
Aus der Poliklinik für Präventive Zahnmedizin, Parodontologie und Kariologie 

(Prof. Dr. med. dent. A. Wiegand) 

im Zentrum Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde 

der Medizinischen Fakultät der Universität Göttingen 

 

 

 
 

 

Antibakterielle Wirksamkeit der photodynamischen Therapie 

bei verschiedenen Insertionstiefen einer LED- Lichtquelle  

anhand eines Enterococcus faecalis- Biofilm- Modells 

 
 

 

 

 

INAUGURAL – DISSERTATION 

zur Erlangung des Doktorgrades für Zahnheilkunde 

der Medizinischen Fakultät der  

Georg- August- Universität zu Göttingen 

 

 

vorgelegt von  

Sarah Endres 

aus  

Hannover 

 

Göttingen 2017 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:   Prof. Dr. rer. nat. H. K. Kroemer 

Referent:  Priv.- Doz. Dr. med. dent. T. Rödig   

Ko- Referent/in:  

Drittreferent/in: 

Datum der mündlichen Prüfung:  

 



 

 

 

 

 

Die vorliegende Promotionsschrift war Grundlage für folgende Veröffentlichung:  

Rödig T, Endres S, Konietschke F, Zimmermann O, Sydow HG, Wiegand A (2016):  

Effect of fiber insertion depth on antibacterial efficacy of photodynamic therapy 

against Enterococcus faecalis in root canals. Clin Oral Investig, im Druck 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hiermit erkläre ich, die Dissertation mit dem Titel "Antibakterielle Wirksamkeit der 

photodynamischen Therapie bei verschiedenen Insertionstiefen einer LED- Lichtquelle 

anhand eines Enterococcus faecalis- Biofilm- Modells" eigenständig angefertigt und 

keine anderen als von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet zu haben. 

 

Göttingen, den ……………..     ………………………………………… 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

I 

 

INHALTSVERZEICHNIS  
 

Abbildungsverzeichnis ..................................................................................................... III 

Tabellenverzeichnis ......................................................................................................... III 

Abkürzungsverzeichnis .................................................................................................... IV 

1 Einleitung ....................................................................................................................... 1 

2 Literaturübersicht .......................................................................................................... 3 

2.1 Die antibakterielle photodynamische Therapie in der Endodontie ........................ 3 

2.1.1 Photochemische Reaktion................................................................................. 4 

2.1.2 Lichtquellen ....................................................................................................... 5 

2.1.3 Photosensibilatoren .......................................................................................... 7 

2.2 Bakterieller Biofilm .................................................................................................. 9 

2.2.1 Orale Biofilme.................................................................................................. 10 

2.3 Enterococcus faecalis ............................................................................................ 11 

3 Material und Methode ................................................................................................ 14 

3.1 Studiendesign ........................................................................................................ 14 

3.2 Versuchsdurchführung .......................................................................................... 17 

3.2.1 Auswahl und Vorbereitung der Zähne ............................................................ 17 

3.2.2 Gruppeneinteilung .......................................................................................... 19 

3.2.3 Infektion der Proben ....................................................................................... 19 

3.2.4 Vorbereitung der Proben für die REM- Untersuchung ................................... 20 

3.2.5 Hauptversuch .................................................................................................. 21 

3.2.6 Probenentnahme ............................................................................................ 23 

4 Ergebnisse .................................................................................................................... 25 

4.1 Ergebnisse des Hauptversuchs .............................................................................. 25 

4.2 Ergebnisse der Rasterelektronenmikroskop Untersuchung ................................. 28 

5 Diskussion .................................................................................................................... 30 

5.1 Diskussion der Methode ........................................................................................ 30 

5.1.1 Versuchsaufbau und Probenmaterial ............................................................. 30 

5.1.2 Testbakterium Enterococcus faecalis und Biofilmentwicklung ...................... 31 

5.1.3 Belichtung und Photosensibilisator ................................................................ 32 



  

II 

 

5.1.4 Probengewinnung ........................................................................................... 34 

5.2 Diskussion der Ergebnisse ..................................................................................... 35 

5.2.1 Effektivität der photodynamischen Therapie ................................................. 35 

5.2.2 Antibakterielle Wirkung des Photosensibilisators .......................................... 37 

5.2.3 Unterschiedliche Insertionstiefen der optischen Faser .................................. 38 

6 Zusammenfassung ....................................................................................................... 42 

7 Anhang Materialliste ................................................................................................... 44 

8 Literaturverzeichnis ..................................................................................................... 45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

III 

 

ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

 

Abbildung 1:  Prinzip der photodynamischen Therapie (modifiziert nach und mit 

freundlicher Genehmigung von Konopka und Goslinski 2007, S. 695)…4 

Abbildung 2:    Prozesse der Biofilmentstehung (modifiziert nach und mit freundlicher 

Genehmigung von Stoodley et al. 2002, S. 189). .................................... 9 

Abbildung 3:  FotoSan®- Gerät und Photosensibilisator. ............................................ 15 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. .................................. 16 

Abbildung 5: Eingebettete Zahnwurzel mit standardisiert präpariertem Wurzelkanal

 .............................................................................................................. 19 

Abbildung 6:  Aktiviertes LED- Licht im Wurzelkanal mit optischer Faser. ................. 23 

Abbildung 7:  Boxplot- Diagramm zur Darstellung der kolonienbildenden Einheiten 

(CFU) von E. faecalis in den einzelnen Testgruppen. ........................... 27 

Abbildung 8:  REM- Aufnahme der Wurzeloberfläche mit freigelegten Dentintubuli 

nach Entfernung der Schmierschicht bei 1500- facher Vergrösserung 

(Rödig et al. 2016). ................................................................................ 28 

Abbildung 9: REM- Aufnahme der Wurzeloberfläche nach Infektion mit E. faecalis 

bei 5000- facher Vergrösserung (Rödig et al. 2016). ............................ 29 

 

 

TABELLENVERZEICHNIS 
 

Tabelle 1:  Auswahlkriterien der Versuchszähne. ....................................................... 17 

Tabelle 2:  Reihenfolge der Instrumente für die Wurzelkanalpräparation mit 

entsprechender Arbeitslänge. ................................................................... 18 

Tabelle 3:  Einteilung der experimentellen Gruppen. ................................................. 21 

Tabelle 4:  Mittelwerte der einzelnen Testgruppen ................................................... 26 

Tabelle 5:  Paarvergleiche der einzelnen Testgruppen. .............................................. 26 

 



  

IV 

 

ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 

AL   Arbeitslänge  

BF   Biofilm  

BHI   Brain Heart Infusion   

CFU   Colony Forming Units   

E. faecalis    Enterococcus faecalis  

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EPS   Extrazelluläre Polymere Substanzen  

LED   Licht- emittierende Diode  

MB   Methylenblau   

NaCl   Natriumchlorid 

NaOCl   Natriumhypochlorit 

NiTi   Nickel- Titan  

PDT   Photodynamische Therapie 

PS   Photosensibilisator 

REM   Rasterelektronenmikroskop 

ROS   Reactive Oxygen Species  

SL Smear Layer  

TBO   Toluidinblau O 

 
 

 



  

1 

 

1 EINLEITUNG 
 

Eine Erkrankung der pulpalen und periapikalen Gewebe wird durch Mikroorganismen 

ausgelöst, die in das Wurzelkanalsystem gelangen (Love et al. 1996; Kakehashi et al. 

1966). Die häufigste Ursache dafür ist Karies, bei der kariogene Mikroorganismen und 

deren Stoffwechselprodukte durch den Zahnschmelz bis in das Dentin vordringen und 

eine Entzündung der Pulpa (Pulpitis) auslösen. Eine solche Pulpitis ist in der Regel    

reversibel, wenn der Reiz frühzeitig beseitigt wird. Sofern keine Therapie vorgenom-

men wird, geht die reversible Pulpitis in eine irreversible Pulpitis mit anschließender 

Pulpanekrose über. Aufgrund der fehlenden Blutzirkulation tritt eine bakterielle       

Infektion des nekrotischen Gewebes ein und diese Mikroorganismen können folglich 

eine entzündliche Reaktion der periapikalen Gewebe (Parodontitis apicalis) hervorru-

fen (Hellwig et al. 2013). Das Ziel einer endodontischen Behandlung ist es, die Anzahl 

der Mikroorganismen im Wurzelkanalsystem soweit zu reduzieren, dass eine           

Ausheilung des periapikalen Gewebes möglich ist (Gründling et al. 2011; Siqueira und 

Rôças 2008; Nair 2004). Das Standardprotokoll einer solchen konventionellen Behand-

lung besteht aus dem mechanischen Abtrag des infizierten Wurzelkanaldentins      

(mechanische Aufbereitung) und der Spülung mit desinfizierenden Lösungen (chemi-

sche Aufbereitung) (Chrepa et al. 2014; Özdemir et al. 2010; Estrela et al. 2007;     

Zehnder 2006; Byström und Sundqvist 1985). Anatomische Gegebenheiten, wie zum     

Beispiel gekrümmte Wurzelkanäle, Isthmen zwischen einzelnen Kanälen sowie apikale 

Ramifikationen können die endodontischen Behandlungsmaßnahmen erschweren 

(Narayanan und Vaishnavi 2010; Schneider 1971). Therapiemisserfolge treten dann 

auf, wenn keine ausreichende Keimarmut im Wurzelkanalsystem erzielt werden    

konnte und die Entzündung des periapikalen Gewebes persistiert (Sunde et al. 2002). 

Das Bakterium E. faecalis zählt zu den am häufigsten nachgewiesenen Keimen bei    

persistierenden endodontischen Infektionen (Stuart et al. 2006; Zoletti et al. 2006; 

Pinheiro et al. 2003b; Sundqvist et al. 1998). In mehreren Untersuchungen konnte   

belegt werden, dass eine vollständige Keimfreiheit mit konventionellen Maßnahmen 

nicht erzielt werden kann (Paiva et al. 2013; Mickel et al. 2007; Shuping et al. 2000; 

Siqueira et al. 1999). Daher werden stetig Erweiterungen der bereits etablierten     
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Therapiemaßnahmen oder neue Desinfektionsmaßnahmen des Wurzelkanals mit dem 

Ziel der vollständigen Keimelimination untersucht (Sahar-Helft et al. 2013; Bhuva et al. 

2010; Heilborn et al. 2010; Huffaker et al. 2010; Huth et al. 2009).  

Die photodynamische Therapie (PDT) stellt eine neuartige Desinfektionsmethode in 

der Endodontie dar, bei der eine Lichtreaktion mit dem Ziel der Zerstörung von Mikro-

organismen durchgeführt wird (Tennert et al. 2015; Xhevdet et al. 2014; Garcez et al. 

2013b). Es konnte bereits mehrfach eine signifikante antimikrobielle Wirkung dieser 

Methode in vivo und in vitro nachgewiesen werden (Vaziri et al. 2012; Foschi et al. 

2007; Bonsor et al. 2006; Soukos et al. 2006). Die PDT wird bis heute aber überwiegend 

als zusätzliche desinfizierende Methode und als Ergänzung zur chemo- mechanischen 

Aufbereitung empfohlen (Ng et al. 2011; Souza et al. 2010; George und Kishen 2008; 

Garcez et al. 2007). Im Gegensatz zu vielen anderen Studien, in denen Lasersysteme 

für die antibakterielle PDT verwendet wurden (Vaziri et al. 2012; Souza et al. 2010; 

Foschi et al. 2007; Soukos et al. 2006), kam in der vorliegenden Arbeit ein neueres 

PDT- System mit einer Licht- emittierenden- Diode (LED) als Lichtquelle zur Anwendung 

(FotoSan®; CMS Dental, Kopenhagen, Dänemark). Bei diesem System wird eine        

konische Kunststofffaser, auch optische Faser genannt, auf das LED-Handstück         

aufgesetzt und in den Wurzelkanal infizierter Zähne inseriert. Den Herstellerangaben 

zufolge soll die optische Faser dabei so tief wie möglich ohne Friktion in den            

Wurzelkanal eingebracht werden. Bei stark gekrümmten oder langen Wurzeln sowie 

bei schwer zugänglichen Molaren ist eine tiefe Insertion jedoch nicht oder nur bedingt 

möglich. Das Ziel der vorliegenden in vitro- Studie war es daher, den Einfluss der Inser-

tionstiefe der optischen Faser bei der PDT auf die antimikrobielle Wirksamkeit gegen-

über Enterococcus faecalis (E. faecalis) in Wurzelkanälen infizierter extrahierter Zähne 

zu untersuchen.  
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2 LITERATURÜBERSICHT  

2.1 DIE ANTIBAKTERIELLE PHOTODYNAMISCHE THERAPIE IN DER ENDODONTIE  

Die PDT, auch als photoaktivierte Chemotherapie (PACT) oder photoaktivierte         

Desinfektion (PAD) bezeichnet, besteht aus den drei Komponenten Photosensibilisator 

(PS), Lichtquelle und Sauerstoff (Cieplik et al. 2014; Konopka und Goslinski 2007). Das 

Prinzip der PDT liegt darin, dass Bakterien mit einem PS angefärbt und anschließend 

mit Licht einer bestimmen Wellenlänge belichtet werden. Unter Vorhandensein von 

Sauerstoff entstehen daraufhin freie Radikale, die zu irreversibler Schädigung und     

Zelltod der Bakterien führen. Erstmals wurde dieser photodynamische Effekt von Oskar 

Raab beschrieben, der die toxische Wirkung eines fluoreszierenden Farbstoffes unter 

Lichteinwirkung auf Paramecium (Pantoffeltierchen) zufällig feststellte (Raab 1900). In 

den 1970er Jahren etablierte sich die PDT als Therapieform in der Humanmedizin zur 

selektiven Zerstörung von Tumorgewebe (Mitton und Ackroyd 2008). Seitdem wird 

diese Therapieform in vielen medizinischen Bereichen, beispielsweise in der Dermato-

logie zur Entfernung von Hautveränderungen und zur Behandlung bakterieller         

Entzündungen (Maisch et al. 2004) sowie in der Augenheilkunde bei Makuladegenera-

tionen (Tsuchihashi et al. 2013) standardmäßig verwendet.  

Die antimikrobielle Wirksamkeit der PDT in der Endodontie wurde bereits vielfach in in 

vitro- und in vivo- Studien überprüft (Xhevdet et al. 2014; Bago et al. 2013; Garcez et 

al. 2013b; Hecker et al. 2013; Cheng et al. 2012; Vaziri et al. 2012; Ng et al. 2011; Rios 

et al. 2011; Schlafer et al. 2010; Upadya und Kishen 2010; Bergmans et al. 2008; Fimple 

et al. 2008; Foschi et al. 2007; Garcez et al. 2007; Soukos et al. 2006). In einer großen 

Anzahl von Studien konnte eine statistisch signifikante Keimreduktion durch die PDT 

erzielt werden (Bago et al. 2013; Garcez et al. 2013b; Cheng et al. 2012; Vaziri et al. 

2012; Ng et al. 2011; Rios et al. 2011; Schlafer et al. 2010; Bergmans et al. 2008; Fimple 

et al. 2008; Garcez et al. 2007; Bonsor et al. 2006; Soukos et al. 2006; Williams et al. 

2006). Als alleinige Desinfektionsmaßnahme ist die PDT aber nicht geeignet, da eine 

ausreichende Keimarmut für eine erfolgreiche endodontische Therapie noch nicht   

gewährleistet werden kann (Bergmans et al. 2008; Fimple et al. 2008; Garcez et al. 

2007; Williams et al. 2006). Insbesondere die Spülung mit Natriumhypochlorit (NaOCl) 
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während der chemo- mechanischen Aufbereitung gilt nach wie vor als Goldstandard 

zur Desinfektion von infizierten Wurzelkanälen (Xhevdet et al. 2014; Souza et al. 2010; 

Meire et al. 2009; Seal et al. 2002). Es bedarf der Weiterentwicklung der PDT in Bezug 

auf die Lichtübertragungssysteme, die Anwendungstechniken und die Parameter des 

PS, um eine ausreichende Keimreduktion in infizierten Wurzelkanälen erzielen zu    

können (Xhevdet et al. 2014; Ng et al. 2011; Meire et al. 2009).  

 

2.1.1 PHOTOCHEMISCHE REAKTION  

Der PS wird in das Zielgewebe eingebracht und lagert sich dort an die Bakterienzell-

membranen an. Das Gewebe wird anschließend mit Licht spezifischer Wellenlänge 

bestrahlt. Die Wellenlänge der verwendeten Lichtquelle muss auf das Absorptions-

maximum des PS abgestimmt sein, so dass dieser aktiviert werden kann. Zunächst   

findet eine Energieübertragung von dem aktivierten PS auf den im Gewebe vorkom-

menden Sauerstoff statt. Der Sauerstoff wird dann in reaktive, zytotoxische Sauerstoff- 

spezies, wie Singulettsauerstoff oder freie Radikale, aufgespalten. Diese werden als 

reactive oxygen species (ROS) bezeichnet. Die ROS sind in der Lage, bakterielle Zellmo-

leküle wie Membranlipide, Proteine oder Nukleinsäuren zu schädigen und somit den 

Zelltod der Bakterien zu verursachen (Konopka und Goslinski 2007) (Abbildung 1).  

 

ABBILDUNG 1: PRINZIP DER PHOTODYNAMISCHEN THERAPIE (MODIFIZIERT NACH UND MIT FREUND-

LICHER GENEHMIGUNG VON KONOPKA UND GOSLINSKI 2007, S. 695)  

ROS (REACTIVE OXYGEN SPECIES), O2 (SAUERSTOFF) 
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Im Detail werden bei der photochemischen Reaktion die Moleküle des PS durch die 

Lichtquelle von einem niedrigenergetischen Grundzustand in einen angeregten Singu-

lettzustand überführt. Die Moleküle fallen dann aus diesem Zustand unter Abgabe von 

Wärme oder Fluoreszenz entweder in den Grundzustand zurück oder gehen in einen 

stabileren Triplettzustand über. Von diesem energiereichen Triplettzustand ausge-

hend, sind zwei Reaktionstypen möglich (Soukos und Goodson 2011). Bei der            

Typ- I- Reaktion entstehen durch direkten Elektronentransfer von dem PS- Triplettsta-

dium auf das umliegende Gewebe hochreaktive zytotoxische Radikale wie Hyperoxide, 

Peroxide und Hydroxylradikale. Bei der Typ- II- Reaktion findet ein Elektronentransfer 

vom PS- Triplettstadium auf molekularen Sauerstoff statt, wodurch ein hochreaktiver, 

sehr energiereicher Sauerstoff, sogenannter Singulettsauerstoff, entsteht. Die beiden 

Reaktionen laufen parallel ab, wobei die Typ- II- Reaktion hauptsächlich für die Zytoto-

xizität der PDT verantwortlich ist. Die Bakterienzellschädigung ist dabei von der      

Konzentration des PS und vom Sauerstoffpartialdruck des Gewebes abhängig (Cieplik 

et al. 2014; Soukos und Goodson 2011; Konopka und Goslinski 2007; Wainwright 

1998). Die PDT führt zur irreversiblen Schädigung der Bakterien, ohne dabei eine     

mutagene oder gentoxische Wirkung auf gesundes körpereigenes Gewebe zu haben 

(Xu et al. 2009; Halkiotis et al. 1999). 

 

2.1.2 LICHTQUELLEN  

Für die Wirksamkeit der PDT ist entscheidend, dass das ausgestrahlte Licht im Wellen-

längenbereich des verwendeten PS liegt und somit von diesem absorbiert werden 

kann (Cieplik et al. 2014). Die meisten PS werden durch rotes Licht mit Wellenlängen   

> 600 nm aktiviert (Soukos und Goodson 2011). In vielen Studien werden klassische 

Laser, zum Beispiel Diodenlaser, Nd:YAG oder Er:YAG verwendet (Cheng et al. 2012; 

Meire et al. 2012; Meire et al. 2009; Foschi et al. 2007; Soukos et al. 2006; Seal et al. 

2002). Laserwellen liegen im sichtbaren Infrarot- bis Ultraviolettbereich, sind sehr 

energiereich und können dadurch zu einer Hitzeentwicklung führen (Kimura et al. 

2000). Klassische Laser werden auch allein, ohne Photoreaktion mit einem PS, zur 

Wurzelkanaldesinfektion verwendet (Sahar-Helft et al. 2013; Meire et al. 2009; Rams-

köld et al. 1997; Gutknecht et al. 1996; Fegan und Steiman 1995). Der antibakterielle 
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Effekt bei der alleinigen Anwendung von Lasern im Wurzelkanal beruht dabei nur auf 

einer thermalen Schädigung der Bakterien. Die Keimreduktion wird durch einen     

Temperaturanstieg in der Umgebung, der über letale Werte hinausgeht, durch lokale 

Hitze im Inneren der Bakterien oder durch lichtinduzierte Veränderung der                

bakteriellen Enzymaktivität verursacht (Hellingwerf et al. 1996). Die Desinfektion durch 

hochenergetische Laserstrahlen ist jedoch problematisch, da eine thermale Schädigung 

der umliegenden Gewebe möglich ist (Asnaashari und Safavi 2013; Kimura et al. 2000). 

Es wurden beispielsweise Schädigungen des parodontalen Gewebes, Wurzelankylosen 

oder -resorptionen beschrieben (Khan et al. 1997; Ramsköld et al. 1997; Bahcall et al. 

1992). Die Problematik der Hitzeschädigung bei hochenergetischen Lasern führt dazu, 

dass diese weitestgehend durch niedrigenergetische Diodenlaser abgelöst werden 

(Vaziri et al. 2012; Ng et al. 2011; Bergmans et al. 2008). Das Problem der Hitzeent-

wicklung wird bei der Anwendung von LEDs jedoch gänzlich vermieden, da diese keine 

Hitze generieren (Rios et al. 2011). In aktuelleren Untersuchungen zur PDT, so auch in 

der vorliegenden, wird das LED- Licht aus genannten Gründen angewendet (Tennert et 

al. 2015; Muhammad et al. 2014; Rios et al. 2011).   

Einige Autoren untersuchten, ob eine Streuung des Lichts und eine damit einherge-

hende, gleichmäßigere Verteilung im Wurzelkanal den antibakteriellen Effekt erhöhen. 

Dabei wurden sogenannte optische Fasern an die verwendeten Lichtsysteme           

gekoppelt, die das Licht als Diffusoren in einem Winkel von 360° im Wurzelkanal     

verteilten (Garcez et al. 2013a; Cheng et al. 2012; Nunes et al. 2011; Fimple et al. 2008; 

Soukos et al. 2006). In einer Studie von Garcez et al. (2013a) war die Keimelimination 

mit Diffusor signifikant höher (99,99 %), da die Verteilung des Lichts gleichmäßiger war 

als in den Gruppen ohne optische Faser. Die Verwendung der optischen Faser führte zu 

einer signifikant höheren ROS- Produktion im Vergleich zur Verwendung der Lichtquel-

le ohne Diffusor. Auch Fimple et al. (2008) stellten in einer früheren Studie fest, dass 

der Gebrauch einer optischen Faser als Diffusor zu einem signifikanten,                       

antimikrobiellen Effekt der PDT führt. In der vorliegenden Studie wurde ebenfalls eine 

optische Faser verwendet.  

Zusammengefasst gibt es mehrere Lichtquellen und Lichtübertragungssysteme mit 

unterschiedlichen Parametern, die für eine PDT geeignet sind. Niedrigenergetische 
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Diodenlaser zur Photoaktivierung des PS haben im Gegensatz zu hochenergetischen 

Lasersystemen weniger thermische Nebeneffekte. Neuere Methoden verwenden    

anstelle von Laserlicht LEDs, die keinerlei Hitze generieren und einfach in der        

Handhabung sind (Rios et al. 2011; Schlafer et al. 2010; Konopka und Goslinski 2007). 

 

2.1.3 PHOTOSENSIBILATOREN 

Für die PDT wurden verschiedene PS entwickelt. Idealerweise sollten diese eine hohe 

Bindungsaffinität zu Bakterien, eine niedrige zu körpereigenen Zellen aufweisen sowie 

eine hohe Menge an Singulettsauerstoff bilden (Soukos und Goodson 2011; Jori et al. 

2006). Die in der Zahnmedizin gebräuchlichsten PS sind Toluidinblau O (TBO) und       

Methylenblau (MB), die zur chemischen Gruppe der Phenothiazine gehören. Das     

Absorptionsmaximum dieser PS liegt nahe des Infrarotbereichs zwischen 620 bis       

660 nm (Wainwright 1998). Beide PS weisen eine vergleichbare antibakterielle Aktivi-

tät auf (Souza et al. 2010; Usacheva et al. 2001; Wainwright 1998) und werden für die 

PDT im Wurzelkanal verwendet (Soukos und Goodson 2011). Um eine phototoxische 

Wirkung auszulösen, müssen sich zunächst die Farbstoffmoleküle des PS an die        

Bakterienzellen binden. Die Anlagerung an die äußere Membran der Bakterien verur-

sacht bei Lichtaktivierung lokalisierte Schäden am Bakterium (Soukos und Goodson 

2011; Jori et al. 2006; Usacheva et al. 2003; Wainwright 1998). TBO wirkt membranak-

tiv, indem es die Membrandurchlässigkeit der äußeren Schutzhülle der Bakterien    

erhöht. MB ist aufgrund seines hydrophilen Charakters und seines leichten Molekular-

gewichts eher fähig, durch Porin- Proteinkanäle der Bakterienmembran ins Zellinnere 

zu gelangen, um dort Schäden an der DNA zu verursachen (Soukos und Goodson 2011; 

Jori et al. 2006; Rohs und Sklenar 2004; Wainwright 1998). Die Bindung an die           

Bakterienzellen kann durch Hinzufügen von positiv geladenen chemischen Gruppen 

(Jori et al. 2006) oder durch spezifische Antikörperbindung (Bhatti et al. 2000) erhöht 

werden, so dass eine Steigerung des antibakteriellen Effekts erzielt wird. Gramnegative 

Bakterien sind allgemein etwas schwieriger zugänglich für die PDT als grampositive 

Bakterien, da sie grundlegende Unterschiede in Bezug auf ihre Zellwandstruktur      

aufweisen (Jori et al. 2006). Die äußere Membran von grampositiven Bakterien ist 

überwiegend negativ geladen und relativ porös, so dass der PS zu einem gewissen 



  

8 

 

Grad durch die Zellwand ins Innere diffundieren kann (Friedrich et al. 2000). Im Gegen-

satz dazu tragen gramnegative Bakterien neben der Zellmembran noch eine sehr dicht 

gepackte, negativ geladene und heterogen strukturierte Schicht aus Lipopolysacchari-

den und Proteinen. Diese hochorganisierte äußere Struktur setzt die Angreifbarkeit 

von gramnegativen Bakterien gegenüber der PDT herab (Jori et al. 2006). Wainwright  

et al. (1998) zeigten in ihrer Studie, dass TBO und MB bei der PDT effektiver gegen die 

grampositiven Bakterien E. faecalis, S. aureus und B. cereus waren als gegen           

gramnegative Bakterien wie E. coli und P. aeruginosa. Durch die Zugabe von Ethylendi-

amintetraessigsäure- Lösung (EDTA) oder kationischen Molekülen kann die Hülle von 

gramnegativen Bakterien für die PS jedoch zugänglicher gemacht werden, so dass auch 

bei diesen Bakterien eine effektive antimikrobielle Wirksamkeit der PDT nachweisbar 

ist (Maisch et al. 2009; Jori et al. 2006). TBO und MB sind in der Lage, eine große    

Menge an Singulettsauerstoff bei verhältnismäßig geringer Belichtungsdauer zu       

produzieren. Sie sind nicht schädlich für menschliche Zellen und daher auch für eine in 

vivo- Anwendung geeignet (Soukos et al. 2006; Wainwright 1998). Der antibakterielle 

Effekt der PDT ist neben der Bakterienart (Usacheva et al. 2003) auch von der Konzent-

ration des PS abhängig. Es wurden Konzentrationen von 6,25 µg/ml bis 25 mg/ml für 

MB und 10 bis 100 µg/ml für TBO getestet (Meire et al. 2009; Bergmans et al. 2008; 

Fimple et al. 2008; Foschi et al. 2007; Bonsor et al. 2006; Soukos et al. 2006; Williams 

et al. 2006). Foschi et al. (2007) verwendeten MB in einer Konzentration von             

6,25 µg/ml und Soukos et al. 2006 in vierfach höherer Konzentration (25 µg/ml). Bei 

erhöhter Farbstoffkonzentration lag auch die Bakterienreduktion von E. faecalis circa 

20 % höher (Soukos et al. 2006). Seal et al. (2002) testeten die antibakterielle Wirk-

samkeit der PDT in vitro ebenfalls mit unterschiedlichen Konzentrationen von TBO 

(12,5 bis 100 µg/ml), wobei die Konzentration von 100 µg/ml den signifikant höchsten 

antibakteriellen Effekt zeigte. Mehrere Autoren konnten bei dieser Konzentration von 

TBO eine statistisch signifikante antibakterielle Effektivität der PDT nachweisen (Nunes 

et al. 2011; Poggio et al. 2011; Schlafer et al. 2010). In der vorliegenden Untersuchung 

wird TBO ebenfalls in der genannten   Konzentration von 100 µg/ml verwendet. In  

einigen Studien zur PDT wurde festgestellt, dass der PS auch ohne Lichtaktivierung zu 

einer signifikanten Bakterienreduktion führte, wobei dieser Effekt als Dunkeltoxizität        
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bezeichnet wird (Rios et al. 2011; Upadya und Kishen 2010; Soukos et al. 2006). Es 

kann festgehalten werden, dass die Effektivität der PDT auch von unterschiedlichen 

Parametern des PS abhängig ist. Eine einheitliche Aussage darüber, ob der PS allein 

ohne Lichtaktivierung bereits einen antibakteriellen Effekt erzielt, ist bis jetzt nicht 

möglich, da in den Studien unterschiedliche PS, Konzentrationen des PS, Einwirkzeiten 

und Testbakterien verwendet wurden. In der vorliegenden Untersuchung wurde neben 

der Hauptfragestellung zusätzlich eine mögliche antibakterielle Wirkung des PS TBO 

ohne Lichtaktivierung untersucht.  

 

2.2 BAKTERIELLER BIOFILM  
 

Die Mehrheit der Mikroben in der Natur (99 %) lebt vorzugsweise in einem strukturier-

ten Biofilm- Ökosystem. Biofilme sind ubiquitär, das heißt, sie entstehen überall dort, 

wo Wasser und Nährstoffe vorhanden sind. Biofilme entstehen immer auf die gleiche 

Art und Weise, unabhängig davon, welches Ökosystem sie bewohnen. Der                

Entstehungsprozess kann grundsätzlich in drei Schritte unterteilt werden: a) die Adhä-

sion der Bakterien an eine Oberfläche, b) die Bildung von Mikrokolonien und             

Entstehung eines jungen Biofilms und c) die Freisetzung von Tochterkolonien und Ent-

stehung eines ausgereiften Biofilms (Watnick und Kolter 2000) (Abbildung 2).  

 

 

ABBILDUNG 2: PROZESSE DER BIOFILMENTSTEHUNG (MODIFIZIERT NACH UND MIT FREUNDLICHER 

GENEHMIGUNG VON STOODLEY ET AL. 2002, S. 189)  

A) ADHÄSION DER BAKTERIEN AN EINE OBERFLÄCHE  
B) BILDUNG EINES STRUKTURIERTEN BIOFILMS       
C) FREISETZUNG VON TOCHTERZELLEN  
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Zur Entstehung eines Biofilms lagern sich Bakterien fest an bewegliche oder unbeweg-

liche Oberflächen sowie an Grenzflächen wie z. B. Gas- und Flüssigphasen an. Der    

Biofilm stellt eine mikrobielle Lebensgemeinschaft aus zumeist unterschiedlichen   

Bakterienarten dar (Donlan und Costerton 2002; Costerton 1995). Die Bakterien im 

Biofilm schließen sich zu Zellaggregaten zusammen und sind in eine Matrix aus soge-

nannten extrazellulären Polymeren Substanzen (EPS) eingebettet (Branda et al. 2005; 

Costerton 1995). Die Mikroorganismen machen bis zu ca. 15 Vol.- % eines Biofilms aus 

und die Matrix bis zu 85 Vol.- % (Flemming et al. 2016), wobei diese das Gerüst zur 

Stabilisierung des Biofilms darstellt. Die Hauptkomponenten der Matrix sind EPS und 

Proteine im Verbund mit Wasser (Wei und Ma 2013; Branda et al. 2005). Andere     

Bestandteile sind Aminosäuren, Zucker, aromatische Verbindungen, Proteine, Nuklein-

säuren, Lipide, Zellreste und verschiedene Ionen (Ca2+, Mg2+, SO4
2-, Fe3+) (Flemming et 

al. 2016). Zusammen mit den Bakterienzellen führt die Matrix zur Bildung von           

typischen dreidimensionalen, pilz- und turmartigen Strukturen des Biofilms (ten Cate 

2006; Davies 1998). Biofilme können durch diese Struktur bis zu mehrere 100 µm dick 

werden (Wimpenny 2000). Zwischen den Zellen liegen wassergefüllte Tunnel die den 

gesamten Biofilm durchziehen (Davey und O'Toole 2000) und wichtig für die          

Kommunikation und Nährstoffversorgung innerhalb des Biofilms sind. Durch diesen 

Aufbau unterscheiden sich im Biofilm lebende Bakterien strikt von Zellen der plankto-

nischen Lebensform (Costerton et al. 1995). Aus der hochdifferenzierten Lebensform 

des Biofilms lassen sich viele Vorteile ziehen: Hohe Resistenz gegenüber Umweltein-

flüssen oder antimikrobiellen Substanzen, erhöhte Stabilität gegenüber mechanischen 

Scherkräften, optimale Nährstoffversorgung sowie optimaler Informations- und      

Genaustausch (Davies 1998; Costerton et al. 1987).  

2.2.1 ORALE BIOFILME 

In der gesunden menschlichen Mundhöhle liegt eine natürliche Bakterienflora mit   

700- 1000 verschiedenen Bakterienarten vor (Socransky und Haffajee 2005). Die     

beiden häufigsten bakteriellen Erkrankungen des Menschen, Karies und Parodontitis, 

entstehen aufgrund von pathogenen Mikroorganismen, die in die Mundhöhle          

gelangen und nicht zur normalen Flora gehören (Konopka und Goslinski 2007; ten Cate 
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2006; Bowden und Li 1997). Die ursächlichen Bakterien für diese Erkrankungen können 

die Mundhöhle erst nach dem Durchbruch der Zähne kolonisieren und verschwinden, 

wenn keine Zähne mehr vorhanden sind. Sie werden durch andere Individuen            

(zum Beispiel Eltern) im Sinne einer Infektionserkrankung übertragen (Hellwig et al. 

2013). Bakterien der Mundhöhle können Biofilme mit den gleichen physiologischen 

und strukturellen Merkmalen anderer natürlicher Biofilme bilden (Marsh 2004). Plank-

tonische Mikroorganismen im Speichel sind dabei die Hauptquelle für die Biofilmbil-

dung im Mund (Bowden und Li 1997). 

In der Endodontie wurde der Zusammenhang von Mikroorganismen und                    

Pulpaerkrankungen erstmalig durch Miller beschrieben (Miller 1894). Bakterien, die zu 

einer Entzündung und Nekrose der Pulpa führen, stammen aus pulpanahen         

Schichten einer Kariesläsion und dem umgebenden Speichel. Sie kolonisieren nach 

Eindringen in die Pulpa die Oberfläche des Wurzelkanals und bilden Biofilme im        

klassischen Sinne. Durch den Apex oder durch Seitenkanäle des Wurzelkanals treten 

sie in Kontakt mit dem parodontalen Ligament und führen dort zu Entzündungsreakti-

onen der periradikulären Gewebe. Dieser Prozess führt dann zur Entstehung der apika-

len Parodontitis (Siqueira und Rôças 2007). Typischerweise sind primäre endodonti-

sche Infektionen polymikrobiell (Baldasso et al. 2012; Donlan und Costerton 2002). 

Durch die besonderen ökologischen Verhältnisse im Wurzelkanal findet eine Selektion 

der eindringenden Bakterien statt. Es etabliert sich eine spezielle pathogene Flora 

(Sundqvist 1992). Das sauerstoffarme Milieu im Wurzelkanalsystem fördert eine starke 

Dominanz von Anaerobiern (Aw 2016; Sundqvist 1994).  

 

2.3 ENTEROCOCCUS FAECALIS 

 

Enterokokken sind grampositive, fakultative Anaerobier, die sich paarig oder in kurzen 

Ketten anordnen und kugelförmig sind. Früher wurden Enterokokken den Streptokok-

ken zugeordnet. Nach neuerer Klassifikation werden sie der Familie der Enterokokken 

zugerechnet (Neumeister et al. 2009). Die am häufigsten auftretenden humanpatho-

genen Stämme der Enterokokkengruppe sind der E. faecalis und der E. faecium      

(Murray 1990). E. faecalis kommt vornehmlich im Gastrointestinaltrakt vor (Murray 
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1990), zählt aber auch bei nosokomialen Infektionen zu den drei häufigsten ursächli-

chen Keimen (Duggan und Sedgley 2007). E. faecalis gelangt als pathogenes Bakterium 

durch exogene Infektion in die Mundhöhle (Sundqvist et al. 1998) und gehört nicht zu 

der typischen oralen Bakterienflora. Es siedelt sich als transientes Bakterium in der 

Mundhöhle an, sofern eine Prädilektionsstelle wie zum Beispiel ein behandelter    

Wurzelkanal vorliegt.  

E. faecalis gelangt in den meisten Fällen durch Speisen, meistens Milchprodukte, in die 

Mundhöhle. Es ist möglich, dass E. faecalis zu jedem Zeitpunkt während oder nach 

einer Wurzelkanalbehandlung in das Endodont gelangt. Dort findet er dann optimale 

Bedingungen für eine resistente Besiedlung vor (Zehnder und Guggenheim 2009). Bei 

einem gesunden Menschen mit guter Mundhygiene und ohne Prädilektionsstellen für 

das Bakterium kann sich E. faecalis nicht gegen die normale Flora durchsetzen und 

verschwindet auch wieder aus der Mundhöhle (Kampfer et al. 2007; Razavi et al. 

2007). In der Zahnheilkunde wird E. faecalis insbesondere mit persistierenden apikalen 

Parodontitiden bei bereits endodontisch behandelten Zähnen in Verbindung gebracht 

(Zhu et al. 2010; Zoletti et al. 2006; Pinheiro et al. 2003a; Sundqvist et al. 1998; 

Ørstavik und Haapasalo 1990). Seltener kommt E. faecalis bei Primärinfektionen des 

Wurzelkanals mit nekrotischer Pulpa vor (Sundqvist 1992). Molander et al. (1998)   

isolierten bei bereits endodontisch behandelten Zähnen und bestehender apikaler  

Parodontitis in 69 % der Proben Anaerobier, wovon die meisten der Enterokokken-

gruppe zugeordnet werden konnten. In einer in vivo- Untersuchung von Zhu et al. 

(2010) wurden mikrobielle Proben aus Zähnen mit persistierender apikaler Parodonti-

tis entnommen. Die Auswertung ergab, dass die meisten Zähne ebenfalls mit                

E. faecalis infiziert waren. Siren et al. (1997) wiesen den Keim in vivo in 33 % der Fälle 

als Monoinfektion und auch in Mischinfektionen durch mikrobiologische Proben     

während der Wurzelkanalbehandlung nach. Auch bei Pinheiro et al. (2003b) war in 

Zähnen mit apikaler Parodontitis E. faecalis der am häufigsten isolierte Keim. Viele in 

vitro- Studien belegen ebenfalls, dass E. faecalis die Fähigkeit besitzt, Biofilme an der       

Wurzelkanalwand zu bilden (Kishen et al. 2006; George et al. 2005; Distel et al. 2002). 

Die Pathogenität des Bakteriums äußert sich durch eine hohe Anzahl an Virulenzgenen, 

die dem Bakterium die Fähigkeit verschaffen, im Wurzelkanal zu persistieren und so 
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Schäden am periapikalen Gewebe zu verursachen (Zoletti et al. 2011). Zu den           

typischen Virulenzgenen zählen Aggregationssubstanz (asa), Cytolysin- Aktivator (cylA), 

Oberflächenadhäsin (Esp), Gelatinase (gelE) und Adhärenzfaktoren (EfaA, Ace) (Zhu et 

al. 2010). E. faecalis zeigt zusätzlich eine hohe Toleranz gegenüber schwierigen       

Umweltbedingungen (George et al. 2005; Huycke et al. 1998). Der Keim ist zum        

Beispiel hitzestabil bis zu 60°C, toleriert große pH- Schwankungen und kann im alkali-

schen Milieu überleben (Love 2001; Ørstavik und Haapasalo 1990). Darüber hinaus 

kann er auch bei geringem Nährstoffangebot lange überleben und sich regenerieren, 

sobald eine Nährstoffquelle wieder vorhanden ist (Wang et al. 2012a; Siren et al. 

1997). Die starke Resistenz des Keimes im Wurzelkanal wird zusätzlich auf die Fähigkeit 

zurückgeführt, dass er ungefähr 400 µm und teilweise sogar tiefer in die Dentintubuli 

eindringen kann (Haapasalo und Ørstavik 1987). Die Fähigkeit, sich an Kollagen        

Typ- I zu binden, spielt dabei eine wichtige Rolle. Kollagen Typ- I ist die organische 

Hauptkomponente des Wurzeldentins, wodurch das feste Anhaften von E. faecalis in 

den Tubuli ermöglicht wird (Saber und El-Hady 2012; Kowalski et al. 2006; Love 2001). 

Als weitere besondere Eigenschaft gilt, dass E. faecalis, insbesondere im apikalen     

Drittel, einen sogenannten kalzifizierenden Biofilm bilden kann. Dazu erfolgt nach der 

Anhaftung der Bakterien ein Herauslösen von Mineralien aus dem Dentin. Diese gelös-

ten Mineralien bilden präzipitierte Apatitschichten, so dass schwer entfernbare, kalzifi-

zierte Biofilmbereiche entstehen (Kishen et al. 2006). Insgesamt problematisch ist sei-

ne hohe Resistenzbgegenüber vielen, in der Endodontie gebräuchlichen, antibakteriel-

len Spüllösungen und Medikamenten (Sun et al. 2016; Saatchi et al. 2014; Estrela et al. 

2007; Zehnder et al. 2004). In einer in vitro- Studie von Saber und El-Hady (2012) fand 

trotz einwöchiger Behandlung des Wurzelkanals mit einer medizinischen Kalziumhyd-

roxideinlage eine vollständige Kolonisation mit einem E. faecalis- Biofilm statt. Zehnder 

et al. (2004) konnten ebenfalls zeigen, dass Kalziumhydroxid nur einen limitierten Effekt 

gegen E. faecalis aufweist. Die in klassischen Spülprotokollen verwendeten endodonti-

schen Spüllösungen CHX (Chlorhexidindigluconat) und NaOCl sind ebenfalls nicht in der 

Lage, E. faecalis komplett aus dem Wurzelkanalsystem zu eliminieren (Estrela et al. 

2007). Aus den genannten Gründen ist die Entfernung des Bakteriums sehr problema-

tisch. Aufgrund der resistenten Eigenschaften eignet sich das Bakterium jedoch hervor-
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ragend für in vitro- Untersuchungen. Die Anwendung von E. faecalis hat sich in vielen 

wissenschaftlichen Studien bewährt (Sun et al. 2016; Bhuva et al. 2010; Zehnder 2006). 

Das Bakterium wird dabei überwiegend zur Untersuchung verschiedener endodonti-

scher Behandlungstechniken (Baca et al. 2011; Gründling et al. 2011; Brito et al. 2009) 

sowie zur Untersuchung der Wirksamkeit endodontischer Spüllösungen und Medika-

mente eingesetzt (Chávez de Paz et al. 2010; Soares et al. 2010; Sena et al. 2006; Evans 

et al. 2002). Die Mehrzahl der in vitro- Studien zur PDT wählten ebenfalls E. faecalis als 

Testbakterium aus (Sebrão et al. 2017; Silva et al. 2014; Garcez et al. 2013b; Vaziri et 

al. 2012; Rios et al. 2011; Souza et al. 2010; Upadya und Kishen 2010). 

 

3 MATERIAL UND METHODE  

3.1 STUDIENDESIGN 

Mit dieser in vitro- Untersuchung wurde die antibakterielle Wirksamkeit der PDT bei 

verschiedenen Insertionstiefen einer LED- Lichtquelle anhand eines E. faecalis- Biofilm- 

Modells untersucht. Die antibakterielle Wirksamkeit des PS TBO wurde ebenfalls     

untersucht und mit der Effektivität der PDT verglichen.  

Es wurden 70 extrahierte Zähne nach bestimmten Kriterien (Tabelle 1) ausgewählt und 

für den Versuch vorbereitet. Bei 60 Zähnen wurden die Zahnkronen abgetrennt, die 

Wurzelkanäle maschinell präpariert und die präparationsbedingte Schmierschicht mit 

Spülungen (NaOCl 1 %, EDTA 17 %) entfernt. Die Zahnwurzeln wurden anschließend 

sterilisiert. Es erfolgte eine Einteilung in sechs experimentelle Gruppen für den Haupt-

versuch und in zwei Gruppen für Nachweise im Rasterelektronenmikroskop (REM). Die 

sechs Gruppen des Hauptversuchs teilten sich auf in zwei Kontrollgruppen (Positiv- und 

Negativkontrolle) und in vier weitere Testgruppen. Alle Proben, ausgenommen die 

Negativkontrolle und eine REM- Gruppe, wurden mit E. faecalis infiziert. In einer Test-

gruppe zur PDT wurde nur LED- Licht angewendet, in einer anderen nur TBO, in zwei 

weiteren die PDT mit unterschiedlichen Insertionstiefen der optischen Faser. Das    

verwendete PDT- System war FotoSan® (CMS Dental), bestehend aus einer LED- Lampe 

und einer gebrauchsfertigen Farbstofflösung TBO (Abbildung 3). Die zwei                  
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REM- Gruppen dienten dem Nachweis der Schmierschichtenfernung und der             

Infektionskontrolle mit E. faecalis. Nach Durchführung aller Versuche wurden aus allen 

Zahnwurzeln der Testgruppen Proben entnommen. Diese wurden dann inkubiert und 

anschließend ausgezählt. Abschließend erfolgte die statistische Auswertung der Ergeb-

nisse. Die Einteilung der Proben und der gesamte Versuchsablauf sind in Abbildung 4 

schematisch dargestellt. Das Studiendesign und die Behandlung der Proben wurden im 

Rahmen eines Partnerversuchs mit unterschiedlichen Fragestellungen entwickelt 

(Hoffmann 2016). 

 

 

ABBILDUNG 3: FOTOSAN®- GERÄT UND PHOTOSENSIBILISATOR 
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ABBILDUNG 4: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DES VERSUCHSABLAUFS  

TBO (TOLUIDINBLAU O), LED (LICHT- EMITTIERENDE- DIODE), PDT (PHOTODYNAMISCHE THERAPIE), SL 

(SMEAR LAYER), BF (BIOFILM), REM (RASTERELEKTRONENMIKROSKOP), CFU (COLONY FORMING 

UNITS) 
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3.2 VERSUCHSDURCHFÜHRUNG  

 

3.2.1 AUSWAHL UND VORBEREITUNG DER ZÄHNE  

Für die Versuche wurden 70 einwurzelige menschliche Frontzähne und Prämolaren der 

bleibenden Dentition verwendet, die im Rahmen zahnärztlicher Eingriffe extrahiert 

wurden. Die Extraktion der Zähne stand in keinem Bezug zur Durchführung der        

vorliegenden Arbeit. Die ausgewählten Zähne mussten bestimmte Kriterien erfüllen       

(Tabelle 1).  

TABELLE 1: AUSWAHLKRITERIEN DER VERSUCHSZÄHNE 

 Intakter Apex, keine Wurzelkaries  

 Gerade Wurzel mit einem Wurzelkanal 

 Wurzellänge von mindestens 15 mm 

 Einbringen eines Reamers bis apikal maximal ISO- Größe 20 möglich  

 Keine vorherige Wurzelkanalbehandlung 

  

Die Wurzeloberflächen wurden mit Küretten gereinigt, um Konkremente und parodon-

tales Weichgewebe zu entfernen. Anschließend wurden die Zähne mit einem           

Diamantbohrer trepaniert und mithilfe eines Reamers der ISO- Größe 10 auf apikale 

Gängigkeit überprüft. Es wurden ausschließlich Zähne verwendet, bei denen maximal 

ein Reamer der ISO- Größe 20 bis zum Apex eingebracht werden konnte. Nach        

standardisierter Abmessung und Markierung der Zähne auf eine Wurzellänge von 15 

mm wurden die Zahnkronen mit einer Trennscheibe abgetrennt. Die Arbeitslänge (AL)    

wurde auf 14 mm festgelegt. Es folgte die standardisierte maschinelle Präparation der 

Wurzelkanäle mit Gates- Glidden- Bohrern der Größe #4, #3 und #2 sowie mit FlexMas-

ter®- Nickel- Titan- Instrumenten (NiTi) mit dem Endomotor Endo IT professional®. 

Unter Anwendung der crown down- Technik wurden die Wurzelkanäle standardisiert 

bis zur Größe .02/40 präpariert. Die Reihenfolge der Instrumente sowie die Eindringtie-

fen bei der maschinellen Präparation wurden wie folgt festgelegt (Tabelle 2). 
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TABELLE 2: REIHENFOLGE DER INSTRUMENTE FÜR DIE WURZELKANALPRÄPARATION MIT ENTSPRE-

CHENDER ARBEITSLÄNGE 

GG (GATES- GLIDDEN- BOHRER), AL (ARBEITSLÄNGE), FM (FLEXMASTER®), # (INSTRUMENTENGRÖSSE) 

 Instrument  Arbeitslänge (14mm) 

 GG #4  AL minus 11 mm  

 GG #3  AL minus 8 mm 

 GG #2  AL minus 5 mm  

 FM .06/30  AL minus 3 mm 

 FM .06/25  AL minus 1 mm 

 FM .04/30  AL 

 FM .02/35  AL 

 FM .02/40  AL 

 

Nach jedem Instrumentenwechsel erfolgte eine Wurzelkanalspülung mit 2 ml NaOCl        

1 % auf AL, bei der eine 5 ml- Einwegspritze und eine sterile Kanüle verwendet        

wurden. Abschließend wurde mit 5 ml EDTA 17 % und 2 ml NaOCl 1 % für jeweils zwei  

Minuten gespült. Die Zähne wurden nach der Extraktion und zwischen den Arbeits-

schritten bis zur Probenherstellung in thymolhaltigem Leitungswasser aufbewahrt, um 

sie vor Austrocknung zu schützen. Es wurden anschließend 60 der 70 Zahnwurzeln 

randomisiert ausgewählt und einzeln in Zylinder aus kaltpolymerisierenden Prothesen-

kunststoff Paladur® eingebettet (Abbildung 5). Dazu wurde der flüssige Kunststoff in 

selbst hergestellte Förmchen aus Silaplast Futur® eingefüllt. Anschließend wurden die 

Zahnwurzeln mithilfe einer sterilen Pinzette vertikal bis zur Schliffkante in den noch 

flüssigen Kunststoff eingebracht, so dass die gesamte äußere Wurzelfläche von Kunst-

stoff umgeben war. Die Proben wurden bis zur vollständigen Aushärtung des          

Kunststoffes mit der Pinzette fixiert, wobei darauf geachtet wurde, dass die koronale 

Fläche mit dem offenen Kanallumen frei von Kunststoff blieb. Anschließend wurden 

alle 60 eingebetteten Zahnwurzeln für 20 Minuten bei 121°C autoklaviert. Die restli-

chen zehn nicht eingebetteten Zahnwurzeln wurden für die Untersuchung im REM 

vorbereitet. 
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ABBILDUNG 5: EINGEBETTETE ZAHNWURZEL MIT STANDARDISIERT PRÄPARIERTEM WURZELKANAL 

 

3.2.2 GRUPPENEINTEILUNG  

Sechzig von insgesamt 70 Zahnwurzeln wurden randomisiert in sechs experimentelle 

Gruppen mit jeweils n = 10 für den Hauptversuch zur PDT eingeteilt (Nur TBO, Nur LED, 

PDT apikal, PDT koronal, Positiv- und Negativkontrolle). Die übrigen zehn Wurzeln 

wurden ebenfalls randomisiert in zwei Gruppen mit n = 5 für REM- Aufnahmen         

aufgeteilt (Gruppe SL, Gruppe BF) (Abbildung 4).  

 

3.2.3 INFEKTION DER PROBEN 

Für die bakterielle Infektion der sterilen Zahnwurzeln wurde der grampositive,           

fakultativ anaerobe Keim E. faecalis vom Stamm ATCC 29212 verwendet. Das            

Bakterium stammte aus dem Institut für Medizinische Mikrobiologie der Universität 

Göttingen. Zunächst wurde eine Impfschlinge durch die isolierte E. faecalis- Kultur zur 

Aufnahme der Bakterien gestrichen. Anschließend wurden 10 ml brain heart infusion 

mit der Impfschlinge inokuliert und für 24 h bei 37°C inkubiert. Die Reinheit der Bakte-

riensuspension wurde durch eine Kultivierung für zwölf Stunden auf einer Blutagar-

platte überprüft. Nach der Inkubation für 24 Stunden wurde die Gesamtzellzahl mit 

einem Spektrophotometer bestimmt. Für einen standardisierten Ausgangswert wurde 
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die Suspension in reiner BHI so verdünnt, dass ein Extinktionswert von 0,3 bei einer      

Wellenlänge von 600 nm erreicht wurde. Eine optische Dichte von 0,3 entspricht einer 

Infektionslösung mit der Bakterienmenge von 1,5 x 108  CFU pro ml. Diese Lösung   

wurde mit einer sterilen 2 ml- Einwegspritze aufgesaugt und mit einer Spülkanüle   

(NaviTip®) unter einer sterilen Abzugshaube in die Wurzelkanäle appliziert. Die       

standardisiert präparierten Wurzelkanäle wurden jeweils vollständig mit der Bakteri-

ensuspension gefüllt. Alle Testgruppen außer der Negativkontrolle wurden mit dieser       

Infektionslösung infiziert. Anschließend wurden die Proben bei 35°C für 72 Stunden         

inkubiert.  

 

3.2.4 VORBEREITUNG DER PROBEN FÜR DIE REM- UNTERSUCHUNG  

Für die Untersuchung im REM wurden die Proben in die Gruppe SL (smear layer) und 

Gruppe BF (Biofilm) unterteilt. In der Gruppe SL wurde die Entfernung der                 

präparationsbedingten Schmierschicht auf der Wurzelkanalwand mithilfe der           

Spüllösungen EDTA (17 %) und NaOCl (1 %) überprüft. Die Infektion der Proben mit                

E. faecalis wurde in der Gruppe BF nachgewiesen.  

 

Gruppe SL (n = 5) 

Ein steriler Guttaperchastift wurde zur besseren Darstellung des Kanalverlaufs in den 

Wurzelkanal eingebracht. Die Wurzeln wurden mit der Trennscheibe in Längsrichtung 

soweit getrennt, bis nur noch eine minimale Restdentinschicht zum Kanallumen       

vorhanden war. Anschließend wurden die Wurzeln mit einem Hebel nach Bein in zwei 

Hälften gespalten. Die Zahnhälften wurden zum Trocknen in einen Exsikkator gegeben 

und anschließend auf Trägern mit der Wurzelaußenseite mit Sekundenkleber befestigt. 

Die Zahnhälften wurden auf der Wurzelinnenseite mit einem Sputter mit                   

Gold- Palladium in einer Argon- Atmosphäre bedampft. Die Schichtdicke betrug dabei 

zwischen 40 bis 48 nm. Es erfolgte die REM- Auswertung der Proben bei 1500- facher                   

Vergrößerung, wobei Mikrofotografien der Wurzelkanaloberflächen angefertigt      

wurden (Abbildung 8). 
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Gruppe BF (n = 5) 

Die Zahnwurzeln wurden mit dem Kanallumen nach oben in Gewebekulturschalen mit 

Silaplast Futur® fixiert und wie oben beschrieben mit E. faecalis infiziert, inkubiert und 

ebenfalls in Hälften gespalten. Anschließend wurden die Wurzelhälften dreimal in    

jeweils frischem, physiologischem Natriumchlorid 0,9 %  (NaCl) durch Schwenken    

gewaschen. Die Hälften wurden dann mit einem Fixationsgemisch aus 25 % Glutaral-

dehyd und 25 % Paraformaldehyd in 0,2 M Phosphatpuffer fixiert. Die Lösungen zur 

Fixierung wurden im Labor frisch angesetzt. Nach der Fixation wurden die Proben mit 

einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 %, 80 %, 90 %, 95 % und absolutem Alkohol) 

entwässert und anschließend mit der criticle point drying- Methode getrocknet. Die 

Zahnhälften wurden dann wie in der Gruppe SL beschrieben auf Trägern befestigt, mit 

dem Sputter bedampft und im REM betrachtet. Es wurden Mikrofotografien der     

Wurzelkanaloberflächen mit 5000- facher Vergrößerung angefertigt (Abbildung 9). 

 

3.2.5 HAUPTVERSUCH  
 

TABELLE 3: EINTEILUNG DER EXPERIMENTELLEN GRUPPEN 

TBO (TOLUIDINBLAU O), LED (LICHT- EMITTIERENDE- DIODE), PDT (PHOTODYNAMISCHE THERAPIE), PS 

(PHOTOSENSIBILISATOR) 

 

Positivkontrolle Infektion, keine Desinfektion 

Negativkontrolle Keine Infektion, Desinfektion 

Nur TBO PS, kein LED- Licht 

Nur LED LED- Licht, kein PS 

PDT apikal PS, LED apikal mit 10 mm Eindringtiefe 

PDT koronal PS, LED koronal mit 5 mm Eindringtiefe 

 

 

Positivkontrolle (n = 10) 

Diese Proben wurden mit E. faecalis infiziert, es wurde keine desinfizierende Maß-

nahme durchgeführt 
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Negativkontrolle (n = 10) 

In dieser Gruppe erfolgte keine Infektion der Proben. Die weitere Behandlung           

entsprach der bei PDT apikal (siehe unten) beschriebenen Vorgehensweise. 

 

Nur TBO (n = 10) 

Der PS (FotoSan Agent low®) ist zusätzlich in dem PDT- System enthalten. Der         

Wirkstoff des PS ist TBO (C15H16ClN3S), welcher gebrauchsfertig in wässriger Lösung mit   

einer Konzentration von 100 µg/ml vorliegt. TBO wurde mit einer sterilen NaviTip® aus 

dem unmittelbar vor der Anwendung geöffneten Gefäß entnommen. TBO wurde von 

apikal nach koronal in den Wurzelkanal appliziert, um den Einschluss von Luftblasen zu 

vermeiden. Nach einer Einwirkdauer von zwei Minuten wurde dieser mit Papierspitzen 

aus dem Wurzelkanal entfernt. 

 

Nur LED (n = 10) 

Das PDT- System FotoSan® enthält eine LED- Lampe, welche rotes Licht mit einem 

powerpeak von 628 nm (Nennleistung 15 W, Ausgangsintensität 2.000 mW/cm2)        

aussendet und optische Fasern als austauschbare Einmaltips (EndoTips), welche auf 

das LED- Handstück gesteckt werden. Diese schmal zulaufenden Endotips haben einen 

Durchmesser von 500 µm mit einem Konus von 0,03 im apikalen Anteil und              

Markierungsrillen bei 5 und 8 mm (Abbildung 6). Die Proben wurden ohne die          

vorherige Applikation von TBO mit dem LED- Licht belichtet. Dazu wurde eine sterile 

EndoTip auf die LED- Lampe aufgesteckt und 10 mm tief in den Wurzelkanal einge-

bracht. Die Lampe wurde anschließend für zwei Intervalle à 30 Sekunden entsprechend 

den Herstellerangaben aktiviert. Für jede Probe wurde eine neue EndoTip verwendet.  

 

PDT apikal (n = 10) 

Die Wurzelkanäle der Proben wurden wie in der Gruppe Nur TBO mit TBO gefüllt und 

nach einer Einwirkdauer von zwei Minuten mit der LED- Lichtquelle wie in der Gruppe 

Nur LED bestrahlt. Die Eindringtiefe der Lichtquelle betrug dabei 10 mm. Um eine 

standardisierte Insertionstiefe zu gewährleisten, wurde die optische Faser bis zu einer 
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Markierung bei 10 mm eingebracht. Anschließend wurde TBO mit Papierspitzen        

entfernt (Abbildung 6). 

 

PDT koronal (n = 10) 

Die Wurzelkanäle wurden wie in PDT apikal behandelt, wobei die Insertionstiefe der  

LED- Lichtquelle in den Wurzelkanal 5 mm betrug.  

 

 

ABBILDUNG 6: AKTIVIERTES LED- LICHT IM WURZELKANAL MIT OPTISCHER FASER 

 

3.2.6 PROBENENTNAHME 

Mithilfe einer Pipette wurden 60 sterile Eppendorf- Tubes® mit jeweils 1000 µl         

sterilem NaCl befüllt. Zur Probenentnahme wurden für jede Wurzel jeweils drei sterile 

Hedström- Feilen der ISO- Größen 35, 40 und 45 verwendet, mit denen durch zirkum-

ferente Bearbeitung der Wurzelkanalwand bis auf AL Dentinspäne gewonnen wurden. 

Die Entnahme der Dentinspäne wurde pro Feile dreimal wiederholt. Nach jeder        

Anwendung wurde die Feile in das Eppendorf- Tube® eingetaucht, um die Späne von 
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der Feile in die Flüssigkeit zu übertragen. Alle drei Feilen wurden nach ihrer Anwen-

dung in das Röhrchen überführt, welches entsprechend der Probennummer (1 bis 60) 

beschriftet und dicht verschlossen wurde. Anschließend wurde die Flüssigkeit in den 

Röhrchen für 30 Sekunden mit dem Vortexer durchmischt und die Hedström- Feilen 

mit einer sterilen Pinzette entfernt. In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass alle 

Proben mit Ausnahme der Gruppe Negativkontrolle verdünnt werden mussten, um 

eine visuelle Auszählung der CFU zu ermöglichen. Die Gruppe Positivkontrolle wurde 

1:200, Nur TBO und Nur LED 1:100 und PDT apikal und PDT koronal 1:50 jeweils mit 

NaCl verdünnt. Aus jedem Röhrchen wurden jeweils 50 µl Flüssigkeit mit einer           

100 µl- Pipette entnommen und auf eine Blutagarplatte mit Columbia- Blut plattiert, 

wobei die Flüssigkeit im Röhrchen kurz vor der Entnahme nochmals für 30 Sekunden 

mit dem Vortexer durchmischt wurde. Anschließend wurde die Flüssigkeit mit sterilen 

10 µl- Impfschlingen gleichmäßig auf den Agarplatten verteilt. Dieser Vorgang wurde 

für jede Probe dreimal wiederholt, so dass pro Zahnwurzel drei Platten mit jeweils     

50 µl der gleichen Bakterienlösung kultiviert wurden. Die Agarplatten wurden für       

24 Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Anzahl der CFU pro Platte visuell 

mithilfe einer mechanischen Zählhilfe ausgezählt. Um Verunreinigungen des mitgelie-

ferten PS TBO auszuschließen, wurde eine Agarplatte mit 10 µl der PS- Lösung für 24 

Stunden inkubiert. Die statistischen Analysen wurden mit der Statistical Analysis    

Software SAS9.2 durchgeführt. Die paarweisen Gruppenvergleiche wurden mit nicht-

parametrischer Varianzanalyse (ANOVA) für Daten mit Messwiederholungen durchge-

führt (Brunner et al. 2002). Das Signifikanzniveau liegt bei α = 5 %. Die graphische    

Darstellung der Ergebnisse wurde durch das Programm Statistica Version 10               

vorgenommen. Sämtliche verwendeten Chemikalien, Materialien, Geräte und Labor-

produkte sind im Kapitel 7 Anhang Materialliste. 
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4 ERGEBNISSE  

4.1 ERGEBNISSE DES HAUPTVERSUCHS 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Gruppen PDT apikal und PDT koronal im Vergleich zur 

Positivkontrolle eine signifikante antibakterielle Wirkung aufwiesen (p = 0,000) 

(Tabelle 5). Für die Gruppe PDT apikal ergab sich ein Mittelwert von 12,5 CFU (Tabelle 

4), was einer signifikanten Keimreduktion um 91 % entspricht (p = 0,000). Für die PDT 

koronal ergab sich ein Mittelwert von 15,1 CFU entsprechend einer signifikanten Keim-

reduktion um 89 % (p = 0,000). Der Mittelwert der CFU betrug in der Positivkontrolle 

135,7 CFU, die Negativkontrolle wies keine Bakterienkolonien auf. Es bestand kein 

signifikanter Unterschied zwischen der antibakteriellen Wirksamkeit in Abhängigkeit 

von der Insertionstiefe der Lichtquelle in den Wurzelkanal. Der statistische Vergleich 

der beiden Gruppen PDT apikal und PDT koronal ergab einen nicht signifikanten         

p-Wert von 0,455. Die Anwendung von TBO ohne Lichtaktivierung (Nur TBO) führte im 

Vergleich zur Positivkontrolle zu einer signifikanten Keimreduktion um                          

71 % (p = 0,001). Der Unterschied zwischen der antibakteriellen Wirksamkeit bei      

alleiniger Anwendung von TBO und der PDT im apikalen bzw. koronalen Wurzeldrittel 

(PDT apikal, PDT koronal) war ebenfalls signifikant (p = 0,024). Bei der Gruppe Nur LED 

wurden im Mittel 154,3 CFU ausgezählt, wobei diese Gruppe im Vergleich zur Positiv-

kontrolle keinen signifikanten Unterschied zeigte (p = 0,540). Die genannten Ergebnis-

se sind zusätzlich in einem Box Plot grafisch dargestellt (Abbildung 7).  
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TABELLE 4: MITTELWERTE DER EINZELNEN TESTGRUPPEN  

TBO (TOLUIDINBLAU O), LED (LICHT- EMITTIERENDE- DIODE), PDT (PHOTODYNAMISCHE THERAPIE), 

CFU (COLONY FORMING UNITS) 

  

Testgruppe Anzahl der Proben Mittelwert der CFU 

Positivkontrolle 30 135,7 

Negativkontrolle 30 0 

Nur TBO 30 39,4 

Nur LED 30 154,3 

PDT apikal 30 12,5 

PDT koronal 30 15,1 

 

 

TABELLE 5: PAARVERGLEICHE DER EINZELNEN TESTGRUPPEN  

DIE P-WERTE WURDEN MIT BONFERRONI- HOLM KORRIGIERT. TBO (TOLUIDINBLAU O), LED (LICHT- 

EMITTIERENDE DIODE), PDT (PHOTODYNAMISCHE THERAPIE) 

 

Paarvergleich wald.p wald.p.adjusted signifikant 

Positivkontrolle vs. Nur TBO 0,000 0,001 Ja 

Positivkontrolle vs. Nur LED 0,540 0,540 Nein 

Positivkontrolle vs. PDT apikal 0,000 0,000 Ja 

Positivkontrolle vs. PDT koronal 0,000 0,000 Ja 

PDT apikal vs. PDT koronal 0,227 0,455 Nein 

Nur TBO vs. Nur LED 0,000 0,000 Ja  

Nur TBO vs. PDT apikal 0,007 0,024 Ja 

Nur TBO vs. PDT koronal  0,006 0,024 Ja 
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ABBILDUNG 7: BOX PLOT- DIAGRAMM ZUR DARSTELLUNG DER KOLONIENBILDENDEN EINHEITEN 

(CFU) VON E. FAECALIS IN DEN EINZELNEN TESTGRUPPEN 
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4.2 ERGEBNISSE DER RASTERELEKTRONENMIKROSKOP UNTERSUCHUNG  

 

Die zehn Wurzelhälften der Gruppe SL wurden bei 1500- facher Vergrößerung im REM 

betrachtet. Es wurden Mikrofotografien in verschiedenen Regionen jeder Wurzelhälfte 

angefertigt. Die Begutachtung der Fotografien zeigte, dass die präparationsbedingte 

Schmierschicht durch die Spüllösungen EDTA 17 % und NaOCl 1 % effektiv entfernt 

wurde, da die Öffnungen der Dentintubuli deutlich freiliegen und nicht von einer 

Schmierschicht bedeckt sind (Abbildung 8). 

 

ABBILDUNG 8: REM- AUFNAHME DER WURZELOBERFLÄCHE MIT FREIGELEGTEN DENTINTUBULI NACH 

ENTFERNUNG DER SCHMIERSCHICHT BEI 1500- FACHER VERGRÖSSERUNG (RÖDIG ET AL. 2016) 

 

Die Wurzelhälften der Gruppe BF wurden bei 5000- facher Vergrößerung betrachtet 

und dienten dem Nachweis der Infektion der Proben mit E. faecalis. Bei Betrachtung 

der Aufnahme waren biofilmartige Strukturen und Mikrokolonien des Bakteriums        

E. faecalis zu erkennen. Die homogene Verteilung auf der Wurzeloberfläche als auch 

die typische Penetration der Bakterien in die Dentintubuli war deutlich erkennbar 

(Abbildung 9).   
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ABBILDUNG 9: REM- AUFNAHME DER WURZELOBERFLÄCHE NACH INFEKTION MIT E. FAECALIS BEI 

5000- FACHER VERGRÖSSERUNG (RÖDIG ET AL. 2016) 
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5 DISKUSSION 

5.1 DISKUSSION DER METHODE  

5.1.1 VERSUCHSAUFBAU UND PROBENMATERIAL  

Der Versuchsaufbau der Studie wurde in mehreren Vorversuchen entwickelt und     

entspricht in einigen Punkten den Versuchsanordnungen von Rios et al. (2011), Estrela 

et al. (2007) und Soukos et al. (2006). Die in vielen Studien zur PDT getesteten         

Protokolle sind sehr aufwendig und zeitintensiv. Daher wurde ein den Herstelleranga-

ben des PDT- Systems entsprechender Versuchsablauf angewendet, der klinisch in ei-

nem praktikablen Umfang durchgeführt werden kann. Das Einbringen des PS in den 

Wurzelkanal mit einer Einwirkdauer von zwei Minuten, die Belichtung für 60 Sekunden 

zur Aktivierung des PS und die anschließende Entfernung der Farbstofflösung mit Pa-

pierspitzen hat somit eine maximale Anwendungsdauer von drei bis vier Minuten. In 

allen Testgruppen wurde die Anwendungsdauer standardisiert, um den antibakteriel-

len Effekt auf E. faecalis bestimmen und die Ergebnisse vergleichen zu können.  

Als Probenmaterial wurden menschliche einwurzelige Zähne mit geraden Wurzeln   

ausgewählt, die im Rahmen zahnärztlicher Behandlungen extrahiert wurden. Die 

Gründe für die Extraktionen standen in keinem Zusammenhang mit der vorliegenden 

Untersuchung. In vielen in vitro- Modellen hat sich der Einsatz humaner Zähne          

bewährt (Meire et al. 2012; Ng et al. 2011; Souza et al. 2010; Foschi et al. 2007), da sie, 

im Gegensatz zu künstlichen Prüfkörpern oder bovinen Zähnen, der klinischen          

Situation am ehesten entsprechen. Die ausgewählten geraden Zähne mit rundem Ka-

nalquerschnitt wurden durch Abtrennen der Zahnkrone auf eine identische              

Wurzellänge gekürzt. Obwohl dieses Kürzen nicht der klinischen Situation entspricht, 

erlaubt es jedoch eine Standardisierung der Prüfkörper (Barletta et al. 2007). Die   

Wurzelkanäle wurden mit einer festgelegten Sequenz von NiTi- Instrumenten bis zur 

gleichen AL präpariert. Die natürliche Wurzelkanalmorphologie der Zähne wurde an-

hand der vorliegenden Ein- und Ausschlusskriterien und der beschriebenen Methodik               

weitestgehend standardisiert. Das Probenmaterial war daher für die vorliegende      

Fragestellung geeignet. 
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5.1.2 TESTBAKTERIUM ENTEROCOCCUS FAECALIS UND BIOFILMENTWICKLUNG  

Als Testbakterium wurde der fakultativ anaerobe, grampositive E. faecalis verwendet. 

Dieser Keim zeigt eine starke Resistenz gegenüber endodontischen Behandlungsmaß-

nahmen und wird mit persistierenden apikalen Parodontitiden in Verbindung gebracht 

(Barbosa-Ribeiro et al. 2016; Wang et al. 2012a). E. faecalis ist aufgrund seiner          

Eigenschaften ein geeigneter Keim für in vitro- Studien. Er besitzt die Fähigkeit, tief in 

die Dentintubuli einzudringen und sich innerhalb des Wurzelkanals biofilmartig zu    

organisieren (Vaziri et al. 2012). Aufgrund seiner starken Resistenz gegen äußere      

Einflüsse, zum Beispiel pH- oder Temperaturschwankungen oder das Fehlen einer        

Nahrungsquelle über längere Zeit, ist ein Absterben der Bakterien während der        

Versuchsdurchführung nahezu ausgeschlossen. Außerdem lässt er sich auf vielen     

gebräuchlichen Nährmedien gut kultivieren. Es entstehen circa 1 mm große, gewölbte 

Kolonien auf den Nährböden, die einfach voneinander abzugrenzen sind und so die 

Auszählung zur Auswertung der Ergebnisse erleichtern. Die überwiegende Anzahl der 

Studien zur PDT wurde ebenfalls mit einem Monospezies- Biofilm aus E. faecalis in 

extrahierten Zähnen durchgeführt (Pinheiro et al. 2016; Tennert et al. 2014; Yao et al. 

2012; Rios et al. 2011; Schlafer et al. 2010; Upadya und Kishen 2010; Meire et al. 

2009). Anhand mehrerer Vorversuche wurde die Inkubationszeit für diesen Versuchs-

aufbau entwickelt. Die Inkubationszeiten variieren in den meisten Studien sehr stark. 

Die Wurzelkanäle wurden von zwei Tagen (Vaziri et al. 2012; Meire et al. 2009; Seal et 

al. 2002) bis zu mehreren Wochen inkubiert (Lin et al. 2013; Cheng et al. 2012; Haapa-

salo und Ørstavik 1987). In der vorliegenden Studie wurden daher Vorversuche mit 

Inkubationszeiten von 48 Stunden, 72 Stunden, 120 Stunden, 7 Tagen und 14 Tagen 

durchgeführt. Anschließend wurden jeweils Proben gewonnen. Es zeigte sich, dass 

nach 72 Stunden eine optimale Infektion mit E. faecalis stattfand, da die Keimzahlen 

bei einer Inkubationsdauer von 120 Stunden, 7 Tagen und 14 Tagen wieder rückläufig 

waren. Bei der Inkubation über 48 Stunden lagen geringere Keimzahlen als nach 72 

Stunden vor, so dass eine Inkubationsdauer von 72 Stunden für den Versuch ausge-

wählt wurde. Man kann davon ausgehen, dass es sich dabei um die Entstehung eines 

jungen Biofilms handelt (Wang et al. 2012b), der für klinische Situationen durchaus 

repräsentativ ist. Infektionen des Wurzelkanals mit E. faecalis können in vivo während 
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einer Wurzelkanalbehandlung auftreten und so innerhalb kurzer Zeit zur Entstehung 

eines jungen Biofilms führen (Zehnder und Guggenheim 2009). Viele Autoren haben 

ebenfalls eine Inkubationszeit von 72 Stunden zur Entwicklung eines jungen Biofilms 

gewählt (Tennert et al. 2014; Garcez et al. 2013b; Fimple et al. 2008; Soukos et al. 

2006; Foschi et al. 2007; Garcez et al. 2007). Zum Nachweis des Biofilms wurden nach 

der Inkubation REM- Aufnahmen angefertigt. In Abbildung 9 ist eine dichte Besiedlung 

der Wurzelkanalwand sowie die Penetration von E. faecalis in die Dentintubuli zu     

erkennen, was auf die erfolgreiche Formation eines jungen Monospezies- Biofilms 

schließen lässt (Wang et al. 2012b). Die Positivkontrolle bestätigte neben der          

REM- Untersuchung ebenfalls die erfolgreiche Infektion mit E. faecalis.  

 

5.1.3 BELICHTUNG UND PHOTOSENSIBILISATOR  

In der überwiegenden Anzahl der Untersuchungen zur PDT in der Endodontie wurden 

klassische hochenergetische Laser oder niedrigenergetische Diodenlaser verwendet 

(Soares et al. 2016; Garcez et al. 2013b; Bago et al. 2013; Cheng et al. 2012; Meire et 

al. 2012; Foschi et al. 2007; Bonsor et al. 2006; Seal et al. 2002). Klassische hochener-

getische Laser beinhalten das Risiko einer Hitzeschädigung des Zahnhalteapparates 

und des umliegenden Gewebes (Asnaashari and Safavi 2013; Kimura et al. 2000; Khan 

et al. 1997; Bahcall et al. 1992). Um diese unerwünschten Nebenwirkungen zu          

minimieren, wurden niedrigenergetische Diodenlaser entwickelt, die Licht in einem 

Wellenlängenbereich zwischen 625 nm und 805 nm aussenden (Siddiqui et al. 2013). 

Alternativ zur Anwendung von Lasern steht die Anwendung einer LED- Lichtquelle, wie 

sie auch in dieser Studie verwendet wurde. Die Vorteile liegen darin, dass bei Anwen-

dung von LED- Licht im Gegensatz zu Laserlicht eine Schädigung des periapikalen     

Gewebes ausgeschlossen werden kann und dieses eine höhere Effektivität im Vergleich 

zu einem Diodenlaser hat (Asnaashari et al. 2016). Ein weiterer Vorteil gegenüber    

klassischen Lasersystemen ist, dass ein LED- System kostengünstiger und einfacher in 

der Handhabung und somit für klinische Situationen geeigneter ist (Rios et al. 2011, 

Schlafer et al. 2010). Die Belichtungsdauer lag in unserer Untersuchung bei 2 x 30    

Sekunden, da diese Zeit laut Herstellerangaben für eine effektive Wirksamkeit des   

Systems ausreichend ist (CMS Dental). Es stellte sich die Frage, ob eine längere         
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Belichtungsdauer den antibakteriellen Effekt möglicherweise erhöhen könnte. In einer 

Studie mit unterschiedlichen Belichtungsdauern von 60 Sekunden bis 5 Minuten war 

die Anwendungsdauer von 60 Sekunden am wenigsten effektiv (Xhevdet et al. 2014).    

Dabei wurde allerdings anstelle einer LED- Lichtquelle ein Laser- System (HELBO®Endo) 

verwendet, was der Grund für die unterschiedlichen Resultate sein könnte. In einer 

Studie, bei der ebenfalls ein LED- System (Aseptim®Plus) verwendet wurde, führte eine 

doppelt so hohe Belichtungsdauer (120 Sekunden) zu keiner höheren Keimzahlreduk-

tion (Muhammad et al. 2014). George und Kishen (2007) konnten hingegen zeigen, 

dass die Überlebensrate von E. faecalis mit längerer Belichtungsdauer von einer       

Minute bis hin zu 20 Minuten sinkt. Es bleibt somit fraglich, ob eine längere                

Belichtungsdauer einen zusätzlichen antibakteriellen Effekt erzielen kann.  

Der PS zur Aktivierung der photodynamischen Reaktion TBO wurde in vorangegangen- 

en Studien häufig verwendet, jedoch in unterschiedlichen Konzentrationen. Der       

antibakterielle Effekt der PDT kann auch von der Konzentration des PS abhängen (Seal 

et al. 2002). In der vorliegenden Untersuchung wurde mit der oft verwendeten       

Konzentration von 100 µg/ml gearbeitet (Rios et al. 2011; Schlafer et al. 2010; Seal et 

al. 2002). Der PS wurde in dieser Konzentration vom Hersteller mitgeliefert (FotoSan 

Agent low®) und liegt gebrauchsfertig in niedriger Viskosität speziell für die               

Anwendung im Wurzelkanal vor. Um neben der gleichen Konzentration auch die      

gleiche Menge der Farbstofflösung zu gewährleisten, wurde jede Wurzel bis zum     

Kanaleingang mit TBO gefüllt. Aufgrund der Standardisierung der Wurzelkanalpräpara-

tion ist davon auszugehen, dass in allen Kanälen eine annähernd vergleichbare Menge 

PS vorhanden war. In einigen Studien wurde der PS zu Sterilisationszwecken vor der 

Verwendung durch eine Membran gefiltert. Da die Farbstoffmoleküle und mögliche 

Mikroorganismen unterschiedliche Größen haben, fand mithilfe der Membran so eine 

Filterung des Farbstoffs statt (Meire et al. 2009; Seal et al. 2002). Die Sterilität des PS 

wurde in der vorliegenden Studie überprüft, indem Proben des TBO auf Blutagarplat-

ten appliziert und für 24 Stunden bei 37°C inkubiert wurden. Ein mögliches Bakterien-

wachstum konnte ausgeschlossen werden. Zu keiner Zeit des Versuchsablaufs lag eine                

Kontamination der Farbstofflösung vor. 
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5.1.4 PROBENGEWINNUNG 

Die Probengewinnung durch mechanisches Abfeilen des Wurzelkanaldentins mit     

Wurzelkanalinstrumenten ist zu diskutieren, da in einigen anderen Studien Papierspit-

zen zur Probengewinnung verwendet wurden (Garcez et al. 2013a; Souza et al. 2010; 

Seal et al. 2002). Eine weitere Methode zur Probengewinnung war das Durchspülen 

des Wurzelkanals mit anschließendem Aufsammeln der Flüssigkeit (Ng et al. 2011; 

Meire et al. 2009; Foschi et al. 2007; Soukos et al. 2006). Der Nachteil dieser beiden            

Methoden liegt jedoch darin, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit nur planktonische 

Mikroorganismen gewonnen werden. Es ist davon auszugehen, dass Papierspitzen   

keine Bakterien aus dem Biofilmverbund und aus den Dentintubuli aufsaugen, sondern 

eher planktonische Zellen. Diese Zellen sind nicht repräsentativ für die Umgebung  

eines Wurzelkanals, in dem sich bakterielle Biofilme bilden. Da diese Art der             

Probengewinnung jedoch häufig in früheren Studien durchgeführt wurde, fanden für 

die vorliegende Untersuchung weitere Vorversuche zur Probengewinnung statt. Die 

Ergebnisse der Testgruppe, bei der die Proben mit Papierspitzen entnommen wurden, 

zeigten insgesamt deutlich niedrigere Keimzahlen auf als die, bei der mit Hedström- 

Feilen gearbeitet wurde. Durch das mechanische Abfeilen der Wurzelkanalwand mit 

Handfeilen wurden Dentinspäne gewonnen, die eine wesentlich größere Anzahl von 

Bakterien enthielten. Es wurden drei Feilen in aufsteigender Größe verwendet 

(Hedström- Feilen ISO 35, 40, 45), so dass auch die Entnahme von Bakterien aus        

tieferen Dentinschichten gewährleistet werden konnte. Dieser Vorversuch bestätigte 

die Methodik der Probengewinnung des späteren Versuchsaufbau.  
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5.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE 

5.2.1 EFFEKTIVITÄT DER PHOTODYNAMISCHEN THERAPIE   

Das Ziel einer endodontischen Behandlung ist eine höchstmögliche Keimzahlreduktion 

(Molander et al. 2007; Sjogren et al. 1997; Byström und Sundqvist 1981). Viele in vitro-

und in vivo- Studien belegen die antibakterielle Wirksamkeit der PDT in infizierten 

Wurzelkanälen (Firmino et al. 2016; Garcez et al. 2013b; Vaziri et al. 2012; Rios et al. 

2011; Schlafer et al. 2010; Foschi et al. 2007; Soukos et al. 2006). Die Ergebnisse der 

vorliegenden in vitro- Untersuchung zeigen, dass die PDT eine signifikante                  

antimikrobielle Wirksamkeit auf einen intrakanalären E. faecalis- Biofilm mit einer 

Keimreduktion von 91 % besitzt. Auch andere Autoren konnten bei der Anwendung 

von LED- Systemen zur PDT eine signifikante antibakterielle Effektivität auf Bakterien-

suspensionen und in infizierten Wurzelkanälen feststellen (Rios et al. 2011, Schlafer et 

al. 2010). In der vorliegenden Untersuchung führte die PDT zwar zu einer signifikanten 

Reduktion der Keimzahl, eine vollständige Keimfreiheit wurde jedoch nicht erreicht, 

was mit den Ergebnissen anderer Autoren übereinstimmt (Ng et al. 2011, Meire et al. 

2009, Bergmans et al. 2008, Soukos et al. 2006). Vermutlich ist die Penetration des PS        

innerhalb der Biofilmstruktur limitiert, so dass eine Anlagerung an die Zellmembran 

von Bakterien in tieferen Schichten des Biofilms nicht stattfindet (Ng et al. 2011). Ein 

weiterer Grund für die limitierte photodynamische Inaktivierung in Biofilmen könnte 

sein, dass in den Dentintubuli und Nischen des Wurzelkanalsystems eine ungenügende 

Sauerstoffkonzentration für die photochemische Reaktion vorhanden ist (Souza et al. 

2010). Eine ausreichende Konzentration von Sauerstoffmolekülen ist aber Vorausset-

zung für die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies, welche maßgeblich für die          

bakterizide Wirkung der PDT verantwortlich sind (Garcez et al. 2013a). Ein weiterer           

limitierender Faktor könnte die komplexe Anatomie des Wurzelkanalsystems sein, die 

sowohl das Eindringen des PS als auch des Lichtes in tiefere Bereiche verhindert. Daher 

ist davon auszugehen, dass in einigen Bereichen des Endodonts, wie beispielweise in 

Isthmen, Nischen und Ramifikationen, eine bakterielle Kontamination trotz PDT        

bestehen bleibt. Die überwiegende Anzahl der bis jetzt untersuchten Methoden zur 

PDT führten zu einer signifikanten Keimreduktion, die mit den Ergebnissen der          
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vorliegenden Studie vergleichbar ist (Bago et al. 2016; Pinheiro et al. 2016; Tennert et 

al. 2015; Vaziri et al. 2012; 2004; Vaziri et al. 2012; Ng et al. 2011; Rios et al. 2011; 

Schlafer et al. 2010; Fimple et al. 2008; Foschi et al. 2007; Garcez et al. 2007; Soukos et 

al. 2006). Da in den meisten Untersuchungen zur PDT jedoch kein erhöhter                

antibakterieller Effekt im Vergleich zur herkömmlichen chemo- mechanischen Präpara-

tion festgestellt werden konnte, empfiehlt die Mehrheit der Autoren die PDT als       

ergänzende Therapiemethode zur konventionellen Wurzelkanalbehandlung (Chrepa et 

al. 2014; Xhevdet et al. 2014; Garcez et al. 2013a; Ng et al. 2011; Rios et al. 2011; 

Bergmans et al. 2008; Fimple et al. 2008; Garcez et al. 2008; Soukos et al. 2006; Seal et 

al. 2002). Auch in einigen in vivo- Studien wurde eine signifikante antimikrobielle      

Wirkung der PDT nachgewiesen (Asnaashari et al. 2016; Silva et al. 2012; Garcez et al. 

2008; Bonsor et al. 2006). In einer Untersuchung von Garcez et al. (2008) wurde die 

PDT mit einer konventionellen endodontischen Therapie in zwei Behandlungsterminen 

kombiniert. Es zeigte sich, dass schon in der ersten Sitzung die PDT zusätzlich eine    

signifikante Bakterienreduktion im Vergleich zur alleinigen Anwendung der               

konventionellen Therapie in der ersten Sitzung erzielen konnte. Darüber hinaus führte 

die wiederholte Anwendung der PDT in einem zweiten Behandlungstermin zu einer 

weiteren signifikanten Reduktion der Bakterien. Die Autoren empfehlen daher zur    

herkömmlichen endodontischen Therapie eine adjuvante Anwendung der PDT. In einer 

weiteren klinischen Untersuchung wurde die PDT ebenfalls als zusätzliche Maßnahme 

während der konventionellen chemo- mechanischen Therapie verwendet (Bonsor et 

al. 2006). Zuerst wurden die Wurzelkanäle konventionell mechanisch präpariert und 

mit einem Chelator (20 % Zitronensäure) gespült. Anschließend erfolgte die Anwen-

dung der PDT mit Toloniumchlorid als PS und einer Lichtquelle (633 ± 2 nm, 100 mW) 

für zwei Minuten. Diese Methode zeigte einen signifikant höheren antibakteriellen 

Effekt der PDT im Vergleich zur konventionellen chemo- mechanischen Präparation mit 

NaOCl. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass der Chelator eine biofilmzerstörende 

Wirkung aufweist, so dass die PDT effektiver wirken kann. Sie geben diese Methode als 

Alternative zur konventionellen NaOCl- Spülung innerhalb des üblichen Desinfektions-

protokolls an. Auch andere Autoren gaben an, dass eine mechanische Zerstörung der 

Biofilmstruktur oder Spülung des Wurzelkanals mit Chelatoren vor Anwendung der 
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PDT zu einem erhöhten antibakteriellen Effekt der PDT führt (Meire et al. 2009,    

Bergmans et al. 2008, Bonsor et al. 2006). Eine gesteigerte Effektivität der PDT auf   

einen intrakanalären Biofilm konnte durch Lösen des PS in einem Glycerol-, Ethanol-, 

Wasser- Gemisch nachgewiesen werden (Upadya und Kishen 2010). Weiterhin wird die 

Anwendung von Ultraschallwellen zur Aktivierung des PS diskutiert. Das Ziel ist dabei 

die Verteilung und Penetration des PS und die Sauerstoffkonzentration im                

Wurzeldentin zu erhöhen (Ng et al. 2011). Ebenso werden andere PS untersucht,     

beispielsweise aus der Gruppe der Fluoreszin- Derivate (Eosin Y, Erythrosin,              

Bengalrosa) (Marinic et al. 2015). Es wird vermutet, dass Fluoreszin- Derivate als PS bei 

der PDT über eine verbesserte antimikrobielle Wirkung auf orale Biofilme verfügen als 

herkömmliche PS wie zum Beispiel MB. Es konnte gezeigt werden, dass Erythrosin im 

Vergleich zu MB einen signifikant höheren antibakteriellen Effekt auf einen 288 Stun-

den inkubierten polymikrobiellen Biofilm mit einer Dicke von 200 µm aufwies (Wood 

et al. 2006). In einer Studie von Shrestha et al. (2015) wurden Lipopolysaccharide in 

Bakterienzellen gezielt mit chitosan- konjugierten- bengalrosa Nanopartikeln 

(CSRBnps) inaktiviert. Dazu wurden Lipopolysaccharide aus Pseudomonas aeruginosa 

mit CSRBnps als PS photoaktiviert. Es zeigte sich, dass die PDT mit Verwendung von 

CSRBnps eine signifikante, selektive Inaktivierung von bakteriellen Endotoxinen        

erzielen kann. Für eine weitere Verbesserung der antimikrobiellen Effektivität der PDT 

in vivo müssen jedoch Parameter wie die Lichtquelle, der PS und dessen Penetration 

sowie die Lichtübertragungstechnik noch weiter optimiert werden (Foschi et al. 2007, 

Soukos et al. 2006). 

 

5.2.2 ANTIBAKTERIELLE WIRKUNG DES PHOTOSENSIBILISATORS  

In der vorliegenden Studie führte die alleinige Anwendung des PS TBO ohne             

Aktivierung mit der LED- Lichtquelle bereits zu einer signifikanten Reduktion der Bakte-

rien um 71 % im Vergleich zur Positivkontrolle. Usacheva et al. (2001) konnten bei ei-

nem Vergleich der Wirkung von MB und TBO auf verschiedene Bakteriensuspensionen    

zeigen, dass beide PS eine signifikante Dunkeltoxizität gegen E. faecalis aufweisen.   

Dabei steigerte sowohl die Erhöhung der Konzentration als auch eine verlängerte    

Einwirkdauer den Effekt. Man geht davon aus, dass insbesondere TBO über ein         
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gewisses Energiepotential verfügt, welches auch ohne Lichtaktivierung zu Schäden in 

der Bakterienmem- bran führen kann (Usacheva et al. 2001). In einer vergleichbaren   

in vitro- Studie einer anderen Arbeitsgruppe, bei der das gleiche PDT- System wie in     

dieser Untersuchung verwendet wurde, führte die alleinige Anwendung von TBO nach 

einer Einwirkzeit von nur 30 Sekunden ebenfalls zu einer signifikanten Bakterienreduk-

tion im Vergleich zur Kontrollgruppe (Rios et al. 2011). Es liegen jedoch auch Studien 

vor, bei denen gar kein oder lediglich ein geringer antibakterieller Effekt des PS festge-

stellt wurde (Schlafer et al. 2010; Bergmans et al. 2008; Fimple et al. 2008; Seal et al. 

2002). Da TBO in der vorliegenden Untersuchung eine hohe bakterizide Wirkung auf-

wies, stellte sich die Frage, inwieweit die Lichtaktivierung des PS dessen antibakterielle 

Wirkung steigern kann. Beim Vergleich der entsprechenden experimentellen Gruppen 

zeigte sich, dass die Lichtaktivierung des PS nur zu einer signifikant höheren Keimre-

duktion um 20 % im Vergleich zur alleinigen Anwendung des PS (71 %) führte. Diesen 

Ergebnissen zufolge liegt der hauptsächliche Effekt der antibakteriellen Wirkung des 

getesteten PDT- Systems in der antibakteriellen Wirksamkeit des PS. Da die PDT bei 

der kombinierten Anwendung von PS und Lichtaktivierung jedoch eine signifikant hö-

here antibakterielle Effektivität aufwies als bei alleiniger Verwendung des PS, ist die 

Anwendung des Systems entsprechend den Herstellerangaben mit beiden               

Komponenten PS und LED- Licht empfehlenswert.  

 

5.2.3 UNTERSCHIEDLICHE INSERTIONSTIEFEN DER OPTISCHEN FASER  

Die Desinfektion des Wurzelkanals ist entscheidend für den langfristigen Erfolg einer 

endodontischen Therapie (Sundqvist et al. 1998; Haapasalo und Ørstavik 1987). Die 

chemo- mechanische Aufbereitung des Wurzelkanalsystems sollte dabei immer      

möglichst bis zum Foramen physiologicum stattfinden (Hülsmann 2008), da               

verbleibende Keime in diesem Bereich maßgeblich für Behandlungsmisserfolge oder 

chronische apikale Parodontitiden verantwortlich sind (Nair 2006). Desinfektionsmaß-

nahmen werden durch die Komplexität des Endodonts erschwert, da vor allem der 

apikale Bereich des Wurzelkanals akzessorische Kanäle, Anastomosen und Ramifikati-

onen aufweist (Chen et al. 2015; Nair 2006). Die meisten Lichtübertragungssysteme zur 

PDT im Wurzelkanal sind zwar so gestaltet, dass sie in den Wurzelkanal inseriert wer-
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den können, eine Penetration in den apikalen Bereich ist jedoch aufgrund der Kanal-

krümmung oder des apikalen Durchmessers des Lichtleiters meist nicht möglich. In 

dieser Studie wurde die optische Faser unterschiedlich tief in den Wurzelkanal einge-

führt (5 mm und 10 mm) und bei der Aktivierung nicht bewegt. Eine Insertion auf eine 

Tiefe von 10 mm war möglich, da die Zahnkronen abgetrennt worden waren. Das    

bedeutet, dass die optische Faser bis in das apikale Drittel des Wurzelkanals inseriert 

werden konnte. In der klinischen Situation mit gleicher Wurzellänge wäre dies          

aufgrund der noch vorhandenen Zahnkrone nicht möglich. Es stellte sich demnach die 

Frage, ob eine signifikante Keimreduktion durch die PDT auch dann erzielt wird, wenn 

die Lichtquelle aufgrund der Wurzelkanalanatomie nicht bis in den apikalen Bereich 

eingebracht werden kann und ob eine Diffusion des Lichtes durch die optische Faser 

möglicherweise ausreichend ist. Daher war die Hauptfragestellung der vorliegenden 

Studie, inwieweit unterschiedliche Insertionstiefen der LED- Lichtquelle im              

Wurzelkanal eine Auswirkung auf die antibakterielle Wirksamkeit der PDT haben. Die 

Ergebnisse zeigten, dass die Insertionstiefe in geraden Wurzelkanälen mit Anwendung 

einer optischen Faser als Lichtdiffusor keinen signifikanten Effekt auf die antibakteriel-

le Wirkung der photodynamischen Therapie hat. 

Bis jetzt liegen nur wenige in vivo- oder in vitro- Untersuchungen mit verschiedenen 

Insertionstiefen einer LED- Lichtquelle im Wurzelkanal vor. Es gibt aber ähnliche      

Ansätze einiger Autoren, welche einen vergleichenden Überblick erlauben. Bago et al. 

(2013) führten in ihren Versuchen unterschiedliche Anwendungstechniken mit einem 

Diodenlaser durch. In einer Testgruppe wurde der Laser bei der Aktivierung für           

60 Sekunden spiralförmig von apikal nach zervikal bewegt, in der anderen Gruppe auf 

AL belassen. Die unterschiedlichen Anwendungstechniken zeigten keine signifikanten 

Unterschiede und führten zu einer Bakterienelimination von 99,99 %. In einer Untersu-

chung von Nunes et al. (2011) wurde die PDT mit und ohne optischer Faser in vitro 

anhand von einkanaligen, mit E. faecalis infizierten Zähnen durchgeführt. Die Licht-

quelle war ein Diodenlaser (660 nm, 100 mW). In einer Testgruppe wurde eine        

intrakanaläre optische Faser (216 µm Durchmesser) bis auf AL gebracht und während 

der Lichtaktivierung mit spiralförmigen Bewegungen bis zum Kanaleingang bewegt. In 

der anderen Testgruppe wurde der Diodenlaser mit einem 600 µm- Aufsatz nur an den 
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Kanaleingang gehalten. Die tiefe Insertion führte in dieser Untersuchung zu keinem 

signifikanten Unterschied im Vergleich zur Belichtung des Kanaleingangs, was mit dem 

Ergebnis dieser Studie ähnlich ist. Nunez et al. (2011) untersuchten den                      

antibakteriellen Effekt der PDT auf E. faecalis mit Licht im apikalen Drittel des Wurzel-

kanals im Vergleich zur Belichtung des Kanaleingangs. Die PDT führte in allen Test-

gruppen zu einer signifikanten Bakterienreduktion von mehr als 99 % unabhängig von 

der Belichtungstiefe. Die Ergebnisse stimmen ebenfalls mit denen der vorliegenden 

Studie überein. Ein ungewöhnliches Ergebnis stellten Zand et al. (2014) in ihrer Unter-

suchung zur PDT mit LED- Licht und TBO vor. Sie konnten eine Bakterienelimination 

von 100 % in extrahierten, ebenfalls mit E. faecalis infizierten, Zähnen erzielen. Die 

Autoren gaben an, dass die tiefe Insertion der optischen Faser und die damit verbun-

dene gute Lichtpenetration innerhalb des Wurzelkanals maßgeblich für die hervorra-

gende Desinfektionswirkung der PDT verantwortlich waren. In dem Versuchsaufbau 

hatte der PS eine Einwirkzeit von fünf Minuten mit anschließender Belichtung für    

weitere fünf Minuten. Möglicherweise ist das gute Ergebnis dieser Autorengruppe 

auch auf die längere Einwirk- und Belichtungszeit bei der PDT zurückzuführen. George 

und Kishen (2007) bestätigen diese Vermutung in einer ähnlichen Untersuchung, bei 

der die Überlebensrate von E. faecalis mit längerer Belichtungsdauer gesunken ist. Es 

ist festzustellen, dass aufgrund der vorliegenden Literatur keine einheitliche Aussage   

darüber getroffen werden kann, ob sich unterschiedliche Insertionstiefen der Licht-

quelle signifikant auf den antibakteriellen Effekt der PDT auswirken. Die Verwendung 

einer optischen Faser im Wurzelkanal als Lichtdiffusor führt aber in jedem Fall zu     

besseren Ergebnissen und wird unabhängig von der Insertionstiefe auch empfohlen 

(Soares et al. 2016; Zand et al. 2014; Garcez et al. 2013a; Nunes et al. 2011; Fimple et 

al. 2008; Soukos et al. 2006); insbesondere bei schwierigen anatomischen Verhältnis-

sen (Sabino et al. 2015). Garcez et al. (2013a) stellten fest, dass die Verwendung einer 

optischen Faser im Wurzelkanal den Effekt der PDT im Vergleich zu einer Bestrahlung 

nur im Bereich des Kanaleingangs signifikant erhöht. Während der Anwendung der 

optischen Faser wurden spiralförmige Auf- und Abwärtsbewegungen durchgeführt, um 

zusätzlich eine gleichmäßige Lichtdiffusion sicherzustellen. Ebenfalls vermuteten die 

Autoren, dass durch die Bewegung mehr Sauerstoffmoleküle durch die wässrige       
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Lösung diffundieren können und so die Photoreaktion gesteigert werden kann. Die 

Autoren gaben auch an, dass Licht ohne Diffusor, welches nur an den Kanaleingang 

gehalten wird, zu einem gewissen Teil durch die Kristalle des Zahnschmelzes abgelenkt 

wird und dieser Effekt die Wirkung der PDT abschwächt. Aus diesen Gründen empfeh-

len sie die Verwendung einer optischen Faser mit einer gleichmäßigen Lichtverteilung 

bis zum Wurzelapex. Die von Garcez et al. (2013a) ermittelte, signifikant verbesserte 

antibakterielle Wirksamkeit bei der Anwendung im Wurzelkanal kann vermutlich eben-

falls auf die gute Lichtdiffusion der optischen Faser und nicht auf eine erhöhte          

Insertionstiefe zurückgeführt werden. Die zuvor beschriebenen Untersuchungen mit 

optischen Fasern (Zand et al. 2014, Garcez et al. 2013a, Nunez et al. 2011, Fimple et al. 

2008) wurden jedoch in geraden Wurzelkanälen vorgenommen, bei denen die Zahn-

kronen abgetrennt worden waren. Im Gegensatz dazu untersuchten Sabino et al. 

(2015) die antimikrobielle Effektivität der PDT anhand von Molaren mit gekrümmten 

Wurzelkanälen, bei denen die Zahnkronen belassen wurden. In einer Testgruppe      

wurde die LED- Lichtquelle lediglich an den Wurzelkanaleingängen positioniert, in der 

anderen mittels optischer Faser in den Wurzelkanal auf AL (Apex minus 1 mm)         

appliziert. Die Ergebnisse zeigten, dass die Anwendung der intrakanalären optischen 

Faser in gekrümmten Kanälen eine signifikant höhere Effektivität aufwies als die An-

wendung des Lichtes am Kanaleingang. Die Lichtintensität war nahe des Apex bei  

Verwendung des Diffusors höher und homogener. Daher wird bei gekrümmten Wur-

zelkanälen die Anwendung eines Lichtdiffusors so tief wie möglich empfohlen und ist 

insbesondere bei schwierigeren anatomischen Verhältnissen vorteilhaft (Sabino et al. 

2015).  

Zusammengefasst verfügt die PDT über eine ausreichende Effektivität, um E. faecalis 

im Wurzelkanal von extrahierten, infizierten Zähnen in vitro signifikant zu reduzieren. 

Beachtenswert in der vorliegenden Untersuchung ist, dass der PS TBO ohne Lichtakti-

vierung den größten Anteil der signifikanten Bakterienreduktion erzielte. Viele Autoren 

empfehlen die Anwendung einer optischen Faser zur Lichtübertragung bei der PDT im 

Wurzelkanal (Sabino et al. 2015; Garcez et al. 2013a). In der vorliegenden Studie       

zeigten die unterschiedlichen getesteten Insertionstiefen der optischen Faser jedoch 

keinen signifikanten Einfluss auf die Bakterienreduktion von E. faecalis. Für die        



  

42 

 

klinische Anwendung lässt sich daher schlussfolgern, dass eine Insertion einer           

optischen Faser bei der PDT in den Kanaleingang oder im koronalen Drittel von         

geraden Wurzelkanälen möglicherweise ausreichend ist (Nunez et al. 2011). 

6 ZUSAMMENFASSUNG  
 

ZIEL DER STUDIE: Therapiemisserfolge bei endodontischen Infektionen stehen häufig 

mit dem äußerst resistenten Bakterium E. faecalis in Verbindung. Dieser Keim verbleibt 

häufig trotz sorgfältiger chemo- mechanischer Aufbereitung in schwer zugänglichen 

Bereichen und kann zur Persistenz apikaler Parodontitiden führen (Stuart et al. 2006). 

Ziel der vorliegenden Studie war, die PDT zur Keimreduktion von E. faecalis in einem in 

vitro- Biofilm- Modell zu untersuchen. Dafür wurde das PDT- System FotoSan®         

verwendet. Die Hauptfragestellung dabei war, ob sich unterschiedliche Insertionstiefen 

der LED- Lichtquelle auf den antibakteriellen Effekt der PDT im Wurzelkanal          

menschlicher Zähne signifikant auswirken.  

MATERIAL UND METHODE: Für das in vitro- Modell wurden 70 humane extrahierte 

einwurzelige Zähne verwendet. Nach Abtrennung der Zahnkrone, standardisierter   

mechanischer Aufbereitung der Wurzelkanäle mit FlexMaster®- Instrumenten und    

Spülung mit 5 ml EDTA (17 %) und 2 ml NaOCl (1 %) zur Schmierschichtentfernung   

erfolgte die Einteilung in acht experimentelle Gruppen. Sechs Testgruppen mit jeweils 

zehn Zahnwurzeln dienten der Untersuchung zur PDT. Zwei weitere Gruppen mit    

jeweils fünf Zahnwurzeln wurden für Aufnahmen im REM zum Nachweis der Schmier-

schichtentfernung (Gruppe SL) und der bakteriellen Infektion (Gruppe BF) verwendet. 

Die sechs Versuchsgruppen zur PDT wurden wie folgt randomisiert aufgeteilt: Positiv- 

und Negativkontrolle, Nur TBO, Nur LED, PDT apikal und PDT koronal. Bis auf die   

Gruppe SL und Negativkontrolle wurden alle mit E. faecalis infiziert. Das in dieser    

Untersuchung verwendete PDT- System FotoSan® besteht aus einer LED- Lichtquelle 

mit einer Wellenlänge von 628 nm und dem PS TBO. Die Lichtquelle besitzt als Aufsatz 

zur Insertion in den Wurzelkanal eine dünne, konisch zulaufende Kunststofffaser       

(optische Faser, EndoTip). In den Gruppen PDT apikal und PDT koronal wurde der PS 

TBO in die Wurzelkanäle appliziert und nach einer Einwirkzeit von zwei Minuten für 
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jeweils 60 Sekunden belichtet. In PDT apikal wurde dabei die optische Faser 10 mm in 

den Wurzelkanal eingebracht, in PDT koronal nur auf 5 mm. In der Gruppe Nur TBO 

wurde die alleinige Wirkung des TBO untersucht, in der Gruppe Nur LED die alleinige           

Anwendung der LED- Lichtquelle. In allen Gruppen erfolgte eine Probenentnahme mit 

Hedström- Feilen aufsteigender Größe durch mechanisches Abfeilen der                    

Wurzelkanalwand. Die dabei entnommenen Dentinspäne wurden in mit NaCl gefüllte 

Eppendorf- Tubes® gegeben und gemischt. Aus dieser Flüssigkeit wurden Proben      

entnommen und pro Zahnwurzel in dreifacher Ausführung auf Blutagarplatten gege-

ben und für 24 Stunden inkubiert. Anschließend wurden die CFU ausgezählt und        

statistisch ausgewertet.  

ERGEBNISSE: Der Nachweis der Schmierschichtentfernung (Gruppe SL) und der          

bakteriellen Infektion der Zahnwurzeln mit E. faecalis (Gruppe BF) wurde durch REM-

Aufnahmen bestätigt. Die Positivkontrolle diente als Vergleichswert für die Ergebnisse 

aller Testgruppen. Die Negativkontrollgruppe wies keine kultivierbaren Zellen auf, so 

dass eine Kontamination der Testkörper ausgeschlossen werden konnte. Die             

Ergebnisse zeigten, dass TBO ohne Belichtung einen signifikanten antibakteriellen    

Effekt hatte (p = 0,001) und im Vergleich mit der Positivkontrollgruppe zu einer         

Bakterienreduktion um 71 % führte. Die Anwendung der Lichtquelle ohne PS führte zu      

keiner signifikanten Bakterienelimination (p = 0,540). Die Anwendung der PDT mit 

Lichtquelle und PS zusammen erzielte die höchste signifikante Bakterienreduktion aller 

Testgruppen (p = 0,0001); für die Gruppe PDT apikal um 91 % und für die Gruppe PDT 

koronal um 89 %. Es konnte kein signifikanter Unterschied bei der Anwendung unter-

schiedlicher Insertionstiefen festgestellt werden (p = 0,455). 

SCHLUSSFOLGERUNG: Die vorliegende in vitro- Studie stellt dar, dass die PDT eine    

signifikante Bakterienreduktion von E. faecalis in einem Biofilm- Modell mit geraden 

Wurzelkanälen erzielen kann. Es wurde festgestellt, dass unterschiedliche Insertions-

tiefen der optischen Faser in geraden Wurzelkanälen zu keinem signifikanten Unter-

schied in der antibakteriellen Effektivität der PDT führen. Weitere Untersuchungen zur 

Anwendung der PDT in Zähnen mit komplexerer Wurzelkanalanatomie, zum Beispiel 

bei mehrwurzeligen Zähnen mit gekrümmten Wurzelkanälen, sind empfehlenswert. 
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7 ANHANG MATERIALLISTE  

 

Blutagarplatten, Columbia- Blut Biomerieux GmbH, Nürtingen  

Brain Heart Infusion Oxoid GmbH, Wesel 

Diamantbohrer Gebr. Brasseler GmbH & Co. KG, Lemgo  

Einwegspritze 5 ml, 2 ml B. Braun AG, Melsungen 

Endomotor Endo IT professional® VDW GmbH, München  

Endotips (Einmaltips) CMS Dental, Kopenhagen, Dänemark  

Enterococcus faecalis (ATCC29212) Institut für Medizinische Mikrobiologie der Uni-

versität Göttingen  

Eppendorf- Tube® Eppendorf AG, Hamburg 

Ethanol 99 % vergällt Zentralapotheke der Universitätsmedizin Göt-

tingen 

Ethylendiamintetraessigsäure 17 %  lege artis Pharma GmbH & Co. KG, Dettenhausen 

FlexMaster® Nickel- Titan- Instrumente  VDW GmbH, München 

FotoSan® CMS Dental, Kopenhagen, Dänemark 

Gates- Glidden- Bohrer Henry Schein GmbH, Hamburg  

Glutaraldehyd 25 % Merck, Darmstadt  

Guttaperchastift Roeko, Langenau 

Hebel nach Bein B. Braun AG, Melsungen 

Hedström- Feilen ISO- Größe 35,40,45 VDW GmbH, München  

Impfschlingen 10 µl Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Kürette Hu-Friedy, Chicago, Illinois USA 

Natriumchlorid 0,9 % B. Braun AG, Melsungen  

Natriumhypochlorit 1 % Hedinger GmbH & Co. KG, Stuttgart 

NaviTip® Ultradent South Jordan, UT, USA 

Optische Faser CMS Dental, Kopenhagen, Dänemark 

Paladur®  Heraeus Kulzer GmbH, Hanau 

Papierspitzen ISO- Größe 40 Roeko, Langenau 

Paraformaldehyd 25 % Carl Roth GmbH, Karlsruhe  

Phosphatpuffer 0,2 M Carl Roth GmbH, Karlsruhe  

Pinzette  B. Braun AG, Melsungen  
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Pipette Eppendorf AG, Hamburg  

Rasterelektronenmikroskop DSM 960, Carl Zeiss AG, Oberkochen 

Reamer ISO- Größe 10, 20 VDW GmbH, München 

Sekundenkleber UHU® Uhu GmbH & Co. KG, Bühl 

Silaplast Futur® Detax GmbH & Co. KG, Ettlingen 

Spektrophotometer Eppendorf AG, Hamburg  

Sputter Fisons Instruments, East Sussex, UK 

Statistica Version 10 StatSoft GmbH, Hamburg  

Statistische Software SAS 9.2 SAS Institute Inc., Cary, USA  

Trennscheibe Henry Schein vet GmbH, Hamburg 

Vortexer  Heidolph Elektro KG, Kelheim  
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