. EDTA ist ein

sechszihniger Chelator und bildet stabile Komplexe mit mindestens zweiwertigen Kationen.
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Heutzutage wird es, neben Zitronensiure, in erster Linie zur Entfernung von Calcium (Ca**)
aus den anorganischen Bestandteilen der Schmierschicht und der Hydroxylapatit-Matrix des
Dentins eingesetzt (Scelza et al. 2003; Pérez-Heredia et al. 2008; Herrera et al. 2013).
Zwischen 17% EDTA und 10% Zitronensdure bestehen keine Unterschiede in der
Effektivitit der Schmierschichtentfernung (Scelza et al. 2003; Pérez-Heredia et al. 2008;
Herrera et al. 2013). Die antimikrobiellen und Gewebe auflésenden Eigenschaften von
NaOCl werden durch beide Spilfliissigkeiten stark eingeschrinkt (Baumgartner und Ibay
1987; Zehnder et al. 2005; Rossi-Fedele et al. 2012). Aus diesem Grund sollten EDTA und
NaOCl nicht alternierend eingesetzt werden (Zehnder 2006). Die Priparation der
Wurzelkanile wird durch die demineralisierende Wirkung von EDTA auf das
Kanalwanddentin erleichtert (Pérez-Heredia et al. 2008). Die dekalzifizierende Wirkung und
die Effizienz der Schmierschichtentfernung von EDTA kénnen durch Ultraschallaktivierung
nochmals gesteigert werden (Kuah et al. 2009; Herrera et al. 2013). Eine einminiitige Sptlung
mit 17% EDTA fihrte zur vollstindigen Entfernung der Schmierschicht (Calt und Serper
2002). Hiilsmann et al. (2003) empfehlen in einer Ubersichtsarbeit Einwirkzeiten von 1-5
min und Zehnder (20006) eine Einwirkzeit von mindestens 1 min bei einem Spiilvolumen von
5 ml. In Kombination mit NaOCl als Abschlusssptilung fiihrte EDTA bereits nach 1 min zu
einer effizienten Entfernung der Schmierschicht (Crumpton et al. 2005). Zehnminiitige
Einwirkzeiten von EDTA in Verbindung mit NaOCI verursachten starke peritubulire und

intertubuldre Dentinerosionen (Calt und Serper 2002).

2.8 Applikation der Spiilfliissigkeiten

2.8.1 Handspiilung und ihre Limitationen

Bei der konventionellen Handspiilung wird die Spilflissigkeit mit einer Einwegspritze aus
Kunststoff und einer Spiilnadel aus Stahl oder Nickel-Titan in den Wurzelkanal eingebracht.
Die Spitze der Spiilnadel sollte bei der Wurzelkanalspiilung méglichst weit nach apikal in den
Waurzelkanal inseriert werden, um eine optimale Effektivitit der Spilwirkung zu erreichen
(Sedgley et al. 2005). Ferner sollte der Wurzelkanal mindestens auf ISO-GréBe 35 pripariert
werden, sodass eine Spiilkantle der GrofBle 30 ohne Friktion auf AL - 1 mm eingebracht
werden kann (Zehnder 2006). Die Handspulung weist hinsichtlich ihrer antibakteriellen
Eigenschaften und der Reinigungswirkung zahlreiche Limitationen auf. Dazu zahlt der
mangelhafte Austausch der Spulflissigkeit nach Austritt aus der Kanilenspitze und die
geringen Stromungsgeschwindigkeiten, wodurch die Entfernung von Biofilm und Debris aus

dem Whurzelkanal erschwert wird (Boutsioukis et al. 2010; Gulabivala et al. 2010). Im
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Vergleich mit mechanisch aktivierten Spiltechniken wie Schall oder Ultraschall entfernt die
Handsptlung weniger Debris und nekrotisches Gewebe aus schwer zuginglichen Bereichen
des Wurzelkanalsystems (Burleson et al. 2007; Caron et al. 2010; Rédig et al. 2010) und hat

eine eingeschrinkte antibakterielle Wirksamkeit (Carver et al. 2007; Pasqualini et al. 2010).

2.8.2 Aktivierung der Spiillésung

Die antimikrobielle Wirksamkeit von NaOCI kann durch die Erhéhung des Spilvolumens
(Harrison und Hand 1981), der Konzentration (Gomes et al. 2000; Radcliffe et al. 2004), der
Temperatur (Gulsahi et al. 2014) und durch mechanische Aktivierung gesteigert werden

(Pasqualini et al. 2010).

Bei der mechanischen Aktivierung der Spulflissigkeit kommen verschiedene Techniken zum
Einsatz. Die Spulflussigkeit kann dabei durch manuelle Agitation mit einer
Guttaperchaspitze, Systeme mit apikalem negativem Druck (EndoVac, SybronEndo,
Orange, CA, USA) oder alternierenden Saug-Druck-Zyklen (RinsEndo, Dirr Dental,
Bietigheim-Bissingen), sowie Schall (EndoActivator, Dentsply Sirona, York, PA, USA) oder
Ultraschall appliziert und aktiviert werden. In der vorliegenden Studie wurde die

konventionelle Handspiilung mit insgesamt drei Schall- und Ultraschallsystemen verglichen.

Die gesteigerte Reinigungswirkung von schall- und ultraschallaktivierten Spiilflissigkeiten
wird ~ zwei  physikalischen  Effekten  zugeschrieben,  ndmlich  akustischen
Stromungsphianomenen (,,acoustic streaming”) und Kavitation. ,,Acoustic streaming® tihrt zu
erhohten Stromungsgeschwindigkeiten innerhalb der Spulflissigkeit (Ahmad et al. 1987) und
dadurch zu einer verbesserten Penetration der Spulflissigkeit in schwer zugingliche Bereiche

und einer effektiveren Desintegration bakterieller Biofilme (Joy et al. 2015).

Der Begriff Kavitation beschreibt die Entstehung und das Implodieren von Dampfblasen in
einer schall- oder ultraschallaktivierten Flissigkeit (Leighton 1994) und ist neben den
akustischen Stromungsphidnomenen fiir die verbesserte Reinigungswirkung der Schall- und
Ultraschallsysteme verantwortlich. Kavitationseffekte von ultraschallaktivierten Feilen
wurden in kiinstlichen Wurzelkanilen nachgewiesen (Lumley et al. 1993; Roy et al. 1994;

Macedo et al. 2014), wobei der erzielte Reinigungseffekt als synergistisch mit ,acoustic

streaming” betrachtet wird (Ahmad et al. 1987; Ahmad et al. 1988).

2.8.3 Erzeugung und Funktionsweise von Schall

Zur Schallaktivierung der Spilflissigkeit wurde in der vorliegenden Studie der

EndoActivator verwendet, ein batteriebetriebenes Gerit zur mechanischen Aktivierung von
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Spulflussigkeiten. Es stehen drei verschiedenen Polymeransitze zur Verfiigung (gelb 15/.02,
rot 25/.04 und blau, 35/.04). Laut Herstellerangaben soll der groftmogliche Ansatz gewihlt
werden, der beim Einbringen auf AL - 2 mm keine Friktion aufweist. Das Gerit kann mit
drei verschiedenen Geschwindigkeitsstufen betrieben werden, die der Hersteller mit 33 Hz,
100 Hz und 166 Hz angibt. Bei der Verwendung von Schallsystemen werden niedrigere
Strémungsgeschwindigkeiten und geringere Scherkrifte entlang der Wurzelkanalwand
erreicht als bei Ultraschallsystemen (van der Sluis et al. 2007). Mit der geringeren Frequenz
der Schwingung geht eine erhéhte Amplitude einher, die beim EndoActivator 1,2 mm an der
Spitze betrigt. Dadurch kommt es hiufiger zu Kontakten zwischen Kanalwanddentin und

Schallspitze, was Kavitationseffekte verhindert (Jiang et al. 2010).

Der EndoActivator ist der Ultraschallspilung hinsichtlich seiner antimikrobiellen
Wirksamkeit und der Entfernung von Debris und nekrotischem Gewebe unterlegen (Jiang
et al. 2010; Ordinola-Zapata et al. 2014), oder es fanden sich keine Unterschiede zwischen
den beiden Systemen (Klyn et al. 2010). In einer Studie von Mancini et al. (2013) entfernte
der EndoActivator signifikant mehr Schmierschicht als Ultraschall. Der EndoActivator
entfernte Debris, Schmierschicht und Bakterien effizienter als die Handsptlung (Caron et al.
2010; Pasqualini et al. 2010; Kumar et al. 2015). Andere Autoren ermittelten hinsichtlich der
antimikrobiellen Wirksamkeit und der Entfernung von Debris keine Vorteile gegeniiber der

Handsptlung (Brito et al. 2009; Li et al. 2015).

2.8.4 Erzeugung und Funktionsweise von Ultraschall

Ultraschallgerite wandeln elektrische Energie in Ultraschallwellen mit Frequenzen von 25-
30 kHz um, wobei zwei verschiedene Techniken, Magnetostriktion und Piezoelektrizitit, zur
Erzeugung von Ultraschallschwingungen zum Finsatz kommen (van der Sluis et al. 2007).
Magnetostriktion ist die hochfrequente Verformung eines ferromagnetischen Materials,
beispielsweise eines Nickelstabes, in einem elektromagnetischen Feld. Piezoelektrizitit
beschreibt die Verformung dielektrischer Kristalle beim Anlegen einer elektrischen
Spannung. Bei beiden Systemen wird die entstandene Schwingung auf eine oszillierende Feile
tbertragen. Wird Ultraschall dazu eingesetzt, Spulflissigkeiten in Wurzelkanilen zu
aktivieren und so deren Gewebe auflésende oder antimikrobielle Figenschaft zu erhohen,
ohne gleichzeitig den Wurzelkanal zu priparieren, spricht man von passiver

Ultraschallaktivierung,

Der Begriff passive Ultraschallaktivierung grenzt diese Methode bewusst von dem aktiven

Einsatz ultraschallbetriebener Insttumente in der Endodontie ab, bei dem eine schneidende
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Wirkung der Feile auf das Dentin gewtinscht ist. Derartige Instrumente werden u. a. fir die
Freilegung von Waurzelkanaleingingen verwendet (Martin et al. 1980; Martin und
Cunningham 1984).

Innerhalb der passiven Ultraschallaktivierung der Wurzelkanalsptilung haben sich wiederum
zwei verschiedene Techniken etabliert: Wird nach der Handsptlung die Spulflassigkeit im
Wurzelkanal in einem zweiten Schritt durch eine Ultraschallfeile aktiviert, so handelt es sich
um ecine intermittierende Ultraschallaktivierung (,,ntermittent flush*). Bei der kontinuierlichen
Ultraschallaktivierung (,,continnous flush*) wird durch eine ultraschallaktivierte Sptlkantile
Spiilflussigkeit appliziert, sodass Spilung und Aktivierung der Spulfliissigkeit gleichzeitig

stattfinden.

2.8.5 Ultraschall - ,,intermittent flush“ (US-IF)

US-IF beschteibt eine ultraschallaktivierte Feile aus Stahl oder Nickel-Titan, die im Wechsel
mit der konventionellen Handspiilung eingesetzt wird. Der Austausch der Spulflissigkeit
erfolgt also durch Handsptlung, ihre Aktivierung erfolgt durch Ultraschall. US-IF ist der
konventionellen Handsptilung hinsichtlich der antimikrobiellen Wirksamkeit (Ahmad 1989;
Carver et al. 2007) und der Fihigkeit, nekrotisches Gewebe und Debris aus Isthmen und
apikalen Kanalabschnitten zu entfernen, iiberlegen (Cameron 1987; Gutarts et al. 2005;
Burleson et al. 2007; Rodig et al. 2010). Aulerdem kann die Spulfliissigkeit bei US-IF tiefer
in die Dentintubuli eindringen als bei Schallaktivierung und Handsptilung (Paragliola et al.
2010). Andere Autoren kamen allerdings zu dem Schluss, dass zwischen US-IF und
Handspiilung hinsichtlich der Reinigungswirkung (Mayer et al. 2002) und der
antimikrobiellen Wirksamkeit (Barnett et al. 1985; Bhuva et al. 2010) keine Unterschiede

bestehen.

2.8.6 Ultraschall - ,,continuous flush*“ (US-CF)

Bei der kontinuierlichen Ultraschallaktivierung finden Spul- und Aktivierungsvorgang
simultan statt. Dabei wird eine Spiilkaniile verwendet, die gleichzeitig Spilfliissigkeit fordert
und im Ultraschallbereich oszilliert. Gutarts et al. (2005) zeigten in einer In-vivo-Studie an
mesialen Kanilen menschlicher Molaren, dass physikalische Effekte wie ,acoustic streaming*
und Kavitation auch bei ultraschallaktivierten Spilnadeln auftreten. Curtis und Sedgley
(2012) und Jiang et al. (2012) fihrten In-vitro-Studien an geraden Wurzelkanilen durch und
stellten fest, dass US-CF mehr Debris aus apikalen Kanalanteilen entfernte als die

Handsptlung. Adcock et al. (2011) verglichen die Effektivitit der Debris-Entfernung von
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US-CF und der Handspiilung aus Isthmen mesialer Wurzelkanile unterer Molaren und
konnten eine signifikant bessere Reinigungswirkung fir die kontinuierliche
Ultraschallaktivierung nachweisen. Gutarts et al. (2005) erzielten durch US-CF in einer In-
vivo-Studie an Molaren signifikant sauberere Isthmen als mit der Handspiilung. In einer
weiteren klinischen Studie von Butleson et al. (2007) befand sich nach chemo-mechanischer
Aufbereitung der Wurzelkanile unterer Molaren nach kontinuierlicher Ultraschallsptlung
signifikant weniger nekrotisches Gewebe in den apikalen Kanalanteilen und Isthmen als in

den Wurzelkanilen der Gruppe Handsptlung.

Kommerzielle Beispiele fiir Systeme zur kontinuierlichen Ultraschallaktivierung sind
ProUltra PiezoFlow (Dentsply Tulsa Dental Specialities, Tulsa, OK, USA) und VPro
StreamClean (Vista Dental, Racine, WI, USA). Des Weiteren wurden bereits eigens von
Autoren entwickelte US-CF-Gerite in der Forschung eingesetzt (Gutarts et al. 2005;
Burleson et al. 2007; Carver et al. 2007).
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3 Fragestellung

Das Ziel der Studie war es, die antimikrobielle Wirksamkeit der schallaktivierten sowie zweier
verschiedener ultraschallaktivierter Wurzelkanalsptltechniken (US-IF und US-CF) im
Vergleich zur konventionellen Handsptlung anhand eines E. faecalis-Biofilm-Modells zu

untersuchen.
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4 Material und Methode

4.1  Auswahl und Vorbereitung der Zihne

Fir die vorliegende Studie wurden einwurzelige, gerade menschliche Zihne mit einer
Waurzellinge von mindestens 15 mm verwendet, die unmittelbar nach der Extraktion in
thymolhaltigem Leitungswasser aufbewahrt wurden. Es erfolgte das Abtrennen der
Zahnkronen mit Hilfe einer diamantierten Schleifmaschine (S-U Super Cut, Schuler Dental,
Ulm), sodass die Wurzelkanile eréffnet wurden. Wahrend dieses Vorgangs wurden die
Waurzelkanile wiederholt mit Reamern der ISO-Gr68e 10 (VDW, Minchen) sondiert und
dabei auf Gingigkeit, Linge und akzessorische Kanile tiberpriift. Der Reamer wurde dabei
so tief in den Wurzelkanal inseriert, bis die Instrumentenspitze am apikalen Foramen zu
erkennen war. In dieser Position wurde die Arbeitslinge mit einem Gummistopper am
Instrumentenschaft markiert. Als Referenzpunkt diente die plangeschliffene Fliche des
koronalen Wurzelabschnitts. Das apikale Foramen wurde zudem unter Zuhilfenahme einer

Lupenbrille auf seine Unversehrtheit iberprift.

Der Reamer wurde aus dem Wurzelkanal entfernt und die Linge des Instruments mit einer
Minifix-Messlehre (VDW) bestimmt. Zahne mit einer Wurzellinge unter 15 mm wurden
direkt verworfen. Ziahne mit einer Wurzellinge tber 15 mm wurden weiter von koronal
gekiirzt, bis eine Liange von 15 mm erreicht war. Bei Vorliegen akzessorischer Wurzelkanile
oder Isthmen sowie bei Obliterationen des Wurzelkanals wurde der Zahn aussortiert. Ein
nicht abgeschlossenes Wurzelwachstum sowie vorherige endodontische Behandlungen
waren ebenfalls Ausschlusskriterien. Mit einem Reamer der ISO-GréBe 20 wurde der
Durchmesser des apikalen Foramens tberprift und Zahne mit einem gréf3eren Foramen als
0,2 mm aus der Untersuchung ausgeschlossen. Die auf diese Weise vorbereiteten Proben

wurden erneut in thymolhaltigem Leitungswasser aufbewahrt.

Im Anschluss wurden die Zihne mit Hilfe eines Ultraschallscalers von Konkrementen sowie
von dufleren Verunreinigungen befreit. Unter Wasserkithlung wurden mit einem 2,5 mm
breiten diamantierten Priparationszylinder (Meisinger, Neuss) standardisierte Vertiefungen
von 3 mm Lange prapariert, die der Simulation des Pulpenkavums und als Reservoir fur die

Spuilflussigkeit dienten.
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4.2  Priparation und Spiilung der Zihne

Um standardisierte Wurzelkanile mit mdéglichst gleichen Volumina und Konizititen zu
erhalten, erfolgte die maschinelle Priparation mit FlexMaster Nickel-Titan-Instrumenten
(VDW) von koronal nach apikal (,,cromwn-down‘“Technik) bis zur GroBe 40/.02. Bei der
maschinellen Aufbereitung wurde fir jeden Arbeitsschritt die vom Hersteller vorgegebene
Sequenz mit den entsprechenden Umdrehungs- und Drehmomentwerten am Endo-Motor
(Endo IT professional, Aseptico Inc., Woodinville, WA, USA) eingestellt. Die Arbeitslinge
wurde auf 14 mm festgelegt. Die Priparationssequenzen und deren Reihenfolge sind in

Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: InstrumentengréBen und zugehdrige Arbeitslingen bei der maschinellen Priparation der

Wurzelkanile. FM = FlexMaster, AL = Arbeitslinge

Eindringtiefe

Instrument

FM 30/.06 AL - 6 mm
FM 25/.06 AL - 4 mm

L -+~
EECT -
T
o |8

Vor Beginn der Praparation wurde der Wurzelkanal mit 1% NaOCI aufgefiillt. Zum Spiilen
wihrend der Priparation der Zihne wurden 5-ml-Discardit-11-Kunststoffspritzen (Becton
Dickinson, Fraga, Spanien) mit Spiilkanilen mit einem Aullendurchmesser von 0,3 mm
(Endo-EZE, Ultradent Products, South Jordan, UT, USA) verwendet. Die Arbeitslinge der

jeweiligen Feile wurde mit Hilfe eines Gummistoppers markiert.

Nach jedem Instrumentenwechsel erfolgte eine Spiilung des Wurzelkanals mit 2 ml 1%
NaOCI. Nach Applikation von 1 ml NaOCl wurde mit einem Reamer der ISO-Gré3e 10 die
Arbeitslange rekapituliert, um eine Verblockung der apikalen Konstriktion des Wurzelkanals
durch Dentinspine zu verhindern. AnschlieBend wurde der Spiilvorgang fortgesetzt. Als

Abschlussspiilung dienten 5 ml 19% EDTA (Calcinase, Lege Artis, Dettenhausen), gefolgt
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von 5 ml 1% NaOCL Die Spiildauer betrug jeweils 2 min. AnschlieBend wurden die Zihne
fir 2 min in ein Ultraschallbad mit 19% EDTA gelegt, um die priparationsbedingte
Schmierschicht zu entfernen. Zehn Zihne wurden randomisiert ausgewihlt und fur die
spitere Verwendung zur Kontrolle im Rasterelektronenmikroskop (REM) separat

aufbewahrt.

4.3 Herstellung und Autoklavierung der Priifkérper

Vor dem Einbetten der Zihne in Paladur wurde der Apikalbereich mit einem flieBfdhigen
Komposit (Venus Flow, Heraeus, Hanau) versiegelt. Um auszuschlieBen, dass eventuell
vorhandenes Restmonomer eine bakterizide Wirkung hat, wurden in einem Vorversuch zwei
Reagenzglischen vorbereitet, die beide eine Bakteriensuspension mit gleich hoher
Bakteriendichte enthielten. Die Bakteriendichte wurde zuvor spektrophotometrisch
bestimmt (siche 4.5 Herstellung der Bakteriensuspension). In eines der beiden
Reagenzglischen wurde ein Streifen lichtgehirtetes Komposit gegeben. Beide Glischen
wurden zur Inkubation bei 37 °C fir 72 h in den Brutschrank (Thermo Scientific, Heraeus)
gestellt. Nach dieser Zeit wurden die Extinktionen der beiden Bakteriensuspensionen erneut
gemessen. In beiden Reagenzglischen hatte ein exponentielles Bakterienwachstum
stattgefunden und es bestanden keine Unterschiede zwischen den Extinktionswerten der
Probe mit Komposit und der Probe ohne Komposit. Nach der Versiegelung der
Waurzelspitzen mit flieBfihigem Komposit erfolgte das Einbetten der Zihne in chemisch
hirtenden Kunststoff (Paladur, Heraeus). AnschlieBend wurden die Priifkérper fir 20 min

bei 121 °C autoklaviert. Abbildung 1 zeigt einen fertiggestellen Priifkorper.
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Abbildung 1: In Kunststoff eingebetteter Zahn mit pripariertem Wurzelkanal

4.4 Ubersicht iiber den Hauptversuch

Fir die vorliegende Studie wurden insgesamt 70 Prifkorper hergestellt. Sechzig Prifkorper
wurden randomisiert in vier experimentelle Gruppen sowie eine Negativ- und eine
Positivkontrollgruppe aufgeteilt (n = 10). Die verbleibenden zehn Priifkérper wurden in zwei
Gruppen zum Nachweis der Schmierschichtentfernung und zum Nachweis des E. faecalis-
Biofilms im REM aufgeteilt (n = 5). Abbildung 2 gibt einen Uberblick iiber den
Versuchsablauf.
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Herstellung der Priifkérper, Schmierschichtentfernung, Autoklavierung (n = 70)

A 4 A

Experimentelle Gruppen + Kontrollgruppen (n = 60) REM-Kontrolle (n = 10)
Negativ Positiv Hand Schall US-IF US-CF SL BF
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=5) (n=5)
v v v v v v
Infektion mit E. faecalis Infektion mit
E. faecalis
v v Y v
Desinfektion
v h 4 4 4 v v v
Probenentnahme, Kultivierung, Statistische Auswertung Fixation, Spaltung,

Betrachtung im REM

Abbildung 2: Flussdiagramm tiber den Versuchsablauf. Negativ = Negativkontrolle, Positiv =
Positivkontrolle, Hand = Handsptilung, Schall = Schallaktivierung, US-IF = Intermittierende
Ultraschallaktivierung, US-CF = Kontinuietliche Ultraschallaktivierung, SI. = Schmierschicht, BF =
Biofilm, REM = Rasterelektronenmikroskop

4.5 Herstellung der Bakteriensuspension

Zur Herstellung der Bakteriensuspension wurde ein 10-ml-Rohrchen |, brain heart infusion
broth* (BHI) (Oxoid, Hampshire, England) mittels 10-pl-Impfschlinge mit 10 pl einer
Reinkultur von E. faecalis (Stamm ATCC 29212) inokuliert. Die so entstandene Kultur wurde
fir 24 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Um die Reinheit der Kultur zu tiberpriifen,
wurden 10 pl Flussigkeit mit einer Impfschlinge auf je einer Blutagarplatte (Columbia
Blutagar, Biomérieux, Craponne, Frankreich) ausgestrichen, diese danach fiir 24 h bei 37 °C
in einem Brutschrank inkubiert und anschlieBend visuell auf Homogenitit der

Bakterienkolonien tiberpriift.

Nach 24 h Inkubation erfolgte die Verdinnung die Bakteriensuspension auf eine
reproduzierbare Bakteriendichte. Mit einem Spektrophotometer (BioPhotometer plus,
Eppendorf, Hamburg) wurde zunichst bei 600 nm Wellenlinge die Ausgangsextinktion der
Suspension bestimmt. Dann wurde die Suspension mittels einer geeichten 1000-ul-Pipette
(Eppendorf) sukzessive mit reiner BHI verdinnt, bis der gewtinschte Extinktionswert von
0,3 bei 600 nm Wellenlange erreicht war. Dieser Wert entspricht einer Bakteriendichte von
1,5 x 10® Baktetien pro ml oder aber einem McFarland Standard von 0,5 bei einer

homogenen Escherichia coli-Suspension (Hockett et al. 2008). Alle Proben wurden mit einer
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500-ul-Pipette aus der Mitte des Becherglases entnommen. Die Extinktionsmessungen
fanden in 500-pl-Kunststoftkivetten (Sarstedt, Nimbrecht) statt. Der Rithrmechanismus
wurde wihrend der Probenentnahme nicht unterbrochen, um méglichst homogene Proben
zu gewinnen. Nach Abschluss der Verdinnung wurden 2 ml der Bakteriensuspension mit

einer sterilen Kunststoffspritze aus der Mitte des Becherglases aufgenommen.

4.6 Infektion der Priifkérper

Vor dem Beimpfen der 65 Prufkérper erfolgte deren randomisierte Aufteilung in acht
Gruppen. Die Prifkorper der experimentellen Gruppen, die Positivproben und die Proben
fir den Nachweis des Biofilms im REM wurden mit einer 2-ml-Spritze sowie einer Endo-
EZE-Sptlkaniile der Gréfe 30 mit der Bakteriensuspension beimpft. Die nach Gruppen
beschrifteten und mit dem Tagesdatum versehenen Schalen wurden darauthin zur aeroben
Inkubation bei 37 °C fiir 72 h in den Brutschrank gestellt. Abbildung 3 zeigt die Beimpfung
der Prafkorper.

Abbildung 3: Infektion der Prifkérper mit E. faecalis

Nach 24 h und 48 h wurde frische Bakteriensuspension hergestellt und eine Nachimpfung
der Proben nach dem gleichen Protokoll durchgefithrt. Die Negativproben wurden mit

steriler Nahrl6sung gefiillt und ebenfalls fiir 72 h aerob im Brutschrank inkubiert.
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4.7  Desinfektion der Priifkérper

Nach der Inkubation der Priifkérper im Brutschrank erfolgte die Desinfektion der
Waurzelkanile in den vier experimentellen Gruppen nach dem in Tabelle 2 dargestellten
Sptilprotokoll. Die Desinfektion fand in allen Gruppen mit jeweils 6 ml 1% NaOCI statt,

welches mit 5-ml-Spritzen appliziert wurde.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Spiilmethoden. AL = Arbeitslinge, Positiv =
Positivkontrolle, Hand = Handsptilung, Schall = Schallaktivierung, US-IF = Intermittierende
Ultraschallaktivierung, US-CF =  Kontinuierliche  Ultraschallaktivierung, NaOCl =
Natriumhypochlorit, NaCl = Kochsalzlésung

Versuchs-

Positiv

gruppe

AL -1 mm AL -1 mm AL - 2 mm AL -1 mm AL -1 mm
3x30s 3x30s 3x30s 3x30s 3x30s
spiilen spilen spilen spilen spilen
3x30s 3x30s 3x30s 3x30s 3x30s
einwirken einwirken aktivieren aktivieren aktivieren
6 ml 6 ml 6 ml 6 ml 6 ml

Spiillésung

0,9% NaCl 1% NaOCl 1% NaOCl 1% NaOCl 1% NaOCl
Abschluss- 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml

spiillung 0,9% NaCl  0,9% NaCl 0,9% NaCl 0,9% NaCl 0,9% NaCl

Als Spiilkantle wurde eine Endo-EZE-Kaniile der Gro3e 30 verwendet, mit deren Hilfe 2
ml NaOCl in 30 s appliziert wurden (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Kunststoffspritze mit Spiilkaniile und Gummistopper zur Lingenmarkierung

Die Spiilkantle wurde hierzu mittels Gummistopper markiert und auf AL - 1 mm in den
Wurzelkanal eingebracht. In den verschiedenen experimentellen Gruppen wirkte die
Spulflissigkeit entweder 30 s ein oder wurde fiir 30 s aktiviert (Tabelle 2). Nach drei dieser
Zyklen war die Desinfektion nach einer standardisierten Dauer von 3 min abgeschlossen und
die Wirkung des NaOCI wurde durch eine Spilung mit 3 ml isotonischer Kochsalzl6sung
(0,9% NaCl) (B. Braun, Melsungen) unterbrochen.

Die Sptlung der Priifkérper der Positivkontrolle erfolgte wie in der Gruppe Handsptilung
mit insgesamt 9 ml NaCl mit einer 5 ml Spritze und einer Endo-EZE-Kaniile der Grof3e 30.
Bei der Handspiilung und der Positivkontrolle fand zwischen den drei oben beschriebenen

Spiilintervallen keine mechanische Aktivierung der Spiulfliissigkeit statt.

Fir die Schallaktivierung der Spilfliissigkeit wurde der EndoActivator (Dentsply Tulsa
Dental Specialities, Tulsa, OK, USA) mit einem Ansatz der Gréfle medium/rot versehen
(Abbildung 5). Dieser Ansatz der GroBe 25/.04 weist eine Arbeitslinge von 22 mm auf. Er
wurde entsprechend der Herstellerempfehlungen ausgewihlt. Dabei soll der gro3tmogliche
Ansatz, der bei Insertion in den Wurzelkanal auf AL - 2 mm keine Friktion aufweist,
verwendet werden. Von drei verfigbaren Intensititen wurde die hochste

Leistungseinstellung mit einer Frequenz von 166 Hz ausgewihlt und fiir 3 x 30 s aktiviert.
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Abbildung 5: EndoActivator (Dentsply) mit dem Ansatz der GroBe 25/.04

Fir die Aktivierung der Spiilflissigkeit mittels US-IF wurde ein VDW Ultra Ultraschallgerit
mit einer Feile der ISO-GroBe 15 (VDW) verwendet (Abbildung 6). Am Gerit wurde die
héchste Intensitit innerhalb der fiir die Wurzelkanalspiilung vorgesehenen Skala eingestellt
(25%0). Die Feile wurde auf AL - 1 mm in den Wurzelkanal inseriert und fiir 3 x 30 s aktiviert.

AnschlieBend wurde die Spilfliissigkeit durch Handsptlung ausgetauscht.

Abbildung 6: VDW Ultra Spulgerit mit Feile der ISO-GréBe 15
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In der Gruppe US-CF kam eine individuell modifizierte, ultraschallaktivierte Sptlkaniile zum
Einsatz (Abbildung 7). Die Aktivierung wurde mit dem Piezon Master 600 (Electronic
Medical Systems, Nyon, Schweiz) durchgefithrt. Das Ultraschallgerit wurde nach den
Empfehlungen des Herstellers auf eine Intensitit von 30% eingestellt. Das Handsttick wurde
mit einem Ultraschallansatz versehen, in dessen ruckseitige Krimmung ein kleines Loch
gebohrt und eine Endo-EZE-Sptilkantle der Grofie 30 eingefihrt wurde. Diese war mit
einem Perfusorschlauch (Fresenius Kabi, Bad Homburg) verbunden, an dessen anderem
Ende eine mit Spulflussigkeit geftllte 5-ml-Spritze befestigt war. Die ultraschallaktivierte
Sptilnadel wurde auf AL - 1 mm in den Wurzelkanal eingebracht, wobei die Spilfliissigkeit
simultan  appliziert wurde. Auf einen 30 s dauernden kombinierten Spil-

/ Aktivierungsvorgang folgten jeweils 30 s Einwirkzeit.

=1 /NI

Abbildung 7: Apparatur zur kontinuierlichen Ultraschallspiilung (US-CF)

4.8 Probenentnahme und Probenkultivierung

Es wurden jeweils zehn Priifkérper einer Versuchsgruppe nach dem zuvor beschriebenen
Protokoll gesptlt und direkt im Anschluss die mikrobiellen Proben entnommen. Dazu
erfolgte zunichst eine Spilung mit 3 ml 0,9%-NaCl-Injektionslésung, um verbliebenes
NaOCl aus dem Wurzelkanal zu entfernen sowie die Trocknung der Wurzelkanile mit einer

Papierspitze der ISO-GréBe 40 (Orbis Dental, Minster). Diese Papierspitze wurde in ein
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2-ml-Eppendorf-Réhrchen gegeben, in dem sich 500 ul NaCl befanden. Dann wurde die
Wurzelkanalwand nacheinander mit drei Hedstrém-Feilen der ISO-GroBen 40, 45 und 50
(VDW) zirkumferent instrumentiert, bis sich in den Schneiden Dentinspine angesammelt
hatten. Diese drei Feilen wurden ebenfalls in das Eppendorf-Roéhrchen gegeben, welches

anschlieSend fir 20 s gevortext wurde.

4.8.1 Probenentnahme in den Versuchsgruppen

Nach Entnahme der Instrumente und der Papierspitze erfolgte kurz vor der
Probenentnahme eine erneute Durchmischung fir jeweils 5 s. Im Anschluss wurden mit
ciner Eppendorf-Pipette 25 pl der Flissigkeit aus dem unteren Drittel des Eppendorf-
Rohrchens entnommen und in der Mitte einer zuvor beschrifteten Blutagarplatte mit einem
Plattierspatel ausplattiert. Dieser Vorgang wurde fir jedes Eppendorf-Réhrchen, also auch
fur jeden Prifkorper, drei Mal durchgefihrt. Entsprechend konnten fir jede Gruppe

abschlieend 30 Blutagarplatten ausgewertet werden.

4.8.2 Probenentnahme in der Positivkontrolle

Die Probenentnahme aus den Wurzelkanilen der Positivkontrolle erfolgte wie in Abschnitt
4.8.1 beschrieben, auller dass die Proben mit NaCl Losung auf 1:200 verdinnt wurden.
Nachdem die verdiinnten Proben fiir 20 s gevortext worden waren, erfolgten ebenfalls die
Entnahme von 25 ul und das Ausplattieren auf einer Blutagarplatte. Dieser Vorgang wurde
wie bei den Versuchsproben pro Prifkorper drei Mal durchgefiihrt. Alle Blutagarplatten
kamen direkt im Anschluss an die Probenentnahme bei 37 °C fiir 24 h zur Inkubation in den

Brutschrank.

4.9  Auswertung der Proben

Nach einer Inkubation von 24 h wurden die Blutagarplatten digital fotografiert und die
Auszihlung der Koloniebildenden Finheiten (KBE) erfolgte mit Hilfe der Software
OpenCFU (Quentin Geissmann, London, England). Abbildung 8 zeigt eine Blutagarplatte

mit Bakterienkolonien.
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Abbildung 8: Blutagarplatte mit Bakterienkolonien

Die 1:200 verdinnten Proben der Positivkontrolle wurden auf die Ausgangskeimzahl
hochgerechnet, um eine Vergleichbarkeit mit den unverdinnten Proben der
Versuchsgruppen zu gewihrleisten. In der nachfolgenden statistischen Auswertung dienten
die Keimzahlen der Positivgruppen als Referenz fiir die prozentuale Keimreduktion in den

Versuchsgruppen.

4.10 Nachweis der Schmierschichtentfernung und des Biofilms im

Rasterelektronenmikroskop

Um eine vollstindige Entfernung der Schmierschicht vor dem Beimpfen der Proben mit E.
faecalis und eine homogene Biofilmbildung durch das Infektionsprotokoll nachzuweisen,
wurden zehn Zihne fir die Betrachtung im REM vorbereitet. Jeweils finf Zahne dienten

zum Nachweis der Schmierschichtentfernung und fiinf zum Nachweis des Biofilms.

4.10.1 Vorbereitung der Zihne zum Nachweis der Schmierschichtentfernung

Nach Dekoronation, Priparation der Wurzelkanile mit Nickel-Titan-Instrumenten und
Schmierschichtentfernung mit EDTA im Ultraschallbad wurden an finf Zihnen mit einer

Trennscheibe longitudinale Sollbruchstellen angelegt. Im Anschluss wurden die Zihne mit
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einem sterilen Hebel nach Bein lings gespalten. Die Wurzelhilften wurden auf Metallpins

geklebt und fiir 24 h getrocknet.

4.10.2 Vorbereitung der Zihne zum Nachweis des Biofilms

Die mit E. faecalis infizierten Wurzelhilften wurden drei Mal in jeweils 50 ml 0,9%-NaCl-
Losung geschwenkt und fir 24 h in einen Behilter mit Paraformaldehyd-Fixierlosung
gegeben. Nachfolgend erfolgte die Substitution der Fixierlésung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe mit 70%, 80%, 90% und 100% Ethanol. Dann wutrden die Zahnhilften mit
Hilfe der Kiritische-Punkt-Trocknung getrocknet und auf Metallpins geklebt. Die so
vorbereiteten Proben wurden unter Argon-Atmosphire mit einem Sputterfilm aus Gold

versehen (SEM Coating System, Fisons Instruments, East Sussex, UK).

4.10.3 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Mit einem REM (Zeiss Ultra Plus, Catl Zeiss AG, Oberkochen) wurden Mikrofotografien
beider Gruppen in 500facher und 5000facher VergroBerung angefertigt.



5 Ergebnisse 31

5  Ergebnisse

5.1 Rasterelektronenmikroskopische Auswertung

5.1.1 Nachweis der Schmierschichtentfernung

Zum Nachweis der Schmierschichtentfernung wurden Mikrofotografien der zehn
Zahnhilften in 500facher Vergroflerung angefertigt. Die Mikrofotografien belegen die
vollstindige Entfernung der Schmierschicht mit 17%-EDTA-Spilung und 17%-EDTA-
Ultraschallbad (Abbildung 9).

20 um HS: 5.00 kV Detector: InLens Bl.: 10.00 pm 24 Feb 2015
WD: 3.8 mm Verg.: 500 X Photo Nr. = 414

Abbildung 9: Mikrofotografie einer Wurzelkanaloberfliche nach Schmierschichtentfernung
(500fache VergréBierung). HS = Hochspannung, Bl = Blende, WD = Arbeitsabstand

5.1.2 Nachweis des Biofilms

Zum Nachweis der Biofilmbildung nach der Infektion mit E. fzecalis und 72 h Inkubation
wurden Mikrofotografien der zehn Zahnhilften in 5000facher Vergrolerung angefertigt.
Simtliche Fotografien zeigen eine dichte Besiedelung der Wurzelkanaloberflichen mit E.
faecalis. Abbildung 10 zeigt eine von E. faecalis besiedelte Wurzelkanalwand mit der typischen

tubuldaren Struktur des Dentins und Bakterien in den Dentinkanalchen.
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2 um HS: 5.00 kV Detector: InLens Bl.: 10.00 pm 24 Feb 2015

WD: 5.7 mm Verg.: 5,00 KX Photo Nr. = 417

Abbildung 10: Wurzelkanaloberfliche mit E. faecalis-Biofilm (5000fache VergroBerung). HS =
Hochspannung, Bl = Blende, WD = Arbeitsabstand

5.2  Deskriptive Auswertung

Die folgenden Darstellungen sowie alle statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe der
Software Statistica 10 (StatSoft, Tulsa, OK, USA) erstellt. Die Berechnung der
nichtparametrischen Verfahren erfolgte in SAS 9.2 mit Hilfe des SAS-Makros F1-LD-F1
(Brunner et al. 2002). Bei der Auswertung der Negativkontrolle zeigte sich kein
Bakterienwachstum, bei allen Proben der Positivkontrolle waren die Blutagarplatten dicht
mit E. faecalis besiedelt. In den experimentellen Gruppen fand eine signifikante Reduktion
der KBE im Vergleich zur Positivkontrolle statt. In Tabelle 3 sind Medianwerte, Mittelwerte,
Standardabweichungen, Standardfehler und Konfidenzintervalle der KBE der einzelnen
Versuchsgruppen dargestellt. Bei der Betrachtung der Mittelwerte zeigte sich eine Reduktion
der Keimzahl um 99,6% in der Gruppe Handspiilung, um 98,9% in der Gruppe Schall, um
99,2% in der Gruppe US-IF und um 99,9% in der Gruppe US-CF in Bezug auf die

Positivkontrolle.
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Tabelle 3: Darstellung von Median, Mittelwert, Standardabweichung, Standardfehler und
Konfidenzintervall der ausgezihlten Koloniebildenden Einheiten. Negativ = Negativkontrolle,
Positiv. = Positivkontrolle, Hand = Handsptlung, Schall = Schallaktivierung, US-IF =
Intermittierende Ultraschallaktivierung, US-CF = Kontinuierliche Ultraschallaktivierung, KBE =
Koloniebildende Einheiten, SD = Standardabweichung, SE = Standardfehler, KI =

Konfidenzintervall

Median Mittelwert KI KI

Gruppe

130300 141073 94657 17282 105727 176419
206,5 5446 7300 1333 272,0 817,2
87,0 2022 5842 1067 -160,0 4203
147,0 1081 1587  289,7 488.8 1674
67,0 197,7 2891 528 89,7 305,7

(-95%) (+95%)
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Abbildung 11 zeigt die Anzahl der KBE der Negativkontrolle, der Positivkontrolle und der

experimentellen Gruppen auf den Blutagarplatten anhand einer Kastengrafik (,,box plot”).
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Abbildung 11: ,,box plots“ der Gruppen im Vergleich. KBE = Koloniebildende Einheiten, Negativ =
Negativkontrolle, Positiv = Positivkontrolle, Hand = Handspiilung, Schall = Schallaktivierung, US-

IF = Intermittierende Ultraschallaktivierung, US-CF = Kontinuierliche Ultraschallaktivierung

Um die Ergebnisse der experimentellen Gruppen grafisch besser veranschaulichen zu
konnen, wurde in Abbildung 12 die Skalierung der Y-Achse so verindert, dass auf die
Darstellung der Positivkontrolle und der drei Ausreil3er der Gruppe Schall verzichtet wurde.
Aus dieser Darstellung lisst sich entnehmen, dass die Medianwerte sich nicht annidhernd in
der Mitte der ,,box plots“ befinden. Damit ist das wesentliche Kriterium fir eine Gaul3sche
Normalverteilung der Ergebnisse nicht erfillt und die Ergebnisse sind fiir parametrische
Testverfahren nicht geeignet. Aus diesem Grunde wurde fir die in Kapitel 5.3 beschriebene

statistische Auswertung ein nichtparametrisches Testverfahren gewibhlt.
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Abbildung 12: ,,box plots “ der experimentellen Gruppen ohne Positivkontrolle und der Messwerte des
Zahns Nummer sechs der Gruppe Schall. KBE = Koloniebildende Einheiten, Negativ =
Negativkontrolle, Hand = Handspiilung, Schall = Schallaktivierung, US-IF = Intermittierende

Ultraschallaktivierung, US-CF = Kontinuierliche Ultraschallaktivierung

Zur Vorbereitung der statistischen Auswertung wurden aus den Messwerten mittlere Range
generiert und in relative Effekte (RTE = | relative treatment effects”) transformiert.
Unterschiedlich gro3e RTE zwischen verschiedenen Gruppen geben Aufschluss dartiber, ob
in einer Gruppe tendenziell groBere Messwerte auftreten als in einer anderen Gruppe. Die

ermittelten RTE fiir die verschiedenen Versuchsgruppen sind in Tabelle 4 zusammengefasst.
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Tabelle 4: Darstellung der mittleren Ringe, der Gruppengréfie und der RTE der Versuchsgruppen.
RTE = ,relative treatment effects, Schall = Schallaktivierung, US-IF = Intermittierende

Ultraschallaktivierung, US-CF = Kontinuierliche Ultraschallaktivierung

Gruppe Mittlere Ringe Gruppengrofle RTE

Positivkontrolle 135,33 10 0,90
Handspiilung 65,08 10 0,43
Schall 55,67 10 0,37
US-IF 66,62 10 0,44
US-CF 54,80 10 0,36

5.3 Statistische Auswertung

Mit den in Tabelle 4 ermittelten RTE wurde eine Varianzanalyse (ANOVA =, analysis of
variancey zur Uberpriifung der Gleichheit der fiinf unterliegenden Verteilungen
durchgefiihrt. Das Testverfahren berticksichtigt dabei die in Kapitel 4.8.1 beschriebenen drei
wiederholten Messungen eines jeden Zahnes. Wie in Tabelle 5 ersichtlich ist, besteht ein

hoch signifikanter Unterschied zwischen den Verteilungen der finf Gruppen (p < 0,0001).

Tabelle 5: Varianzanalyse (ANOVA =, analysis of variance”) Gber alle Versuchsgruppen. Dargestellt
sind F-Wert, Freiheitsgrade und p-Wert. DF1 = Freiheitsgrad zwischen den Gruppen, DF2 =
Freiheitsgrad innerhalb der Gruppen

F-Wert DF1 DF2 p-Wert

Alle Gruppen |[NER:E) 3,16 32,86 < 0,0001

Um Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen zu analysieren, wurden multiple Vergleiche
zwischen den Gruppen in einer weiteren ANOVA durchgefithrt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 6 zusammengefasst. Alle vier Spiilmethoden fiihrten gegeniiber der Positivkontrolle
zu einer hoch signifikanten Keimreduktion an E. faecalis (p < 0,0001).

Die Paarvergleiche der experimentellen Gruppen ergaben keine signifikanten Unterschiede.
Eine Adjustierung der p-Werte fiir multiples Testen resultierte in keinem der Vergleiche in
einer Anderung der Signifikanz der Ergebnisse. Daher war keine weitere Adjustierung der p-

Werte fir multiples Testen notwendig (p > 0,05).
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Tabelle 6: Multiple einfaktorielle Varianzanalysen. Paarvergleiche zwischen den Versuchsgruppen mit
Angabe von F-Werten, Anzahl der Freiheitsgrade und p-Werten. DF = Freiheitsgrade, Schall =
Schallaktivierung, US-IF = Intermittierende Ultraschallaktivierung, US-CF = Kontinuierliche

Ultraschallaktivierung

Paarvergleich F Wert DF p-Wert
Positivkontrolle vs. Handspiilung 32,113 1 < 0,0001
Positivkontrolle vs. Schall 51,793 1 < 0,0001
Positivkontrolle vs. US-IF 26,239 1 < 0,0001
Positivkontrolle vs. US-CF 72,692 1 < 0,0001
Handspiilung vs. Schall 0,341 1 0,9314
Handspiilung vs. US-IF 0,007 1 0,5591

Handspiilung vs. US-CF 0,467 1 0,4944

Schall vs. US-CF 0,004 1 0,5174

US-IF vs. Schall 0,419 1 0,4573

US-IF vs. US-CF 0,553 1 0,9506
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Methode

In der vorliegenden Studie wurde die antibakterielle Wirksamkeit verschiedener Techniken
tur die Aktivierung von 1% NaOCI auf einen intrakanaliren E. faecalis-Biofilm untersucht.
Der Versuchsaufbau orientierte sich an bereits etablierten Wurzelkanal-Biofilm-Modellen
verschiedener Autoren (Brito et al. 2009; Bhuva et al. 2010; Pasqualini et al. 2010) und wurde

im Rahmen von Vorversuchen modifiziert bzw. erginzt.

6.1.1 Herstellung der Priifkérper

Die vorliegende Biofilm-Studie wurde in vitro an extrahierten humanen Zihnen
durchgefiihrt, um eine méglichst gute Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die klinische
Situation zu erreichen. Die Verwendung einwurzeliger, gerader Zihne ermoglichte die

Priparation der Wurzelkanile auf eine standardisierte Linge und Konizitit.

Dentintubuli werden beim Vorliegen einer infizierten Pulpanekrose innerhalb kurzer Zeit
von Bakterien besiedelt (Haapasalo und Orstavik 1987; Love und Jenkinson 2002), wodurch
die Desinfektion des Wurzelkanalsystems erschwert wird. Auf den REM-Fotografien lie3
sich eine solche Besiedelung der Wurzelkanaloberflichen mit einem E. faecalis-Biofilm sowie

eine Penetration der Bakterien in die Dentintubuli nachweisen.

Die Wirkung des eingesetzten Desinfektionsmittels koénnte durch die Verwendung
natirlicher Zihne beeintrichtigt worden sein, da Dentin aufgrund seiner hohen
Pufferkapazitit eine inhibitorische Wirkung gegentiber 1% NaOCI besitzt (Sirén et al. 2000).
Andere Autoren verwendeten daher kiinstliche Wurzelkanile aus Kunststoff (van der Sluis
et al. 2005; Townsend und Maki 2009) oder Silikon (Layton et al. 2015). Der Nachteil dieser
Modelle liegt in der geringen klinischen Relevanz, da die komplexe Anatomie des Endodonts
sowie seine histologische Struktur und chemischen Eigenschaften nicht beriicksichtigt
werden. Der Vorteill kinstlicher Wourzelkanalmodelle liegt in der besseren
Standardisierbarkeit der Prifkérper, da keine anatomischen Varianzen natiirlicher Zihne

berticksichtigt werden mussen.

Eine weitere Moglichkeit ist der Finsatz von standardisierten Dentinblocken aus
Rinderzihnen, in die kinstliche Wurzelkanile pripariert werden (Haapasalo und Orstavik
1987; Grindling et al. 2011). Diese Methode bietet den Vorteil, dass die Versuche in

homogenen Blécken aus zirkumpulpalem Dentin durchgefiihrt werden koénnen. Diese
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kinstlich priaparierten Wurzelkanile weisen weniger Unregelmaligkeiten und anatomische
Varianzen auf als ein natirlicher Wurzelkanal, die typische Dentinstruktur mitsamt der

Dentintubuli bleibt aber erhalten.

In der vorliegenden Studie wurden die Wurzelkanile mit einer standardisierten Sequenz von
Nickel-Titan-Instrumenten auf eine einheitliche Linge und Konizitit pripariert, um
moglichst vergleichbare Kanalvolumina fiir die Nahrlosung zu erzeugen. Die Erweiterung
der Wurzelkanile auf eine apikale PriparationsgroBe von 40/.02 ermoglichte eine
spannungsfreie Insertion der Spilkantlen und Instrumentenspitzen der verschiedenen
Spiilsysteme auf Arbeitslinge - 1 mm, sodass ein Abfluss der Spulfliissigkeit nach koronal
gewihrleistet war. Die REM-Bilder belegen ecine suffiziente Entfernung der
priparationsbedingten Schmierschicht und eine Freilegung der Dentintubuli, sodass eine

Penetration von E. faecalis in tiefere Schichten des Kanalwanddentins moglich war.

Zur besseren Handhabung und aufrechten Lagerung wurden die Zihne der experimentellen
Gruppen in Prothesenkunststoff eingebettet. Durch die Versiegelung des apikalen Foramens
mit Komposit wurde die Extrusion von Spilflissigkeit verhindert. In der Mundhohle ist das
Endodont tiber das Foramen apicale mit den periradikuliren Strukturen verbunden, sodass
ein Uberpressen von Debris und Spiilflissigkeiten moglich ist (Gupta et al. 2014). Da in der
vorliegenden Studie die antimikrobielle Wirksamkeit verschiedener Sptilmethoden und nicht
die Sicherheit der Spiilsysteme hinsichtlich des Uberpressens von Debris und Spiilfliissigkeit
untersucht wurde, erfolgte die apikale Versiegelung der Prifkérper mit Komposit, wie es
auch in vorangegangenen Studien durchgefiihrt wurde (Gulabivala et al. 2004; Brito et al.
2009; Guerreiro-Tanomaru et al. 2015). Zusitzliche Effekte durch unterschiedliche
Stromungsmuster von Spiilflissigkeiten in offenen und geschlossenen Systemen (Gulabivala
et al. 2010) sowie die Moglichkeit des Uberpressens von Mikroorganismen wurden durch
das im vorliegenden Versuch verwendete geschlossene System nicht berticksichtigt. Systeme,
welche den apikalen Gewebedruck simulieren, bilden die klinischen und anatomischen
Verhiltnisse des natiirlichen Zahnes exakter nach als geschlossene Systeme (Peters et al.
2005). Derartige Modelle sollten bei kiinftigen Studien zur antimikrobiellen Wirksamkeit

verschiedener Spiltechniken berticksichtigt werden.

6.1.2 Biofilm

Die antimikrobielle Effektivitit der verschiedenen Spiltechniken wurde anhand eines 72 h
alten E. faecalis-Biofilms untersucht. Dieses Bakterium ist unter anaeroben sowie aeroben

Bedingungen einfach zu kultivieren, bildet in kurzer Zeit dichte Biofilme und wurde bereits
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von zahlreichen Autoren in In-vitro-Studien verwendet (Brito et al. 2009; Bhuva et al. 2010;
Harrison et al. 2010; Pasqualini et al. 2010; Guerreiro-Tanomaru et al. 2015). In der Literatur
werden Inkubationszeiten von 2 h (Pasqualini et al. 2010) bis zu 77 d angegeben (Distel et
al. 2002). E. faecalis ist in der Lage, innerhalb eines Tages bis zu 400 um tief in die
Dentintubuli zu penetrieren (Haapasalo und Orstavik 1987) und Wurzelkanaloberflichen
innerhalb von 2 d vollstindig zu besiedeln (Distel et al. 2002). In vielen Studien zeigte sich
bereits nach 72 h ein homogen ausgebildeter E. faecalis-Biofilm auf der gesamten
Waurzeloberfliche (Gulabivala et al. 2004; Soukos et al. 2006; Bhuva et al. 2010). Daher wurde
in der vorliegenden Untersuchung eine Inkubationszeit von 72 h gewihlt. Bei lingerer
Kultivierung  steigt die Resistenz intrakanalirer FE. faecalis-Biofilme gegeniiber
Desinfektionsmitteln deutlich an (Wang et al. 2012; Du et al. 2014), sodass die antimikrobielle
Effektivitit der in der vorliegenden Studie untersuchten Spiiltechniken mdglicherweise
Uberschitzt wird. Dies sollte in zukunftigen Studien anhand alterer E. faecalis-Biofilme

Uberprift werden.

Da E. faecalis ein fakultativ anaerobes Bakterium (Gilmore 2002) ist, wurde zu Beginn der
Vorversuche eine anaerobe Kultivierung des Biofilms angestrebt, um die klinischen
Bedingungen im geschlossenen Wurzelkanalsystem zu simulieren. Im  Verlauf der
Vorversuche erwies sich jedoch keines der getesteten Verschlussmaterialien fiir die
Zugangskavitit als geeignet. Beim Verschluss der Wurzelkanale mit Cavit (3M Deutschland,
Neuss) wurden die Priufkérper zu stark dehydriert, und es zeigte sich keine homogene
Biofilmentwicklung. Der koronale Verschluss mit Wachs verdringte zu viel
Bakteriensuspension aus den Wurzelkanalen und lie3 sich nach der Inkubation nur schwer
und unvollstindig entfernen. Daher wurde der aeroben Kultivierung des Keimes der Vorzug
gegeben. Bei der Auswertung der Positivkontrollen und der REM-Aufnahmen wurden hohe
Keimzahlen sowie ein homogenes Biofilmwachstum auf der Wurzelkanaloberfliche

festgestellt.

6.1.3 Spiiltechniken

In allen experimentellen Gruppen wurden jeweils 6 ml 1% NaOCl verwendet, um
standardisierte Bedingungen zu schaffen. Eine geringe NaOCl-Konzentration von 1% wird
fir den Kklinischen Gebrauch empfohlen, da sie bei ausreichender antimikrobieller
Wirksamkeit eine geringere zytotoxische Wirkung als hoher konzentriertes NaOCI aufweist
(Spangberg et al. 1973). In fritheren Studien wurde die Menge der Spiilflissigkeit zwischen
den Versuchsgruppen nicht standardisiert (Carver et al. 2007; Brito et al. 2009; Bhuva et al.

2010). Zum Beispiel wurden in der Studie von Brito et al. (2009) in den experimentellen
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Gruppen je nach getestetem Sptlsystem 20 bis 41 ml 2,5% NaOCI verwendet, was aufgrund
der stark volumenabhingigen Desinfektionsleistung des NaOCl moglicherweise einen

Einfluss auf das Ergebnis hatte.

Die desinfizierende Wirkung des NaOCl wurde in der vorliegenden Studie nach
dreiminiitiger Spil- und Einwirkzeit durch eine Spilung mit 3 ml 0,9% NaCl gestoppt.
Andere Autoren verwendeten Natriumthiosulfat, um die antimikrobielle Wirkung von
NaOCI zu stoppen (Siqueira et al. 2000; Carver et al. 2007; Retamozo et al. 2010; Guerreiro-
Tanomaru et al. 2015). Natriumthiosulfat wird in der Industrie verwendet, um Chlor zu
binden und die antimikrobielle Wirkung von NaOCI zu inhibieren. NaCl verdiinnt NaOCl
lediglich und hat keine inhibierende Wirkung auf das Agens. Mdglicherweise hitte der
Einsatz von Natriumthiosulfat eine etwaige prolongierte Wirkung des NaOCI unterbunden

und die Ergebnisse des Versuchs beeinflusst.

6.1.4 Probengewinnung

Die antimikrobielle Effektivitit unterschiedlicher Desinfektionsprotokolle kann mittels
verschiedener Methoden analysiert werden. Viele Techniken (Kolorimetrie, REM,
molekularbiologische Methoden) erfassen sowohl lebende als auch bereits abgetotete
Mikroorganismen, obwohl fir den klinischen Erfolg nur die Menge der verbleibenden,
teilungsfahigen Bakterien relevant ist. In der vorliegenden Studie wurden dem Biofilm
mechanisch Bakterien entnommen, durch mikrobiologische Kultivierung auf einem
Kulturmedium angeziichtet und im Anschluss die Koloniebildenden Einheiten gezahlt.
Diese Methode wurde bereits von zahlreichen Autoren eingesetzt (Pasqualini et al. 2010;
Guerreiro-Tanomaru et al. 2015; Layton et al. 2015) und hat den Vorteil, dass nur die
tberlebenden, teilungsfihigen Mikroorganismen gezihlt werden. Problematisch ist hierbeti,
dass die Bakterien nach Beendigung des Desinfektionsprotokolls aus dem intrakanaldren
Biofilm in ein Kulturmedium tiberfiihrt werden missen, um erneut kultiviert und gezihlt zu
werden. Neuere Studien legen nahe, dass Mikroorganismen auf diesen Substratwechsel
sensibel reagieren und es zu einer Verringerung in der Teilungsgeschwindigkeit fiir einen
Zeitraum von 1 - 7 d bis hin zum Verlust der Teilungsfiahigkeit kommen kann (Kishen und
Haapasalo 2012). An dieser Stelle ist als relativ neue Methode die konfokale Laser-Scanning-
Mikroskopie (CLSM) zu erwihnen. Mittels kommerziell erhaltlicher Firbekits konnen
bakterielle Biofilme von bis zu 200 um Dicke auf planen Flichen eingefirbt werden, sodass
vitale Bakterien grin und abget6tete Bakterien rot fluoreszieren. Der Biofilm wird dann von
einem CLSM gescannt und am Computer in ein dreidimensionales Bild tberfiihrt. Die

Volumina an rot und griin fluoreszierender Fliche kénnen im Anschluss statistisch analysiert



6 Diskussion 42

werden. Diese Technik wurde ebenfalls in mehreren Studien erfolgreich eingesetzt (Distel et
al. 2002; Shen et al. 2010b; Ma et al. 2011; Wang et al. 2012; Du et al. 2014). Da Bakterien
unter bestimmten Umstinden zwar noch vital, aber fur einen bestimmten Zeitraum nicht
mehr teilungsfihig sind (Shen et al. 2010a), ist diese Nachweismethode differenzierter als die
mikrobiologische Kultivierung und kommt als Alternative und zur Weiterentwicklung des

vorliegenden Studiendesigns in Frage.

Zum Nachweis ecines homogenen Biofilmwachstums und zum Nachweis der
Schmierschichtentfernung wurden in der vorliegenden Studie zusitzlich REM-Bilder
angefertigt. Bei der Dehydrierung der Proben mittels der Kiritische-Punkt-Trocknung
bleiben die Zellkdrper der Bakterien in Form und Volumen unverindert (Kishen und
Haapasalo 2012). Problematisch ist hingegen, dass die extrazellulire Polysaccharidmatrix der
Bakterien dabei nahezu vollstindig verloren geht und der Biofilm dadurch seine Struktur
verliert (Sutton et al. 1994). Aufgrund der genauen Darstellung und Identifikation der
Zellkérper der Bakterien im REM wurde diese Methode dennoch in vorangegangenen
Studien zum Nachweis bakterieller Biofilme genutzt (Distel et al. 2002; Hockett et al. 2008;
Bhuva et al. 2010; Grindling et al. 2011; Ordinola-Zapata et al. 2014) und fir den

vorliegenden Versuch tibernommen.

Fir die mikrobiologische Kultivierung muss aus jedem Zahn eine Bakteriensuspension
moglichst gleicher Menge und Dichte gewonnen werden. Hockett et al. (2008)
instrumentierten die mit 0,5 ml NaCl gefillten Wurzelkanile mit K-Feilen, um einen
Dentinabrieb an der Kanalwand zu erzeugen. Im Anschluss wurde der Kanalinhalt mittels
Papierspitzen aufgenommen. Ubergelaufene Lésung vom Befiillen der Wurzelkanile und die
zum Trocknen benutzten Papierspitzen wurden gemeinsam in ein Eppendorf-Réhrchen
gegeben und weiterverarbeitet. Da bei dieser Methode sowohl planktonische Bakterien als
auch verbleibender Biofilm und infiziertes Dentin als Probe gewonnen werden, wurde sie
geringfligic modifiziert und fiir den vorliegenden Versuch tibernommen. Um eine gré3ere
Menge an Dentinspanen zu gewinnen, wurden die Proben mit Hilfe von drei Hedstrém-
Feilen der ISO-Gr6Ben 40, 45 und 50 entnommen, anstatt mit einer K-Feile der ISO-Groe
30.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

Keine der untersuchten Spiltechniken fiihrte zu einer vollstindigen Elimination von E.
faecalis aus dem Wurzelkanalsystem. Dennoch erzielten sowohl die manuelle Spiiltechnik als

auch die schall- und ultraschallaktivierte Wurzelkanalspiillung gegentiber der Positivkontrolle
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eine signifikante Reduktion der Bakterienanzahl. Dies verdeutlicht, dass 1%iges NaOCI tiber
eine signifikante antibakterielle Effektivitit verfugt. Die schall- bzw. ultraschallaktivierten
Sptilungen ergaben gegeniiber der statischen Handspiilung keine signifikante Verbesserung
der antimikrobiellen Wirksamkeit. Unter den Bedingungen dieser In-vitro-Studie zeigten
Konzentration und Volumen der Spilflissigkeit einen gréBeren Einfluss als die Art der

Applikation bzw. die Aktivierung.

6.2.1 Vergleich der Handspiilung mit schall- und ultraschallaktivierten Methoden

Die vorliegenden Resultate decken sich mit den Ergebnissen anderer In-vitro-Studien. Bhuva
et al. (2010) testeten die Desinfektionswirkung einer intermittierenden Ultraschallspiilung
mit NaOCl auf einen 72 h alten E. faecalis-Biofilm. Die Studie wurde an geraden, extrahierten
menschlichen Zihnen durchgefiihrt. Die intermittierende Ultraschallspillung mit NaOCI
wies keine bessere antibakterielle Wirksamkeit als die konventionelle Handspilung mit
NaOCI auf. Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen Guerreiro-Tanomaru et al. (2015) in einer
Studie an geraden, menschlichen Zihnen. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in
der desinfizierenden Wirkung der intermittierenden Ultraschallsptlung im Vergleich zur
Handsptlung mit NaOCI auf einen 21 d alten E. faecalis-Biofilm. Wie im vorliegenden
Versuch erwies sich nicht die Applikations- und Aktivierungsmethode der Sptlflissigkeit als
ausschlaggebend fir eine erfolgreiche Kanaldesinfektion, sondern die Auswahl einer
geeigneten Spilflissigkeit. Simtliche Spulprotokolle mit NaOCIl zeigten sich den
Sptilprotokollen mit NaCl tiberlegen (Guerreiro-Tanomaru et al. 2015). In einer weiteren
Studie wurde die Desinfektionswirkung der Handspiilung mit der einer schallaktivierten
Spiilung (EndoActivator) unter Verwendung von NaOCI und Kochsalzlosung verglichen
(Brito et al. 2009). Es wurden extrahierte, gerade, menschliche Zihne verwendet, die tiber 7
d mit E. faecalis inkubiert wurden. Wihrend die Anwendung von NaOCI eine signifikant
effektivere antibakterielle Wirksamkeit als NaCl aufwies, bestanden zwischen der
Handspiilung und der Schallaktivierung keine signifikanten Unterschiede beztiglich der
antibakteriellen Wirksamkeit. Auch Pasqualini et al. (2010) fiihrten eine Biofilm-Studie zur
Desinfektionswirkung von NaOCl in Verbindung mit Schallaktivierung mit dem
EndoActivator durch. Der Versuch fand an geraden Wurzelkanilen extrahierter Zahne statt.
Im Gegensatz zum vorliegenden Versuch und den Ergebnissen anderer Autoren war die
schallaktivierte Spilung effizienter als Handsptlung alleine. Die Ergebnisse von Pasqualini
et al. (2010) decken sich nicht mit denen der vorliegenden Studie, bei der keine Unterschiede
in der antimikrobiellen Wirksamkeit der verschiedenen Applikationsarten der Spulflissigkeit

festgestellt wurden. Auffillig ist, dass der Versuch von Pasqualini et al. (2010) mit einem sehr
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jungen E. faecalis-Biofilm (2 h Inkubation bei 37 °C) durchgefihrt wurde. Daher ist es

fraglich, ob sich die Ergebnisse auf die vorliegende Studie Gbertragen lassen.

Betrachtet man die Desinfektionwirkung von mechanisch aktiviertem NaOCI und der
konventionellen Handspiilung im In-vivo-Versuch, werden die Ergebnisse der In-vitro-
Versuche grofB3tenteils bestitigt. Cohenca et al. (2013) untersuchten die antimikrobielle
Wirksamkeit der Handspiilung und der intermittierenden Ultraschallspilung mit NaOCl an
Primolaren von Hunden, an denen eine apikale Parodontitis induziert wurde. Nach der
Abschlussspilung wurden die Wurzelkanile auf grampositive und gramnegative Bakterien
getestet, wobei sich zwischen der Handspulung und der kontinuierlichen Ultraschallspiillung
mit NaOCI keine signifikanten Unterschiede ergaben. Paiva et al. (2013) fithrten eine
klinische Studie an einwurzeligen menschlichen Zihnen mit apikaler Parodontitis durch.
Dabei wurde untersucht, ob eine zusitzliche NaOCI-Abschlusssptlung mittels
intermittierender Ultraschallspiilung eine Keimreduktion herbeiftihrte. Die Auswertung der
Bakterienspezies und der Bakterienlast wurde mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
durchgefithrt. Zwischen der Gruppe mit intermittierender Ultraschallspilung und der
Gruppe ohne Abschlussspiillung bestanden keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Anzahl der Giberlebenden Bakterien und der Anzahl der nachweisbaren Bakterienspezies. Im
Gegensatz dazu ermittelten Carver et al. (2007) in einer klinischen Studie an
Unterkiefermolaren mit apikaler Parodontitis eine signifikant bessere antimikrobielle
Effektivitat der kontinuierlichen Ultraschallsptilung mit NaOCI gegentiber der Handspiilung.
Die von Carver et al. (2007) entwickelte ultraschallaktivierte Spiilnadel diente als Vorbild fir
die Apparatur zur kontinuierlichen Ultraschallspiilung im vorliegenden Versuch. Carver et
al. (2007) fihrten in der Gruppe zur kontinuierlichen Ultraschallsptlung eine zusitzliche
Abschlussspilung mit 15 ml 6% NaOCI durch, wihrend die Wurzelkanile, die manuell
gespilt wurden, keine weitere Behandlung erhielten. Die daraus resultierende gréf3ere Menge
an Spillésung in der Gruppe ,kontinuierliche Ultraschallspiilung® ist moglicherweise der
Grund fir die tiberlegene Desinfektionsleitung in dieser Versuchsgruppe. Des Weiteren ldsst
der experimentelle Versuchsaufbau der vorliegenden Studie nur bedingt Vergleiche mit der

klinischen Studie von Carver et al. (2007) zu.

6.2.2 Vergleich von Schall- und Ultraschallaktivierung

Im vorliegenden Versuch ergaben sich zwischen der Schallsptlung sowie der
kontinuierlichen und intermittierenden Ultraschallspiilung keine signifikanten Unterschiede
in der antibakteriellen Wirksamkeit. Andere Autoren kamen allerdings zu unterschiedlichen

Ergebnissen. Ordinola-Zapata et al. (2014) untersuchten in einer experimentellen Studie die
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antibakterielle Wirkung einer Schallspiilung und einer intermittierenden Ultraschallsptlung
mit NaOCI auf einen Polyspezies-Biofilm. Der Biofilm wurde auf Dentinscheiben boviner
Herkunft etabliert, die von einem Probanden fiir 72 h in der Mundhéhle getragen wurden.
Nach 2 d Inkubation in einem Nihrmedium wurden die Dentinscheiben nach einem
standardisierten Protokoll mit schall- oder ultraschallaktiviertem NaOCI desinfiziert. Im
Gegensatz zur vorliegenden Studie erfolgte in der Gruppe ,intermittierende
Ultraschallspiillung® eine signifikant bessere Reduktion des bakteriellen Biofilms als in der
Gruppe ,,Schallsptilung®. Ordinola-Zapata et al. (2014) etablierten einen 72 h alten
Polyspezies-Biofilm in der Mundhéhle, wohingegen in der vorliegenden Studie ein
Monospezies-Biofilm (E. faecalis) verwendet wurde. Polyspezies-Biofilme weisen eine héhere
Virulenz und Resistenz auf als Monospezies-Biofilme (Seth et al. 2012). Des Weiteren
werteten die Autoren ihre Proben durch eine quantitative Bestimmung verbleibender
Biofilmareale in REM-Bildern aus, wobei in der vorliegenden Studie die tberlebenden,
teilungsfihigen Bakterien durch Kultivierungsmethoden quantifiziert wurden. Diese
Unterschiede in der Methodik sind eine moégliche Erklirung fur die abweichenden

Ergebnisse.

In einer klinischen Studie von Rico-Romano et al. (2016) an ein- und mehrwurzeligen
Zihnen mit apikaler Parodontitis an 120 Patienten wurde die Spiillésung (NaOCI) wihrend
der chemomechanischen Aufbereitung der Wurzelkanile entweder mit Schall oder mit
intermittierender Ultraschallsptilung aktiviert. Vor und nach der Wurzelkanalbehandlung
wurden mit Papierspitzen der ISO-GrofB3e 15 mikrobiologische Proben entnommen. Die
Auswertung der Koloniebildenden Einheiten auf unspezifischen Nihrboden ergab keine
Unterschiede zwischen Schallaktivierung und intermittierender Ultraschallspilung. Dieses

Resultat deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie.

6.2.3 Vergleich der beiden ultraschallaktivierten Spiilmethoden

Zwischen den beiden Techniken zur Ultraschallaktivierung mittels kontinuierlicher und
intermittierender Ultraschallsptlung konnte im vorliegenden Versuch kein signifikanter
Unterschied beztiglich der antibakteriellen Wirksamkeit festgestellt werden. Die bislang
einzige experimentelle Studie zu diesem Thema stammt von Layton et al. (2015) und
untersucht die  Biofilmentfernung mit kontinuierlicher und intermittierender
Ultraschallaktivierung. Die Autoren scannten einen extrahierten Oberkiefer-Schneidezahn
mittels Mikrocomputertomografie (Mikro-CT) und stellten anhand des Datensatzes
durchsichtige Silikonformen des Wurzelkanals her, die halbiert und jeweils auf eine

Glasplatte geklebt wurden (Soft-Lithografie). In den kinstlichen Wurzelkanilen wurde ein
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21 d alter E. faecalis-Biofilm etabliert. Als Spulflussigkeit diente destilliertes Wasser, welches
entweder mittels kontinuierlicher oder intermittierender Ultraschallspilung appliziert wurde.
Gegentiber der Positivkontrolle wurde ausschlieBlich in der Gruppe ,kontinuierliche
Ultraschallspillung eine signifikante Reduktion des Biofilms festgestellt. Zwischen der
kontinuierlichen und intermittierenden Ultraschallspiilung bestanden hingegen keine
signifikanten Unterschiede. Layton et al. (2015) untersuchten ausschlieflich die
mechanischen Eigenschaften der verschiedenen Sptlmethoden, da kein NaOCI oder andere
chemisch wirksamen Spiulflussigkeiten eingesetzt wurden. Zusitzlich analysierten die
Autoren die hydrodynamischen Effekte der verschiedenen Aktivierungstechniken. Bei der
kontinuierlichen Ultraschallsptilung konnten groBere Stromungsgeschwindigkeiten und
Scherkrifte entlang der Wurzelkanalwand beobachtet werden als in der Gruppe der
intermittierenden Ultraschallspiilung. Eine Vergleichbarkeit mit der vorliegenden Studie ist
aufgrund der eingesetzten Spulflussigkeit (destilliertes Wasser) nur teilweise gegeben. Die
antimikrobiellen Effekte von aktivierten Spulflissigkeiten resultieren hauptsichlich aus dem
Einsatz von NaOCI als Desinfektionsmittel und dessen Synergien mit der eingesetzten
Applikationsart (Cameron 1987, 1988; Paragliola et al. 2010). Mit der konventionellen
Handspiilung appliziertes NaOCI erreicht haufig bereits eine signifikante Reduktion der
Bakterienzahl, wihrend eine zusitzliche mechanische Aktivierung keine gesteigerte
Desinfektionswirkung zur Folge hat (Brito et al. 2009; Bhuva et al. 2010; Guerreiro-

Tanomaru et al. 2015).

Bei der Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden Studie ist zu beachten, dass sie als In-
vitro-Studie und innerhalb ihrer Methodik zahlreiche Limitationen aufweist. Fir
nachfolgende In-vitro-Studien zur antimikrobiellen Wirksamkeit der verschiedenen
Spiilsysteme sollte es das Ziel sein, die klinischen Bedingungen in der Mundhoéhle genauer
zu simulieren. Beispielweise konnte durch den Einsatz von Polyspezies-Biofilmen mit
lingeren Inkubationszeiten die klinische Relevanz dieser Studien erhoht werden. Dariiber
hinaus scheint es sinnvoll, die Wirksamkeit der verwendeten Systeme in klinischen Studien
zu tiberpriifen. Obwohl es einige Studien gibt, die in vivo durchgefithrt wurden (Carver et al.
2007; Paiva et al. 2013; Rico-Romano et al. 2016), beschrinkten sich diese auf die Gewinnung
mikrobieller Proben und deren Auswertung mit Kulturmethoden oder molekular-
biologischen Methoden. Zum jetzigen Zeitpunkt existiert lediglich eine klinische
Langzeitstudie, die die Auswirkungen einer mechanischen Aktivierung der Spilfliissigkeit auf
die Erfolgsrate von Wurzelkanalbehandlungen untersuchte (Liang et al. 2013). Dabei
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Handsptlung und intermittierender

Ultraschallspiilung bei der Heilung periapikaler Entziindungen festgestellt werden.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass im vorliegenden In-vitro-Versuch keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der antibakteriellen Wirksamkeit auf einen E. faecalis-
Biofilm zwischen den verschiedenen Spiltechniken ermittelt wurde. Dieses Ergebnis deckt
sich mit den Resultaten anderer Autoren (Brito et al. 2009; Bhuva et al. 2010; Guerreiro-
Tanomaru et al. 2015). Einige Autoren hingegen stellten signifikante Unterschiede zwischen
den Sptlmethoden fest (Carver et al. 2007; Pasqualini et al. 2010; Ordinola-Zapata et al.
2014). Diese kontroversen Ergebnisse sind moglicherweise auf Unterschiede in der
Beschaffenheit des Biofilms (Pasqualini et al. 2010), der eingesetzten Menge an NaOCI
(Carver et al. 2007) oder auf das vollstindige Fehlen von NaOCI (Layton et al. 2015)

zuruckzufiuhren.
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7 Zusammenfassung

Ziel der Studie: Untersuchung der antibakteriellen Wirksamkeit verschiedener Methoden der
Schall- und Ultraschallaktivierung von 1% NaOCI auf einen 72 h alten intrakanaliren E.
faecalis-Biofilm.

Material und Methode: Siebzig extrahierte einwurzelige Zihne mit abgeschlossenem
Waurzelwachstum wurden auf eine standardisierte Wurzellinge von 15 mm gekirzt. Es folgte
die maschinelle Erweiterung der Wurzelkanile mit dem FlexMaster Nickel-Titan-System bis
zur GroBe 40/.02 bei einer Arbeitslinge von 14 mm. Die Wurzelkanile wurden nach jedem
Instrumentenwechsel mit 2 ml 1% NaOCI gesptilt und erhielten eine Abschlussspiilung mit
5ml 19 % EDTA und 5 ml 1 % NaOCI. Die Zahnwurzeln wurden in Prothesenkunststoff
eingebettet und simtliche Prifkérper fir 20 min bei 121 °C autoklaviert. Zehn Zihne
wurden randomisiert ausgewihlt und fir die spitere Verwendung zur Kontrolle im
Rasterelektronenmikroskop (REM) separat aufbewahrt. Die tibrigen Prifkérper wurden in
sechs Gruppen eingeteilt (n = 10): Negativkontrolle, Positivkontrolle, Handsptilung, Schall,
intermittierende Ultraschallspiilung (US-IF), kontinuierliche Ultraschallspilung (US-CF).
Die Wurzelkanile der Positivkontrolle, der experimentellen Gruppen und der Zihne zum
Nachweis der Biofilmbildung wurden mit einer E. fzecalis-Suspension (Stamm ATCC 29212)
beimpft und fir 72 h bei 37 °C aerob kultiviert. Die Prifkorper wurden nach 24 h und 48 h
mit frischer E. faecalis-Suspension nachgeimpft. Die Zihne zum Nachweis der
Schmierschichtentfernung und zum Nachweis des Biofilms wurden lings gespalten und zur
Betrachtung im REM vorbereitet. Die Priffkorper der experimentellen Gruppen wurden mit
Hilfe des jeweiligen Spiilsystems in einem 3 min dauernden Spiulprotokoll mit 1 % NaOCI
als Spiullosung desinfiziert. Nach der Desinfektion wurde der Wurzelkanal mit einer
Papierspitze getrocknet, und es wurden durch zirkumferentes Feilen mit drei Hedstrom-
Feilen aufsteigender ISO-GroBle Dentinspane entnommen. Die Dentinspane wurden in
NaCl gelost und auf drei Agar-Platten pro Prifkorper ausplattiert. Die Proben der
Positivkontrolle wurden zuvor 1:200 verdinnt. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C wurden
Fotografien angefertigt und die Kolonienbildenden Einheiten (KBE) gezihlt. Die statistische

Auswertung erfolgte mit einer Varianzanalyse (p < 0,05).

Ergebnisse: Gegeniiber der Positivkontrolle (Spilung mit 0,9 % NaCl) fand in allen
experimentellen Gruppen eine signifikante Reduktion des E. faecalis-Biofilms statt (p <
0,0001). Zwischen den experimentellen Gruppen bestanden keine signifikanten

Unterschiede hinsichtlich der antimikrobiellen Effektivitit (p > 0,45). Bei der Betrachtung
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der Wurzelhilften im REM wurden eine vollstindige Schmierschichtentfernung und eine

homogene Biofilmbildung nachgewiesen.

Schlussfolgerungen: Die Schall- und Ultraschallaktivierung von 1% NaOCI zeigte gegeniiber
der Handsptilung keine verbesserte antimikrobielle Wirkung auf einen 72 h alten E. faecalis-

Biofilm.
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