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1 Einleitung und Arbeitshypothese

Die Endodontologie (friher: Endodontie) als Teilgebiet der Zahnheilkunde
beschaftigt sich mit der Morphologie, der Physiologie und der Pathologie der
Zahnpulpa und des periradikularen Gewebes sowie deren Therapie (GULDENER und
LANGELAND 1993). Eine HaupttherapiemalRnahme stellt die
Wurzelkanalbehandlung, also die Entfernung des Zahnnervs mit anschlieender

Wurzelkanalftillung, dar.

Die Pulpa kann in Kronen- und Wurzelpulpa unterteilt werden. Am Apex miindet sie
in die umgebenden Gewebestrukturen. Dort stehen die Blutgefalle und
Nervenfasern mit dem Parodont sowie dem Alveolarknochen in Verbindung (MEYER
und ScHEELE 1954, ScHUMACHER 1990). Neben einem oder mehreren
Hauptkanélen sind oftmals Seiten- und akzessorische Kanale vorhanden. Jedoch
lassen sich in der Regel nur die Hauptkanédle mechanisch aufbereiten (HELLWIG et
al. 2007). Gerade die Seitenkanéle kdnnen einen so komplizierten anatomischen
Aufbau  haben, dass sie einer Instrumentierung im  Zuge der
Wurzelkanalaufbereitung nicht zuganglich sind. Neben den Seitenkanalen gibt es
am Zahnapex eine Vielzahl weiterer Kanale, die zusammen ein ,apikales Delta“
bilden.

Die am haufigsten anzutreffende Ursache einer Pulpitis stellt die kariesbedingte
Invasion von Bakterien in die Pulpa dar (KLimm 2003). Dabei dringen Bakterien in
den Wurzelkanal, in intaktes Dentin und die radikularen Dentintubuli ein und l6sen
eine Entziindung der Pulpa aus (KANTZ und HENRY 1974, SUNDQVIST 1976, DAHLEN
und BERGENHOLTZz 1980, HELLWIG et al. 2007, HULSMANN 2008, FouAD 2009). Ziel
einer Wurzelkanalbehandlung ist es, pathogene Bakterien sowie infiziertes und
nekrotisches Pulpagewebe effektiv zu entfernen und einen Zustand herzustellen,

der eine Reinfektion verhindert.

Zu Beginn der Infektion handelt es sich in der Regel um aerobe Mischinfektionen,
die je nach Sauerstoff- und Nahrstoffangebot durch Anaerobier ersetzt werden
(BAUMGARTNER und FALKLER 1991, SuUNDQVIST 1992, HELLWIG et al. 2007). Bei
therapieresistenten persistierenden Infektionen ist als Problemkeim oftmals E.

faecalis als Monokultur nachweisbar (SUNDQVIST et al. 1998, PECIULIENE et al. 2001).
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E. faecalis wurde in mehr als 50% geflllter Wurzelkanale mit Bakterienwachstum
nachgewiesen (PINHEIRO et al. 2003). Der Keim kann Bedingungen mit einem pH-

Wert von 9,6 oder Temperaturen von 60°C Uberleben (STUART et al. 2006).

Heute nimmt die Anzahl von Wurzelkanalbehandlungen in Deutschland im Zuge
eines Paradigmenwechsels bei der Zahnbehandlung nachweislich zu. Waren es
1970 noch 3,2 Mio. Eingriffe in den alten Bundeslandern, so waren es 2000 bereits
6,8 Mio. und im Jahr 2005 7,3 Mio. Wurzelkanalbehandlungen (BRAUCKHOFF et al.
2009). Im Gegenzug nimmt die Anzahl der Extraktionen stetig ab. Trotz allen
Fortschritts aber liegt die Erfolgsquote der Wurzelkanalbehandlungen laut
internationaler Literatur jedoch nur bei 70% - 95%, wobei der Erfolg je nach
Studiendesign unterschiedlich definiert ist. Als ursachlich fur Misserfolge wird unter
anderem die Resistenzzunahme bestimmter Pathogene, z. B. Enterococcus
faecalis, gegen Antibiotka und die hohe Widerstandsfahigkeit gegen
Desinfektionsmittel wie Natriumhypochlorit diskutiert (PINHEIRO et al. 2003,
SCHIRRMEISTER 2008). Ein weiterer Grund ist, dass die Keime in nicht zuganglichen
Bereichen des Wurzelkanalsystems liegen, die weder mit Handinstrumenten noch
mit maschinellen Instrumenten erreicht werden konnen (NAIR et al. 2005). Zudem
erreichen desinfizierende Spilldsungen haufig nicht die Bakterien, da der
Durchmesser der Dentintubuli sehr klein ist und sie dort nicht einflie3en kénnen

(GULDENER und LANGELAND 1993).

Auf der Suche nach neuen Mdglichkeiten, diese Grenzen erfolgreicher
Wurzelkanalbehandlung zu minimieren, wurde kurzlich eine Laser-Anwendung
beschrieben. Das im Zusammenspiel von Laseraktivierung und antimikrobiellen
Substanzen als antimikrobielle Photodynamische Therapie (aPDT, PACT®) von der
Firma Cumdente aus Tubingen entwickelte System ist Gegenstand der
vorliegenden Untersuchung. Bei der antimikrobiellen Photodynamischen Therapie
wird ein Photosensitizer in den mechanisch aufbereiteten Wurzelkanal appliziert
und dann mit Laserlicht bestrahlt. Der Photosensitizer Toloniumchlorid (=TBO)
bewirkt, dass hochreaktiver Singulett-Sauerstoff gebildet wird und so die Zellwande
der Bakterien zerstort werden. Singulett-Sauerstoff stellt ein hochwirksames
Oxidationsmittel dar, das sich an Doppelbindungssysteme binden kann
(RADSCHUWEIT 2002). Den Firmenangaben zu Folge soll dies zum Absterben der
Keime fihren (Cumdente 2009).
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Ziel dieser In-vitro-Studie ist es, die Effektivitat der antimikrobiellen
Photodynamischen Therapie beziglich der Desinfektion von Wurzelkanalen zu
ermitteln. Diese sollen vorab mit dem haufig bei endodontischen Misserfolgen
nachweisbaren Markerkeim E. faecalis, einer aeroben Mischkultur sowie einer

anaeroben Mischkultur infiziert werden.

Da laut FouAD (2009) in humanen Wurzelkanalen auch Serum enthalten ist, das in
seiner Zusammensetzung dem Serum in anderen Kérperbereichen entspricht, soll
zudem ermittelt werden, ob die Anwesenheit von Serumalbumin als
Hauptbestandteil humanen Serums die Effektivitatt der Photoaktivierten
Desinfektion beeinflusst. Hochreaktiver Singulett-Sauerstoff ist in der Lage,
Proteine zu oxidieren und in ihrer Struktur zu veréandern, wobei auch reaktive
Zwischenprodukte der Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Histidin entstehen.
Dies kann zu einer Proteinfragmentierung oder Proteinaggregation fihren, wodurch
es zu verdnderten chemischen und physikalischen Eigenschaften des Proteins
kommt (PATTISON et al. 2012). Ob es hierdurch zu einer Verstarkung oder
Schwachung des Effektes der antimikrobiellen Photodynamischen Therapie kommt,
kann nicht aus der Literatur abgeleitet werden, da hierzu keine Arbeiten vorliegen.
Da aber oxidierte Proteinzwischenprodukte reaktiv sind, ist davon auszugehen,

dass diese einen Einfluss auf die Bakterienmembran haben.
Der Studie liegen die Hypothesen zugrunde,

e dass die antimikrobielle Photodynamische Therapie im infizierten
Wurzelkanal zu einer erhéhten Keimreduktion fuhrt, und

e dass die Anwesenheit von Serum oder Serumalbumin die Effektivitat der
Photoaktivierten Desinfektion verstarkt und es dadurch zu einer erhdhten

Keimabt6tung kommt.
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2 Literaturubersicht

Der Begriff ,Endodontie” leitet sich aus dem Griechischen ab und bedeutet so viel

wie ,das im Zahninneren Befindliche".

Die Anfange der Endodontologie gehen zurick in die Zeit der Babylonier.
Zahnschmerzen wurden damals unter Anwendung von pflanzlichen Rezepturen als
Einlage in karibse Hohlen und moglicherweise narkotisierenden Dampfen
behandelt. Aus chinesischen Schriften geht hervor, dass bereits 4000 v. Chr. die
Nutzung von Arsen zur Schmerzbehandlung bei Pulpaerkrankungen eingesetzt
wurde (HULSMANN 2008). Ab dem 17. Jahrhundert gibt es viele Weiterentwicklungen
auf dem Gebiet der Endodontologie. Neue Techniken und Materialien kamen zum
Einsatz bzw. es wurden neue Instrumente mit dem Ziel entwickelt, Schmerzen zu
lindern, die Pulpa und den Zahn zu erhalten. Insbesondere Pierre Fauchard (1678-
1761), der als Begrunder der modernen Zahnheilkunde erachtet wird, beschreibt in
seinem Werk ,Le chirugien dentiste” prazise Behandlungsmethoden zur
Aufbereitung und Kauterisieren von Wurzelkanalen. Er vertrieb die Legende des
<Zahnwurms®, welcher lange Zeit als Ursache von Zahnschmerzen und Karies

angesehen wurde (HULSMANN 2008, CASTELLUCCI 2004).

Bis in das 19. Jahrhundert hinein konzentrierte sich die Endodontologie
hauptséachlich auf die Schmerzlinderung. Erst im spateren Verlauf verschob sich der
Fokus hin zur Weiterentwicklung feiner Instrumente und zugehériger Techniken, wie
zum Beispiel als 1838 Edward Maynard eine Uhrfeder mit einer Feile derart
bearbeitete, dass eine Art Exstirpationsnadel entstand. Mit dem Fortschritt im 20.
Jahrhundert (Roéntgentechnologie, Einfihrung chemischer und physikalischer
Methoden, Ultraschall, Laser etc.) wuchsen die Méglichkeiten der Endodontologie

rasant (HULSMANN 2008, CASTELLUCI 2004).
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2.1 Endodont: Charakteristika und klinische Bezlige

Das Pulpa-Dentin-System ist ein komplexes, dreidimensionales System, welches
zu den angrenzenden Gewebestrukturen hin anatomisch offen gestaltet ist. Dabei
sind Pulpa und Dentin entwicklungsgeschichtlich sowie funktionell als eine
Gesamtheit zu betrachten. Diese Einheit wird als Endodont bezeichnet (PIEScoO
1994, HULSMANN 2008).

Das Dentin ist zwischen Zahnschmelz und Pulpa angeordnet und besteht zu 70
Gewichtsprozent aus anorganischen und zu 20 Gewichtsprozent aus organischen
Bestandteilen (HELLWIG et al. 2007). Es wird durch Odontoblasten der Zahnpulpa
produziert. Generell werden primares, sekundares und tertiares Dentin
unterschieden. Die Entstehung von Tertidrdentin bis zur vollstandigen Obliteration
endodontischer Hohlen geschieht aufgrund einer Abwehrreaktion der Pulpa auf
aul3ere Reize. Dies ist jedoch nur mdglich, so lange die Pulpa vital ist (HULSMANN
2008).

Dentintubuli besitzen einen Durchmesser von 1-2 um und durchziehen das Dentin
von der Schmelz-Dentin-Grenze bis zur Pulpa. Sie bergen Odontoblastenfortsatze

und sind mit Dentinliquor ausgefullt (HOLSMANN 2008).

Die Zahnpulpa besteht aus gut innerviertem und vaskularisiertem Bindegewebe.
Die Pulpakammer ist der Bereich, den das Pulpagewebe ausfillt. Kronenkavum und
Wurzelkanale sowie Kronenpulpa und Wourzelpulpa sind voneinander zu
unterscheiden. Die Pulpakammer ist von Dentin umschlossen und ihre Form
entspricht dem Zahnumriss in kleinerer Dimension. Die Kronenpulpa besitzt
okklusale bzw. inzisale Ausdehnungen, welche Pulpahérner genannt werden. Diese
entsprechen optisch den Kauflachenhéckern. Das Pulpagewebe interagiert durch
das Foramen apicale, Seitenkanale, Pulpaperiodontalkanale sowie akzessorische
Kanale mit dem Parodontium. Unter praktisch-klinischen Gesichtspunkten kann die
Pulpa als Endorgan ohne kollaterale Zirkulation betrachtet werden (MEYER und
SCHEELE 1954, HELLWIG et al. 2007).

Die Funktion der Seiten- und Nebenkanale ist bisher unbekannt. Bei einer Infektion
des Wurzelkanals kann es allerdings zu einer Infektionsausbreitung tber die

Seitenkanale bis in das Parodont kommen, was in einer Parodontitis lateralis
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resultiert. Die Seitenkanéle sind einer Instrumentierung unzugénglich (HULSMANN
2008). Das Foramen apicale liegt oft vom rontgenologischen Apex entfernt und gibt

haufig akzessorische Kanale ab, so dass ein ,apikales Delta“ entsteht.

40% aller Pramolaren besitzen zwei Wurzelkanale, wobei in 1% zwei separate
apicale Foramina vorliegen. Die ersten Oberkieferpramolaren besitzen sogar in ca.
84% der Falle zwei Wurzelkandle (BEErR et al. 2006). Wahrend der
Wurzelentwicklung liegt nur ein Wurzelkanal vor, der durch Zellen und Hartgewebe
geteilt wird. Der palatinale Anteil entwickelt sich oft nicht so intensiv und kann auch
obliteriert sein (BEER et al. 2006). Bei den unteren Pramolaren liegt in der Regel nur
ein Wurzelkanal vor, wobei der erste Pramolar zu 25% einen weiteren Kanal birgt.
Die vorderen unteren Molaren enthalten zu 85% in der mesialen Wurzel zwei
Kanale, die hinteren unteren Molaren haben meist nur einen Kanal (HELLWIG et al.
2007).

Bei den vorderen Oberkiefermolaren liegt die Wahrscheinlichkeit fir einen vierten
Wurzelkanal zwischen 19 und 77%, bei den hinteren Oberkiefermolaren sind es 10-
38%. Oftmals sind in der mesiobukkalen Wurzel zwei Kanale enthalten, in 52% der

Falle konvergieren diese vor dem Apex (BEER et al. 2006).
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Nach WEINE (1989) kénnen die anatomischen Verlaufe von Wurzelkanalen wie folgt
eingeteilt werden (Tabelle 1):

Wourzelkanalkonfigurationen

Einzelner, sich vom Wurzelkanaleingang
Typ | zum Foramen apicale erstreckender

Wourzelkanal.

Zwei Wurzelkanéle, die sich innerhalb der
Typ Il Wourzel vereinen und in einem

gemeinsamen Foramen enden.

Zwei separate Wurzelkanale mit
Typ I eigenstandigem Verlauf und separaten

Foramina

Ein Wurzelkanal, der sich in der Wurzel
Typ IV aufteilt und in zwei getrennten Foramina

endet.

Tabelle 1: Einteilung der Wurzelkanalkonfiguration (WEINE 1989)

2.2 Pulpitiden

Pulpaerkrankungen kénnen unterschiedlicher Genese sein. Sie kdnnen in drei

grobe atiologische Gruppen klassifiziert werden (Tabelle 2):

Infektios-toxisch Traumatisch latrogen
. Praparatorische
Karies Kronenfakturen
Mal3nahmen
. Reinigung, Trocknung
Parodontopathien Wurzelfrakturen _
der Kavitat
Nicht-kariesbedingter Kontusion, Avulsion, Andere restaurative
Zahnhartssubstanzverlust Infraktion Malnahmen
) Traumatische Kieferorthopadische
Hamatogen _
Okklusion Behandlung

Tabelle 2: Ubersicht tiber Ursachen von Pulpaerkrankungen (nach HELLWIG et al.
2007)



2 Literaturiibersicht 8

Infektiose Pulpitis

Die haufigste Ursache der infektiosen Pulpitis ist die kariesbedingte mikrobielle
Invasion in das Pulpa-Dentin-System (NOLDEN 1994, KLimm 2003). Meist reagiert
die Pulpa-Dentin-Einheit erst, wenn die Karies bis zum Dentin fortgeschritten ist und
die Bakterien durch die Dentinkanalchen hindurch bis zur Pulpa gelangen (HELLWIG
et al. 2007). Ob bereits eine Schmelzkaries zu einer Puplareaktion fuhrt, wird seit
Jahren kontrovers diskutiert (GULDENER und LANGELAND 1993). Zunachst werden
Reize nur durch bakterielle Stoffwechselprodukte ausgeltst. Dies ist der Fall, wenn
die Karies die Pulpa noch nicht erreicht hat. Man spricht hier von einer reversiblen
Pulpitis. Dabei liegt meist eine kurze, in der Intensitdit wechselnde
Schmerzanamnese vor, die meist auf Kéalte- oder Warmereize hin auftritt (KLimMm
2003). Wenn Bakterien tber die Dentinkanalchen die Pulpa penetrieren, kommt es
zu einem Aufeinandertreffen mit neutrophilen Leukozyten in der Pulpa. Diese
sterben ab und setzen dabei Lysosome in die Pulpa frei. Es kommt zu ortlich
begrenzten Nekrosen. Ab diesem Zeitpunkt spricht man von einer irreversiblen
Pulpitis (GULDENER und LANGELAND 1993). Klinisch sind dann oft eine
langandauernde Schmerzanamnese sowie durch Wéarme provozierbare Schmerzen
vorhanden (Ktimm 2003).

Reagiert die Pulpa-Dentin-Einheit auf den Reiz mit einer Verengung der Kanalchen
im Dentin, liegt eine tubulére Sklerose vor. An der Pulpa-Dentin-Grenze kann es zur
Bildung von Tertiardentin kommen. Wenn die Karies bis in das Tertidrdentin
vorgedrungen ist, ist eine Sklerosierung aufgrund der veranderten Struktur nicht
mehr maoglich. In der Pulpa resultiert der Reiz in einer Entziindungsreaktion und es
treten erste Veranderungen in den peripheren Pulpazonen sowie in der
Odotoblastenschicht auf (HELLWIG et al. 2007).

Parodontitis apicalis

Auch wenn im Bereich der Wurzelpulpa noch keine Entziindungsreaktionen

eingetreten sind, zeigen sich rontgenologisch oftmals periapikale Veranderungen
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sowie ein verbreiterter Parodontalspalt. Durch das Gefal3system der Pulpa werden
die durch Bakterien verursachten Zerfallsprodukte zum periapikalen Venenplexus
befordert, die dort durch die GefalBwande treten und zu apikalen Lasionen fihren
(GULDENER und LANGELAND 1993). Diese Lasionen stellen Resorptionen des
periapikalen Knochens dar, welche zu Granulomen oder zystischen Veranderungen
fuhren kdnnen. Da die Pulpa durch Seitenkanale mit dem Parodont verbunden ist,
kann sich eine Parodontitis auch im Seitenbereich der Wurzel zeigen (HELLWIG et
al. 2007).

Traumatische Pulpitis

Eine traumatische Pulpitis kann durch Dentin-, Kronen- oder Wurzelfrakturen sowie
durch Kontusion oder Avulsion hervorgerufen werden. Dentinfrakturen fihren
gegebenfalls zu Pulpitiden oder zur Nekrose der Pulpa. Dentinspriinge oder
Infraktionen kénnen in Zusammenwirkung mit bis in das Dentin eindringenden
Bakterien zu einer Reaktion der Pulpa fuhren. Von besonderer Schwere kann dies
beim Vorhandensein eines direkten Zugangs zur Pulpa sein. Akute Pulpitiden
konnen durch die Er6ffnung von Dentinkanélchen ausgeldst werden, auch wenn die
Pulpahohle geschlossen ist. Posttraumatisch kann es zu einer Nekrose der Pulpa
kommen. Im Fall, dass die Pulpahohle eroffnet ist, kann sich bei komplizierten
Kronenfrakturen schnell ein Blutgerinnsel bilden und so ein schnelles
Bakterienwachstum forcieren. Bei Wurzelfrakturen hingegen besteht die
Mdoglichkeit, dass Blutgerinnsel und temporare Entziindungen der Pulpa spontan
ausheilen, sofern der Bruchspalt nicht mit der Mundhéhle verbunden ist. Ahnlich wie
auch bei einer Kontusion oder Avulsion, kann es bei schwerer Schadigung zu einer
Unterbrechung der Blutzirkulation mit ischamischer Nekrose der Pulpa kommen.
Eine Revaskularisierung der Pulpa ist hier nur mdglich, wenn das Wurzelwachstum
noch nicht abgeschlossen ist. Eine sterile Pulpanekrose kann keine Parodontitis

apicalis hervorrufen (HELLWIG et al. 2007).
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latrogene Pulpitis

Eine latrogene Pulpitis ist diagnostisch schwer zu identifizieren, da der behandelte
Zahn bereits durch eine Karies vorgeschadigt sein kann. latrogene Ursachen
konnen physikalischer und chemischer Herkunft sein. Dazu gehoOren
praparatorische Mal3nahmen, die Trockenlegung der Kavitat sowie das Einbringen
von Fillungsmaterialen. Auch das Anwenden von Reinigungs-, Desinfektions- und
Trocknungsmitteln, Sauren usw. kann die Pulpa irreversibel schadigen. Die wohl
haufigste Ursache stellt die Kronen- und Kavitatenpraparation dar, bei der
Dentinkanalchen ert6ffnet und Entzindungsmediatoren freigesetzt werden. Wenn
mit unzureichender Wasserkiihlung prapariert wird, kann es zu einer Uberhitzung
und Austrocknung des Dentins kommen. Insbesondere die Austrocknung kann
schwerwiegende Folgen haben, da dies zur Odontoblastenkernaspiration flihren
kann. Selten kénnen auch kieferorthopadische Behandlungen zu einer Pulpitis
fuhren. Weiterhin kénnen chemische Materialen wie z. B. Lacke, Sauren oder
Fullungsmaterialien schadigende Wirkungen auf die Pulpa haben (HELLWIG et al.
2007).

2.3 Mikrobiologie des infizierten Wurzelkanals

Die orale Mikroflora wird von etwa 1000 Bakterienarten gebildet, wobei nur wenige
Arten in der Lage sind, in Wurzelkanal, intaktes Dentin und die radikularen
Dentintubuli einzudringen und Wurzelkanalinfektionen auszulésen (KANTz und
HENRY 1974, SUNDQVIST 1976, DAHLEN und BERGENHOLTZ 1980, HELLWIG et al. 2007,
HULSMANN 2008, FouAD 2009). Wenn es zur bakteriellen Besiedelung des
Wurzelkanals gekommen ist, handelt es sich meist um Mischinfektionen, es werden
aber auch Monoinfektionen beobachtet. Die bakterielle Besiedelungsreihenfolge
richtet sich nach dem im Wurzelkanal verfigbaren Sauerstoff- und
Nahrstoffangebot, auch spielen bakterielle Wechselwirkungen eine wichtige Rolle
(SuNDQuVIST 1992). Anfangs handelt es sich meist um aerobe Mischinfektionen, die
bei Abnahme des Sauerstoffangebotes von fakultativen und obligaten Anaerobiern
ersetzt werden (BAUMGARTNER und FALKLER 1991, SUNDQVIST 1992, HELLWIG et al.
2007). Auch Spirochaten, Pilze (HULsSMANN 2008) und Hefen (NAIR et al. 1990)

kénnen in Wurzelkanalen gefunden werden. Die Keimzahl kann bis zu 108
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koloniebildende  Einheiten  absolut  betragen, wobei  bei  priméren
Wurzelkanalinfektionen signifikant hohere Keimzahlen als bei Sekundéarinfektionen
beobachtet werden (BLOME et al. 2008). Bei einer Sekundarinfektion liegt bereits
eine Infektion mit einem anderen pathogenen Erreger vor. Ebenso steht die GroRRe
einer apikalen Lasion mit der Anzahl der im Kanal vorkommenden Mikroorganismen
in Zusammenhang (BYSTROM et al. 1987). Auch die klinischen Symptome scheinen
mit den im Wurzelkanal befindlichen pathogenen Mikroorganismen zu korrelieren
(HULSMANN 2008).

Neben Streptokokken, Laktobazillen und Aktinomyzeten werden besonders héufig
die obligaten Anaerobier Fusobakterium, Peptostreptococcus, Eubacterium,
Propionibacterium, Veilonella, Wolinella, Prevotella und Porphyromonas in
infizierten Wurzelkanédlen gefunden (WiTTcow und SABISTON 1975, SUNDQVIST
1976, 1992, MOLLER et al. 1981, LE GoFF et al. 1997, GOMES et al. 2004).

Der als Problemkeim geltende E. faecalis, ein fakultativer Anaerobier, ist nur in
geringen Anteilen bei der primaren Wurzelkanalinfektion nachweisbar. Bei
wurzelgefillten Kanalen mit persistierender Infektion und apikaler Parodontitis ist
dieser stark therapieresistente Keim hingegen haufig als Monokultur nachweisbar
(SUNDQVIST et al. 1998, PECIULIENE et al. 2001). In einer Untersuchung von
SUNDQUVIST et al. (1998) wurde in 38% der nach erfolgloser Wurzelkanalbehandlung

extrahierten Zahne E. faecalis festgestellt.

Love (2001) und LoVE et al. (2002) zeigten, dass E. faecalis und andere Bakterien
die Fahigkeit besitzen, in die Dentintubuli einzudringen und dort Uberleben zu
konnen. Bereits 1987 fanden HAAPASALO und @RSTAVIK in einer In-vitro Studie an
einem bovinen Dentintestkdrper heraus, dass E. faecalis in der Lage ist, zehn Tage
in einem stark alkalischen Milieu zu Uberleben, das durch ein eingebrachtes
Kalziumhydroxid-Praparat verursacht wurde. Zellprotonenpumpen scheinen hierfur
ursachlich zu sein (Evans et al. 2002). E. faecalis kann selbst unter diesen
ungunstigen Bedingungen Biofilme bilden (DISTEL et al. 2002) und zeigt auch bei
Nahrstoffmangel grof3e Widerstandsfahigkeit gegen Natriumhypochlorit, Hitze,
Saure und Ethanol (GIARD et al. 1996). E. faecalis konnte in einer Untersuchung
von PATAKY et al. (2002) bei 60°C bis zu 30 Minuten tberleben. Aul3erdem ist es

dem Keim moglich, lange Zeit in Wasser (HARTKE et al. 1998), wassergefullten
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Dentintubuli und menschlichem Serum zu Uberleben (GRSTAVIK und HAAPASALO
1990, Love 2001).

Tabelle 3 fasst die im infizierten Wurzelkanal, bei periapikaler Parodontitis oder bei

Infektion nach vorangegangener Wurzelkanalbehandlung vorkommenden

Bakterien zusammen.

Infizierter Periapikale Infektion nach
Wurzelkanal Parodontitis Therapie

Eubakterien +++ + ++
Aktinomyzeten +++ ++ ++

P. micra ++ +++ ++
Andere anaerobe Strept. ++ ++ +
Prevotella Sp. +++ +++ +
Fusobakterien +++ ++ (+)
Porphyromonas Sp. + ++ (+)
Veillonellen + ++ (+)
Andere Anaerobier + + +
Staphylokokken + + +
S. aureus (+) (+) (+)

Orale Streptokokken +++ +++ +++

Enterokokken + + +++
Enterobakterien (+) - ++
Sprosspilze - - ++

Tabelle 3: Ubersicht im infizierten Wurzelkanal vorkommende Bakterien (aus:
Fouad 2009; modifiziert nach Eick 2010)
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2.4 Wurzelkanalbehandlung

Die Arbeitsablaufe von Wurzelkanalbehandlungen lassen sich in die manuelle bzw.
maschinelle Aufbereitung und das nachfolgende Fillen des Wurzelkanalsystems
gliedern (HELLWIG et al. 2007). Die Aufbereitung des Wurzelkanalsystems wird als
der wichtigste Behandlungsschritt angesehen. Dabei werden vitales und

nekrotisches Gewebe sowie infiziertes Dentin entfernt (HULSMANN et al. 2005).

Nach klinischer und réntgenologischer Befundung ist gegebenfalls eine
Lokalanasthesie durchzufuihren. Das Anlegen eines Kofferdams als Schutz vor
Aspiration, Infektionskrankheiten sowie zur Arbeitserleichterung und Desinfektion
des Arbeitsfeldes ist elementar (GULDENER und LANGELAND 1993). Karies und
insuffiziente Fullungen werden entfernt, die optimale Zugangskavitat gewahlt. Nach
Lokalisation der Kanaleingange werden diese sondiert und die Arbeitslange
bestimmt. Der Wurzelkanal wird mit Feilen aufbereitet sowie gespult und getrocknet.
Die Notwendigkeit einer medikamentdsen Einlage mit einem provisorischen
Verschluss ist vor der endgtltigen Wurzelfullung zu prifen. Nach dem Fullen des
Wurzelkanals wird eine Rontgenaufnahme des behandelten Zahnes gemacht und
der Zahn definitiv gefullt (HELLwWIG et al. 2007).

Zu den Zielen der Wurzelkanalbehandlung gehort das Entfernen von vitalem oder
nekrotischem Gewebe und damit verbunden die Reduzierung der Keimzahl im
Wurzelkanal. Dabei ist auch die ausreichende chemische Desinfektion eine wichtige
Malnahme. Studien haben gezeigt, dass bakterienfreie Wurzelkanéle eine deutlich
bessere Prognose aufweisen (SJOGREN et al. 1997). Die Aufbereitung einer
Wurzelkanalform soll vor allem eine wandstandige Obturation ermoglichen sowie
die Bewahrung der Zahnhartsubstanz und der originaren Wurzelkanalkrimmung
gewahrleisten. Grundsatzlich kdnnen die Aufbereitungstechniken in manuelle und
maschinelle Instrumentierung, nichtinstrumentelle Aufbereitung, Schall- und
Ultraschalltechniken, kombinierte Techniken sowie die Aufbereitung und
Keimreduktion durch Laserapplikation untergliedert werden (HULSMANN 2008).
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Wurzelkanal-Aufbereitung

Das Ziel einer Wurzelkanal-Aufbereitung ist das Entfernen von infiziertem Gewebe
im Wurzelkanalsystem und somit eine Keimreduktion (SCHAFER et al. 2000,
GuUERIsOLI et al. 2002, CHAVEZ DE PAz et al. 2003). Es kann manuell oder mit

maschinellen Aufbereitungssystemen gearbeitet werden.

Bei der manuellen Aufbereitung wird mit Feilen wie der Hedstroem-Feile, K-Feile
oder K-Reamer oder fur schwerer zugangliche Bereiche mit flexibleren
Instrumenten wie der K-Flex-File gearbeitet. Die Feilen unterscheiden sich jeweils
im Schneidekantenwinkel und kénnen so mehr oder weniger Dentin abtragen.
Exstirpationsnadeln hingegen werden verwendet, um die Pulpa in einem
Arbeitsgang zu exstirpieren. Hierbei wird die Pulpa idealerweise am Apex

abgerissen und nicht abgeschnitten (HELLWIG et al. 2007, HULSMANN 2008).

Die Nutzung von Handinstrumenten ist meist sehr zeitaufwéndig und fihrt zu
Ermudungserscheinungen beim Behandler. Alternativ.  wurden zahlreiche
maschinelle Aufbereitungstechniken entwickelt, welche zudem den Vorteil einer
gleichmafigeren Aufbereitung bieten. Erstmalig beschrieb OLTRAMARE 1892 die
Nutzung von rotierenden Feilen in zahnérztlichen Handstlicken. 1889 entwickelte
RoLLINS das erste Endodontiehandstlick, dessen Rotationsgeschwindigkeit auf 100
Umdrehungen pro Minute limitiert war. 1958 erschien von der Firma W&H das
,Feilwinkelstiuck Racer, 1964 gefolgt von dem Endodontiewinkelstick Giromatic
(MicroMega, Besancon, Frankreich). In diesen Zeitraum fallt auch das Endolift der
Firma Kerr (Karlsruhe, Deutschland) (HULSMANN et al. 2005). Diese Gerate
arbeiteten mit reziproken Rotationsbewegungen sowie Hubbewegungen. Es
bestand jedoch ein erhohtes Risiko von Stufenbildung sowie Perforation (HELLWIG
et al. 2007). Spater entstanden von LEvY (1984) der Canal-Finder (jetzt S.E.T.,
Grobenzell, Deutschland) sowie der Excalibur (W&H, Biirmoos, Osterreich). Der
Canal-Finder war das erste Gerat mit einem teilweise flexiblen Bewegungsablauf.
Das Excalibur Endodontiehandstiick (W&H) nutze lateral oszillierende Instrumente
(HULSMANN et al. 2005).

Neu entwickelte maschinelle Nickel-Titan-Systeme, wie zum Beispiel ProTaper und
FlexMaster, weisen ein pseudoelastisches Verhalten auf, d.h. sie kehren nach

Verformungen wieder in ihre urspriingliche Form zuriick, den sogenannten ,Memory
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Effekt”. Obwohl Nickel-Titan-Systeme im Aufbau sehr verschieden sind und ein
eigenes Praparationskonzept verfolgen, werden in der Literatur fast ausnahmslos
deren positiven Ergebnisse bei der Erhaltung der anatomischen Kanalkrimmung
betont (HELLWIG et al. 2007, HULSMANN 2008).

Nicht zu vernachlassigen ist die allerdings die Tatsache, dass eine optimale
Reinigung der Wurzelkanalwand allein mit instrumenteller Bearbeitung nicht
erreichbar ist. Die mechanische Erweiterung ist daher immer mit einer sorgféltigen,

hochvolumigen Spullésung zu kombinieren (HULSMANN 2008).

Der Laserpraparation kommt in der Endodontie bislang nur eine untergeordnete
Rolle zu, weil der Zahnhartsubstanzabtrag im Vergleich zum Einsatz rotierender
Instrumente geringer ist und sich Fullmaterialien mit Hilfe dieser Technologie nicht
aus den Kavitaten entfernen lassen. Eine Nachbearbeitung mit rotierenden

Instrumenten ist hier unerlasslich (HELLwIG et al. 2007).

Eine einheitliche Meinung besteht in der Literatur lediglich bezuglich der guten
Desinfektionswirkung von bestimmten Laservarianten. Die im Zusammenhang mit
einer Laseranwendung entstehenden Probleme wie Haarrisse und Cracks in der
Hartsubstanz sowie die kaum kontrollierbare Eindringtiefe konnten bislang noch
nicht hinreichend geldst werden (HULSMANN 2008). Die Hitzeentwicklung von tber
60°C nach nur wenigen Sekunden im Inneren des Zahnes fihrt zu einer
Vaporisation der Wurzelkanaloberflache und kann zu einem Hitzeschaden des
parodontalen Gewebes fihren (KHAN et al. 1997). In Folge einer Laserbehandlung
konnen zudem periapikale Entziindungen, Ankylosen oder Resorptionen auftreten.

Auf der anderen Seite wirken Laser in Bereichen bakterizid, in welche Spullésungen

nicht vordringen kénnen (MoRriTz et al. 1999).
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2.5 Keimreduktion im Wurzelkanal
Wurzelkanalspulung

1981 beschrieben LEHMANN et al. einen Zusammenhang zwischen grol3erem
Kanaldurchmesser und effektiverer Reinigungsleistung. Dies wurde in mehreren
Untersuchungen bestatigt (ROLLINSON et al. 2002). Es ist bekannt, dass Bakterien
die Dentintubuli bis zu 2000 um tief in das Wurzeldentin hinein penetrieren kdnnen
(HULSMANN 2008). Daher ist es nicht méglich, die Bakterienzahl allein durch die
mechanische Aufbereitung ausreichend zu reduzieren (BAUMANN und BEER 2008),
ohne die Wurzelstabilitdt durch den grof3en Zahnhartsubstanzverlust zu sehr zu
schwéchen, was in einer grof3eren Frakturgefahr minden wiirde (ZANDBIGLARI et al.
2006). Auch Seitenkanale, apikale Ramifikationen und andere komplexe
anatomische Besonderheiten des Wurzelkanals sind einer rein mechanische
Aufbereitung nicht zuganglich (BAUMANN und BEER 2008, BECKER und WOOLLARD
2001). Aus diesen Grinden sind zusatzliche chemische Desinfektionen
unumganglich (BYSTROM und SUNDQVIST 1981, @RSTAVIK et al. 1991, BAUMANN und
BEER 2008, HULSMANN 2008).

Die manuelle Wurzelkanalspilung ist in der Praxis das gangigste Verfahren. Bereits
1983 untersuchte CHow unter anderem den Einfluss des Durchmessers und der
Tiefe der Applikationsnadel im Wurzelkanal auf die antimikrobielle Wirkung der
Spulung. Mit Hilfe von glasernen Priufkorpern und standardisierten Wurzelkanélen
konnte belegt werden, dass kleine Kanulen die Effektivitat der Wurzelkanalspulung
erhdhen, da sie ohne zu verkanten weit in das Kanallumen eingebracht werden
kénnen. Die Spullésung kann dennoch abflie3en, ohne lber das apikale Foramen
hinaus gedriickt zu werden (CHow 1983). Es wurde aul3erdem gezeigt, dass der
Reinigungseffekt bei der manuellen Wurzelkanalspilung nur in einem geringem

Ausmal’ Uber die Nadelspitze hinaus reicht (CHow 1983).

Wourzelkanalspilungen sollten im Allgemeinen eine geringe Toxizitat, eine
bakterizide Wirkung, eine niedrige Oberflichenspannung sowie einen
Schmiereffekt aufweisen und vitales und nekrotisches Pulpagewebe auflésen
(HELLWIG et al. 2007). Grundsatzlich sind Spulungen haufiger und héher dosiert
durchzufihren, je starker der Wurzelkanal mit Keimen verunreinigt ist. Eine Studie

von BERUTTI et al. (1997) zeigte, dass Keime nach einer Spuilung in den kleinsten
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Dentinkanalchen noch vorhanden sind. Das Volumen der Lésung ist hierbei von
hoherer Wichtigkeit als die Konzentration (HULSMANN 2008).

Die Wurzelkanalspulung als chemisch-desinfizierendes Verfahren sollte zusammen
mit der mechanischen Wurzelkanalaufbereitung verwendet werden (BYSTROM et al.
2001, BECkerR und WooOLLARD 2001, PATAKY et al. 2002, TuLus und ScCHuULz-
BONGERT 2004, HULSMANN 2008). Sie kann antibakteriell und gewebeauflésend
wirken. Die Anzahl der Keime kann um den Faktor 100 — 1000 verringert werden,
jedoch kann die Wurzelkanalsptilung keine Sterilitdt im Wurzelkanal gewahrleisten
(BYSTROEM und SUNDQVIST 1983). Nach einer Studie von SIQUEIRA et al. (1999)
konnen durch Instrumentation in Kombination mit einer Spulung mehr als 90% der
Keime abgetttet werden (HULSMANN 2008). In einer Studie von BERBER et al. (2006)

wurde mit 5,25% NaOCI sogar eine Keimreduktion von 100% erreicht.

Uberblick Uber die gebrauchlichsten Spullésungen

Folgende Desinfektionslosungen zahlen zu den am haufigsten genutzten:
Natriumhypochlorit (NaOCI), Wasserstoffperoxid (H202), Chelatoren, Chlorhexidin
(CHX), Gly-Oxide. Neu entwickelt wurde die Losung MTAD (Mixture of Tetracycline
isomer, an Acid, and a Detergent), welche eine gute antibakterielle Wirkung auch
gegen E. faecalis aufweist (HULSMANN 2008).

In einer gemeinsamen Stellungnahme der Deutschen Gesellschaft fir Zahn-, Mund-
und Kieferheilkunde und der Deutschen Gesellschaft fur Zahnerhaltung von 2006

werden die Anforderungen an eine Spullésung definiert:

Anforderungen an Spillésungen:
1. Desinfektionswirkung
2. Biologische Vertraglichkeit
3. Gewebe auflosende Wirkung
4. Einfache Applizierbarkeit
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Natriumhypochlorit

Natriumhypochlorit gilt als die am haufigsten genutzte endodontische Spullésung,
da es antimikrobielle, antimykotische und gewebeauflésende Eigenschaften besitzt
und somit gegen die meisten Bakterien, Bakteriophagen, Sporen, Pilze und Viren
wirkt (MENTZ 1982, HULSMANN 2008). Dadurch ist Natriumhypochlorit den meisten
anderen verfigbaren Spullésungen Uberlegen (BYSTROEM und SUNDQVIST 1983,
SHABAHANG und TORABINEJAD 2003, CARSON et al. 2005). NaOCI besitzt erheblich
bessere keimreduzierende Eigenschaften als Kochsalzldsung (BYSTROEM und
SUNDQVIST 1983), wobei bereits mit einer 1,25%igen NaOCI-Lésung in 62% der
Falle Keimfreiheit in den Wurzelkanalen erreicht werden konnte, im Gegensatz zu
28% bei 0,9%iger Kochsalzlosung (DALTON et al. 1998).

Die Wirkung von NaOCI beruht auf einer hohen Konzentration undissoziierter
Hypochloritsaure (HCIO), die die Sulfatgruppen der bakteriellen Enzyme oxidiert
und chloridiert (MooRER und WESSELINK 1982, HEPPELER und HULSMANN 2006,
HELLwIG et al. 2007). NaOCI besitzt die Fahigkeit, pulpales und nekrotisches
Gewebe zu l6sen (BECKER und WOOLLARD 2001), wobei diese Fahigkeit mit der
Konzentration und der applizierten Menge zunimmt (BAKER et al. 1975, HAND et al.
1978, TURKUN und CENGIz 1997, HULSMANN 2004, CARSON et al. 2005). HAND et al.
wiesen 1978 nach, dass eine 5,25%ige NaOCI-Losung effektiver als die niedriger
konzentrierten Losungen von 2,6%, 1% oder 0,5% wirkt. Nicht nur die Konzentration
korreliert mit der Wirksamkeit der LOsung, sondern auch die Temperatur (HUOLSMANN
2004). Die Effektivitat einer auf 37°C erwarmten 2,6%igen NaOCI-Lésung entspricht
derjenigen einer 5,2%igen NaOCI-Lésung bei Raumtemperatur (CUNNUNGHAM und
BALEKJIAN 1980, HULSMANN 2008). Es kommt hierbei zu einer besseren
Kollagenauflosung und schnelleren Keimreduktion, allerdings ist die Wirksamkeit
auf wenige Stunden begrenzt, da die L6sung dann zerfallt und somit unwirksam wird
(HOLSMANN 2008).

Von herausragender Bedeutung fur den auflosenden Effekt ist die Einwirkzeit an
der Wurzelkanallwand. Um den bakteriellen Biofilm zu eliminieren ist eine

Einwirkzeit von 30 — 60 Minuten erforderlich (HUOLSMANN 2008). In einer friheren
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Untersuchung zeigten ANDERSEN et al. (1992), dass 6,5 mg pulpales Gewebe mit
Hilfe einer 2%igen NaOCI-Ldsung bei 37°C erst nach 2,5 Stunden aufgeldst wurde.

Fur diese gewebeauflésenden Eigenschaften des NaOCI ist das enthaltene Chlor
verantwortlich (MooRER und WESSELINK 1982). Dies zerfallt jedoch innerhalb von
zwei Minuten, weshalb ein hohes Spulvolumen obligat ist (MOORER und WESSELINK
1982, HULSMANN 2008). Eine Studie von BECKER und WOOLLARD (2001) zeigte,

dass nur organische Materialien zersetzt werden.

Zu den Nachteilen von Natriumhypochlorit gehdért, und es in héherer Konzentration
zytotoxisch wirkt. Allerdings herrschen unterschiedliche Meinungen hinsichtlich der
Toxizitat. Bei einer Konzentration von 0,5% wird es allgemein als nicht zytotoxisch
angesehen (BAUMGARTNER und CUENIN 1992, HULSMANN 2004). VELVART (1987)
empfiehlt eine 1%ige NaOCI-Lésung, wobei BEER et al. (1988) eine 2%ige Ldosung
befurworten. Um zytotoxische Nebenwirkungen moglichst gering zu halten, werden
in der aktuellen Literatur Konzentrationen von 1 — 3% empfohlen (DAMMASCHKE et
al. 2003, JRrsTAvVIK 2003, BAUMANN und BEER 2008, HULSMANN 2008).

Chlorhexidindiglukonat

Chlorhexidindiglukonat besitzt antibakterielle Eigenschaften gegen eine Vielzahl
von Bakterien bei einer gleichzeitig geringen Toxizitat (HULSMANN 2008). Gegen den
Problemkeim E. faecalis ist CHX einer NaOCI-LOsung bei entsprechend niedriger
Konzentration Uberlegen (KLimm et al. 2001, GoMES et al. 2003, KrLimm 2003,
BAUMANN und BEER 2008, HULSMANN 2008), daher wird CHX gerade bei Revisionen
empfohlen (HULSMANN 2008). In Konzentrationen von etwa 100 ppm wirkt es
bakterizid und bei ca. 0,19 ppm besitzt es immer noch bakteriostatische
Eigenschaften (HENNESsSY 1973). Allerdings besitzt CHX im Gegensatz zu NaOCI
keine gewebeaufldsenden Fahigkeiten (CARSON et al. 2005, HULSMANN 2008). In
einer Studie von JEANSONNE und WHITE (1994) konnte kein signifikanter Unterschied
in der antimikrobiellen Wirksamkeit zwischen CHX und NaOCI festgestellt werden,
wobei sich NaOCI| wegen der gewebeauflésenden Eigenschaften gleichwohl als
Uberlegen herausstellte. Zudem ist die Wirkung von CHX auf bakterielle Biofilme

deutlich niedriger als die von NaOCI| (MoHAMMADI und ABBOTT 2009). Allerdings
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bleiben die antimikrobiellen Eigenschaften von CHX noch bis zu 21 Tage nach der
Wurzelkanalaufbereitung wirksam (CARsSON et al. 2005). Aufgrund seiner
kationischen Struktur kann sich CHX an negativ geladene Flachen anlagern und
eine Depotwirkung entfalten (HULSMANN 2008). Somit ist es auch als Zusatz zu

medikamentdsen Einlagen geeignet (KLimv 2003).

Durch die positive Ladung ist CHX auch in der Lage, sich an die negativ geladene
Bakterienzellwand anzulagern und dadurch die Permeabilitat der Zellwand zu
verandern, was zu einem CHX-Einstrom in die Bakterienzelle fihrt (MOHAMMADI und
ABBOTT 2009). Konzentrationen von 0,1% bis 2% gelten als zytotoxisch
unbedenklich (YEsSILsOY et al.1995). BABICH et al. (1995) fanden heraus, dass die
Zusammensetzung der CHX-L6sung einen grof3en Einfluss auf die Zytotoxizitat hat.
So kdnnen Zusatze und Bakterien an die positiven Ladungen des CHX binden und
so seine Toxizitat verringern (BABICH et al. 1995). Dies konnte auch im Wurzelkanal
der Fall sein (BoycCE et al. 1995). YEsSILSOY et al. (1995) Uberpriften die kurzzeitig
toxischen Effekte von CHX durch eine subkutane Injektion bei Meerschweinchen
und wiesen eine hdhere Zytotoxizitat von 5,25% NaOCI als von 0,12% CHX nach.
In der Gesamtheit der Wirkungen und Nebenwirkungen ist CHX dem NaOCI nicht
Uberlegen (HULSMANN 2008).

Chelatoren

Chelatoren sind Komplexbildner, die selektiv Kalziumionen aus dem Dentin an sich
binden, um es so zu erweichen (HULSMANN 2008). EDTA, als der bekannteste
Chelator, ist in der Lage, Wurzelkanaldentin bis zu 20-50 pum zu erweichen und zu
demineralisieren, wodurch enge oder stark kalzifizierte Kanale besser aufbereitet
werden konnen (Kumm 2003). Chelatoren werden genutzt, um den
paraparationsbedingten, an der Wurzelkanalwand liegenden smear layer zu
entfernen. Somit werden die Dentintubuli freigelegt und die Dichtigkeit der
Wurzelkanalfullung wird erhoht (HULsSMANN 2008). AulRerdem zeigt sich eine
Verbesserung der antibakteriellen Wirkung von Desinfektionsldsungen (HULSMANN
2008).
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EDTA alleine ist allerdings nicht in der Lage, den smear layer vollstandig zu l6sen
(Kuimm 2003), da es nur den anorganischen Anteil zersetzt (CALT und SERPER 2000,
BECKER und WooOLLARD 2001). Daher wird haufig die Kombination mit NaOCI
empfohlen, da dies die organischen Anteile auflost (BYSTROM und SUNDQVIST 1985,
CAMERON 1995, ScELzA et al. 2000, BECKER und WOOLLARD 2001). Allerdings
inaktiviert EDTA NaOCI| (EDTA seinerseits wird nicht von NaOCI inaktiviert),
weshalb eine Wechselspulung nicht angebracht erscheint (HULSMANN 2008). CALT
und SERPER (2000) zeigten, dass 17%iges EDTA in Verbindung mit 5%igem
NaOCI zwar den smear layer vollstandig entfernte, sich jedoch auch Erosionen des
Wurzeldentins in allen Wurzelabschnitten belegen lieRen. BAUMGARTNER und
MADER (1987) konnten mit der Kombination von EDTA und NaOCI eine Erweiterung

der Dentintubuli um bis zu 4 um nachweisen.

Wasserstoffperoxid

Wasserstoffperoxid ist eine schwach saure Loésung, die als 3-5%ige Losung zur
Spulung von Wurzelkanélen eingesetzt wird, wobei sie in Wasser und Sauerstoff
zerfallt. Wasserstoffperoxid wirkt stark zytotoxisch durch eine Oxidation von SH-
Gruppen (HEIDEMANN 2001). Durch die Enzyme Katalase und Glutathionperoxidase
wird das H202 in molekularen Sauerstoff Uberfiihrt, was zu einer heftigen
Schaumbildung bei Kontakt mit Gewebe, Blut oder Eiter fihrt (HEIDEMANN 2001).
Durch das Schaumen wird der Debris aus dem Wurzelkanal hinausgespilt.
Freiwerdender naszierender Sauerstoff kann dann obligate Anaerobier eliminieren
(HULSMANN 2008).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass es die ideale Spillésung nicht gibt, da mit
einer Steigerung der angestrebten reinigenden und antimikrobiellen Wirkung auch
die Zytotoxizitat steigt (GULDENER und LANGELAND 1993). Der entscheidende
Nachteil von Spullésungen ist in ihrem begrenzten bakteriziden Effekt zu finden,
welcher nur innerhalb des Wurzelkanals wirksam ist. Da Dentinkanalchen nur einen
geringen Durchmesser haben und Spillésungen aufgrund ihres fllissigen
Aggregatzustandes eine hohe Oberflachenspannung aufweisen, kénnen sie nur

einen geringen Teil des kanalnahen Gewebes erreichen (BERUTTI 1997, MORITZ et
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al. 2006). Daher wurden verschiedene die Desinfektion erganzende Mal3hahmen
vorgeschlagen, die im Folgenden beschrieben werden.

Die Wurzelkanalspllung erganzende Malinahmen zur Keimreduktion

Aktivierte Wurzelkanalspulung; Ultraschall- und Schallvibrations-
systeme

Unter der aktivierten Wurzelkanalspulung wird der Einsatz von Schallvibrations-
oder Ultraschallgeraten verstanden (HEIDEMANN 2001). Schallaktivierte Gerate
arbeiten im Frequenzbereich von 1-8 kHz, Ultraschallgerate mit 25-40 kHz (SABINS
et al. 2003).

Die gesteigerte Effektivitat der ultraschallaktivierten Wurzelkanalspilung wird auch
durch das Phanomen der Kavitation erklart (AHMAD et al. 1988). Durch die
hochfrequente Schwingung der Feile kommt es zur Bildung submikroskopischer
Blaschen innerhalb der Flussigkeit. Diese zerplatzen bei starker Krafteinwirkung
(AHMAD et al. 1988). Es kommt so zu submikroskopischen Implosionen und
Vakuumeffekten, wodurch auch die Seitenkandlchen gereinigt und
Mikroorganismen eliminiert werden (MARTIN und CUNNINGHAM 1985, HULSMANN
2008). Dieser Effekt kann allerdings quantitativ vernachlassigt werden (HULSMANN
2008).

Schallvibrationssysteme arbeiten mit niederfrequent oszillierenden Feilen im
Bereich von 1,5 bis 6 kHz. Die niedrigere Frequenz der Schallvibrationssysteme im
Vergleich mit Ultraschallsystemen birgt eine geringere Gefahr von z. B.
Feilenfrakturen, was wiederum die Arbeitssicherheit erheblich steigert. Zudem
treten Komplikationen wie Stufenbildung wahrend des Eingriffs deutlich seltener auf
(HULsSMANN 2008). Die Effektivitat der Keimreduktion kann durch den Einsatz von
schallaktivierten Geraten gegenuber der manuellen Wurzelkanalsptlung signifikant
gesteigert werden (STAMOS et al. 1987, SABINS et al. 2003). SABINS et al. (2003)
wiesen eine grolBere Effektivitat von Schallgerdten bei der Entfernung von

intrakanal&rem Debris gegentiber der manuellen Spilung nach.

In der Literatur werden verschiedene Ursachen fiir den verbesserten

Reinigungseffekt beschrieben. Es handelt sich dabei um ein Zusammenwirken der
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Phanomene Kavitation, Warmeentwicklung und ,akustisches Microstreaming®
(Kuimm 2003). Darunter wird eine Verstarkung der Reinigungswirkung verstanden,
welche durch eine Uber die hochfrequente Schwingung der Feilen erzeugte
Flissigkeitsbewegung erzielt wird (LUMELY et al. 1991, TuLus und SCHULZ-BONGERT
2004). Aufgrund der Oberflachenspannung folgt die Flissigkeit der schwingenden
Feile und kann so in Bereiche des Wurzelkanals gelangen (MARTIN und
CUNNINGHAM 1985). AulRerdem kommt es zu einer Erwarmung der Flussigkeit, was
im Falle von NaOCI zu einer Verstarkung der gewebeauflésenden Wirkung fiuhrt
(HEIDEMANN 2001). Die Aktivierung durch Ultraschall ermdglicht so auch die
Verwendung von niedriger konzentrierten Spullésungen, insbesondere
Natriumhypochlorit, wodurch die Zytotoxizitat reduziert wird (MARTIN und

CUNNINGHAM 1985).

SABINS et al. (2003) fanden, dass die ultraschallgestitze Wurzelkanalspilung der
schallaktivierten Spulung deutlich Uberlegen war. Sie erklaren dies damit, dass die
Spitze der Ultraschallfeile bei Kontakt mit der Wurzelkanalwand weniger stark als
die schallgetriebene Spitze gedrosselt wird. JENSEN et al. (1999) konnten hingegen
keinen signifikanten Unterschied zwischen der schall- und ultraschallaktivierten
Wurzelkanalspulung nachweisen. Im Vergleich der hydrodynamischen wie auch der
ultraschallgestitzten Wurzelkanalspulung gegentber konventionellen manuellen
Spulmethoden konnte ALTENHOF (2009) eine signifikant bessere keimreduzierende
Wirkung aufzeigen. Beide Systeme gegeneinander verglichen zeigten keine
signifikanten Unterschiede.

Laseranwendung im Wurzelkanal

Alternativ oder erganzend zur Wurzelkanalspilung wurde auch die Anwendung
unterschiedlicher Laser zur Keimreduktion im Wurzelkanal vorgeschlagen. Laut
einer Studie von MoRITz et al. (1999) liegt die Keimreduktion hier bei 99,05% -
99,64%. Gerade dies konnte fur die Endodontie von grof3em Nutzen sein (MORITZ
et al. 1999, MoRITz et al. 2006). Eine andere Studie von GUTKNECHT et al. (1996)
misst sogar Erfolge als Keimreduktion von 99,9997% (GUTKNECHT et al. 1996).
MoRITZ et al. konnten nachweisen, dass der Nd:YAG-Laser bis zu 99,5% der

Bakterien in einer Imm dicken Dentinschicht abtotete (MoRrITz et al. 2000).
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Im direkten Vergleich des Es,Cr:YSGG-Lasers mit einer NaOCI-Spullésung bei
einem geraden Wurzelkanal konnten ELDENIz et al. (2007) in einer Ex-vivo-
Pilotstudie jedoch nachweisen, dass der Laser nicht anndhernd alle Bakterien
beseitigen konnte. Die 3% NaOCI-Spullésung hingegen unterdriickte das
Wachstum von E. faecalis und machte in der Studienanordnung alle Wurzelkanéale
keimfrei (ELDENIZ et al. 2007).

In der letzten Zeit sind auch Dioden-Laser, die mit deutlich niedrigeren Leistungen
arbeiten, von zunehmenden Interesse. Die Eindringtiefe in das Gewebe ist geringer
als bei den Nd:YAG-Lasern, wohingegen aber der negative Effekt der starken
Warmebildung entféllt. Nachteilig ist, dass sie bei tiefer infizierten Dentinschichten

auch weniger wirksam sind (MoRriTz et al. 1997, MoRiTz et al. 2006).

1997 untersuchten MoRriTz et al. den Effekt der Dioden-Laser in einem In-vitro-
Versuch an Wurzelkanalen. Sie fanden eine sehr hohe Keimzahlreduktion und den
Verschluss von Dentinkanéalchen (MoriTz et al. 1997). In einem In-vivo-Versuch

konnte die Keimzahlreduktion klinisch bestétigt werden (MoRiTz et al. 1997).

Eine weitere Anwendungsmaglichkeit von Diodenlasern liegt laut MoRiTz et al.
(2006) im Bereich der antimikrobiellen Photodynamischen Therapie (aPDT, auch
als Photoaktivierte Chemotherapie oder Photoaktivierte Desinfektion bezeichnet),

auf die im Folgenden genau eingegangen werden soll.

Photodynamische Therapie

Das Grundprinzip der Photoaktivierten Chemotherapie oder antimikrobiellen
Photodynamischen Therapie (PACT®, aPDT) liegt im Anfarben von malignen Zellen
oder Mikroben mit einem Photosensibilisator und der anschlieBenden Elimination
derselben durch Aktivierung des Farbstoffes mittels einer Lichtquelle. Dieses
Prinzip wird in diversen Fachbereichen der Medizin wie der Gynakologie, der
Augenheilkunde oder auch der Onkologie bereits seit Jahren erfolgreich
angewendet (MoRITz et al. 2006). Beispielsweise spricht das Carcinoma in situ circa
in 90% der Falle auf diese Behandlungsmethode an (FAN et al. 1997). Als
Lichtquelle kommen neben Lasern mittlerweile auch LED-Systeme zum Einsatz
(RAJESH et al. 2011).
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Grundsatzlich werden drei Bestandteile fir die antimikrobielle Photodynamische
Therapie bendétigt - der Farbstoff (Photosensitizer), Sauerstoff und Licht (RAJESH et
al. 2011). Bei Laser-Bestrahlung mit einer speziell fir das Absorptionsmaximum des
benutzen Farbstoffs gewahlten Wellenlange wird das Photosensibilisatormolekdl
durch die Photonen in einen héheren Energiezustand, den sogenannten ,Singulett-

Zustand®, versetzt.

Molekularer Sauerstoff ist ein relativ reaktionstrdges Gas. Nach der Hundschen
Regel ist hier das hdochste Molekulorbital mit zwei einzelnen Elektronen gleichen
Spins besetzt, das heil3t, dass Sauerstoff im Grundzustand ein Biradikal darstellt
und auch als Triplett-Sauerstoff bezeichnet wird. Singulett-Sauerstoff ist der
angeregte Zustand, der durch einen Wechsel in der 2p-Schale stattfindet, wodurch
zwei Sauerstoff-Radikale entstehen. Im vorliegenden Fall geschieht der Wechsel in
den hochreaktiven Zustand mit Hilfe des Photosensitizers durch die Aufnahme von
Photonen, wobei der Photosensitizer als Transfermolekil wirkt (ELSTNER 1990,

RADSCHUWEIT 2002).

Prinzipiell gibt es zwei Reaktionswege, wie der Photosensitizer weiter reagieren

kann, die als Typ | oder Typ Il beschreiben werden (s. auch Abbildung 1).

Im ersten Fall (Typ 1) Ubertragt der Photosensitizer Elektronen auf organische
Substrate von Zellen, wobei freie Radikale entstehen, welche extrem reaktiv sind
und mit endogen vorhandenem Sauerstoff zu hochreaktiven Sauerstoffspezies
reagieren. Dabei entstehen Superoxide, Hydroxylradikale und Wasserstoffradikale,
die Biomolekile oxidieren und Proteine, Lipide, Nukleinsauren sowie
Zellmembranen angreifen und irreparabel schadigen (CALzAVARA-PINTON et al.
2007, KoNoPKA und GosLINSKI 2007, RAJESH et al. 2011).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der aPDT-Wirkungsprinzipen

Bei der Typ ll-Reaktion wird die Energie des Photosensitizers auf den in der
Umgebung vorhandenen Sauerstoff Ubertragen, der dadurch zu hochreaktivem
Singulett-Sauerstoff (102) wird. Diese Sauerstoffradikale haben in biologischen
Systemen eine Lebensdauer von weniger als 0,004 Millisekunden und einen
Aktivitatsradius von weniger als 0,02 um (DOUGHERTY et al. 1998). Die Radikale
schadigen die Bakterienmembran, Zellorganellen sowie die DNS von Bakterien,
was zur Elimination fihrt. Ebenso werden Pilze und Viren bekampft (WAINWRIGHT
1998). Die zytotoxische Wirkung halt so lange an, wie Licht zugefthrt wird und wirkt
unspezifisch sowohl auf grampositive als auch auf gramnegative Bakterien. Eine
Resistenzbildung gegen Singulett-Sauerstoff und damit gegen die aPDT ist nicht
maoglich, womit die antimikrobielle Photodynamische Therapie eine Alternative zur
Antibiotikatherapie darstellt (MoRITz et al. 2006, RAJESH et al. 2011).

Es ist mdglich, die Membranen aller Bakterien, egal ob gramnegativ oder
grampositiv, anzufarben. Durch ihre chemischen Bindungseigenschaften kénnen
verschiedene Farbstoffe unterschiedlich mit den einzelnen Bakterienarten
interagieren. So kann ein Farbstoff beispielsweise mit der Mureinhdille der einen Art
eine Bindung eingehen, bei einem anderen Bakterium bindet er aber sowohl an der
Zellwand als auch an Zellorganellen (MoriTz et al. 2005). Dies geschieht Uber
lonenbindung, Antikérperbindung oder andere membranaktive Substanzen
(KoNoPKA und GosLINSKI 2007). BHATTI et al. (2000) zeigten, dass der
Photosensibilisator zum Abtoten der Bakterien nicht in die Zelle eindringen muss,

sondern schon bei Bindung an die Bakterienwand bakterizid wirken kann.
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Vornehmlich binden Photosensitizer aufgrund ihres lipophilen Charakters an der
Phospholipiddoppelschicht in den Membranen (WAINWRIGHT 1998).

Eine Studie von KOMERIK et al. (2000) hat gezeigt, dass die aPDT nicht nur auf die
Bakterien an sich wirkt, sondern auch auf die von Bakterien vermittelte Aktivitat von
Virulenzfaktoren wie Lipopolysacchariden und Proteasen wirkt. Diese wird
signifikant  reduziert.  Dadurch  werden durch  Makrophagen keine

proinflammatorischen Zytokine mehr ausgeschittet (KOMERIK et al. 2000).

Photosensitizer

Photosensitizer missen bestimmte photo-chemische, chemische und biologische
Eigenschaften aufweisen, die zu bertcksichtigen sind, um als Bakteriostatikum

eingesetzt werden zu kénnen (MoRITZ et al. 2006, RAJESH et al. 2011; Tabelle 4).

Zu berucksichtigende Faktoren des Photosensibilisators

— Zelltypen, mit denen der Photosensitizer bindet

— Wirksamste Konzentration

— Fur Aktivierung erforderliche Lichtstarke und Wellenlange

— Konzentration, in der er im aktivierten Zustand auf bestimmte Bakterien
toxisch wirkt und Art der toxischen Wirkung auf die Zellmembran

— Loslichkeit in Wasser und Lipidumgebung

— lonisierungsgrad

— Anregungseffizienz (bei Erreichen des Triplett-Zustandes)

— Dauer des Verbleibens im Triplett-Zustand

Tabelle 4: Zu bericksichtigende Faktoren des Photosensibilisators (nach MoORITZ et
al. 2006)

Drei  Strukturtypen werden bei medizinisch relevanten Photosensitizern

unterschieden (RAJESH et al. 2011):



2 Literaturiibersicht 28

1. Die Gruppe der trizyklischen Farbstoffe mit verschiedenen meso-Atomen, zu
denen beispielsweise Methylenblau, Riboflavin, Fluorescein oder Erythrosin

gehdoren.

2. Die Tetrapyrrol-Gruppe, zu denen Porphyrine und deren Derivate zahlen,

ebenso wie Chlorophyll, Phylloerythrin und Phthalocyanine.

3. Die Furocoumarin-Gruppe, zu denen Psoralen und seine methoxy-Derivate,

Xanthotoxin und Bergaptene gezahlt werden.

In der Onkologie wurden anfangs Photofrin® und Hamatopyrinderivate eingesetzt.
Mit der zweiten Photosensitizer-Generation kamen dann 5-Aminolavulinsaure
(ALA), Benzoporphyrinderivate, Texaphyrin und m-Tetrahydroxyphenylchlorin
(mTHPC) hinzu. ALA wird beispielsweise in der Behandlung von Prékanzerosen
eingesetzt (RAJESH et al. 2011). Gangige Kombinationen von Photosensibilisatoren

und Lasern sind in Tabelle 5 wiedergegeben (MoRiTz et al. 2006).

Kombinationen von Photosensibilisatoren und Lasern

Photosensibilisator Laser
Dioden-Laser bei A=635 nm

Helium-Neon-Laser bei A=632,5 nm

Toloniumchlorid

Methylenblau Dioden-Laser bei A=670 nm

Tabelle 5: Kombination von Photosensibilisatoren und Lasern (nach MoRiTz et al. 2006)

Zu den wichtigsten Eigenschaften eines als Photosensibilisator genutzten
Farbstoffs gehort, dass er rotes Laserlicht im sichtbaren und nahen Infrarotbereich
absorbieren kann. Rotes Laserlicht hat die grof3te Eindringtiefe in Gewebe und
durchdringt sogar Blut (MoriTz et al. 2005). Auch sollte der Farbstoff in
ausreichender Konzentration vorliegen, denn nur so werden gentigend Singulett-
Sauerstoff-Molekule fur eine erfolgreiche Desinfektion erzeugt. Gleichwohl darf der
Farbstoff aber auch nicht in zu hoher Konzentration vorliegen, da das Laserlicht
sonst nicht mehr zu den Bakterien vordringen kann (BHATTI et al. 1997).
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AulRer dem Farbstoff sind in Photosensibilisatoren je nach Hersteller auch noch
Stoffe wie Puffer, Konservierungsmittel, Antioxidantien sowie Detergenzien zur
Oberflachenbenetzung enthalten. Die genauen Inhaltsstoffe werden vom Hersteller
nicht veroéffentlicht. In Studien wurde gezeigt, dass der pH-Wert einen wichtigen
Einfluss auf das Bindungsverhalten des Farbstoffs an die Bakterien hat. Alkalische
Losungen fordern das Eindringen des Farbstoffs in Zellen und erhdhen die
Zytotoxizitdt der Singulett-Sauerstoffmolekile. Zudem verlangert sich auch der
Triplett-Zustand (MoRITz et al. 2005, KOMERIK et al. 2002).

Am besten haben sich zum Anfarben Toluidinblau, Methylenblau und Azur-B-
Chlorid bei grampositiven und gramnegativen Keime bewahrt (WiLSON et al. 1997).
Lediglich Methylenblau ist in der Lage, auch ohne Lichtzufuhr toxisch auf Candida
albicans und wenige Streptokokkenarten zu wirken. Toluidinblau hat ohne
Lichtzufuhr praktisch keinen toxischen Effekt auf Bakterien (O'NEILL et al. 2002,
O'NEILL et al. 2003).

Photodynamische Therapie in der Zahnheilkunde

Die Abt6tung von Bakterien durch den Einsatz eines Farbstoffes in Kombination mit
einer Lichtquelle versucht man sich seit Ende der 1990er Jahre in der
Zahnheilkunde zunutze zu machen (BHATTI et al. 1997, BHATTI et al. 1998, WILSON
et al. 1997). Als Einsatzgebiete der aPDT in der Zahnheilkunde sind neben der
Endodontie die Parodontologie, die Implantologie, in der Zahnerhaltung die
Entfernung karibser Areale sowie auch die Therapie von oralen
Weichgewebsinfektionen vorgeschlagen worden (SHiBLI et al. 2003, WILSON 2004,

DE OLIVEIRA et al. 2007).

Nur sehr wenige Bakterienarten, wie beispielsweise Porphyromonas spp. und
Prevotella spp. stellen endogen photosensible Farbstoffe (Protohdmin bzw.
Protoporphyrin) her. Daher ist es bei diesen Spezies moglich, sie mit einer dem
Absorptionsmaximum des eigenen Farbstoffs entsprechenden Wellenlange
abzutoten. Bei diesen Spezies ist eine Abnahme der Lebensfahigkeit von 50% bei
rotem Laserlicht (7,3 mW, A=632,8 nm) ohne von auf3en zusatzlich hinzugefligtem

Photosensibilisator nachgewiesen worden (KONIG et al. 2000). Bakterien wie
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beispielsweise Enterococcus faecalis oder Streptococcus mutans stellen selbst
keine Farbstoffe her und sind somit gegen die Abt6tung mit rotem Laserlicht
Jresistent“. Uber die Anbindung eines Photosensitizers an die Bakterienmembran

kdnnen aber auch diese Arten durch die aPDT erfasst werden.

In der Zahnheilkunde werden die Farbstoffe Toluidinblau (Toloniumchlorid),
Phenothiazinchlorid und Methylenblau in der aPDT  eingesetzt.
Photosensibilisatoren, die gegen Tumore eingesetzt werden kdnnen, sind fir den
Einsatz mit Rotlicht-Lasern bei Bakterien nur unzureichend wirksam. Das
Besondere an dem eingesetzten Farbstoff Toluidinblau ist, dass er nur schlecht an
menschliche Zellen binden kann (MoRiTz et al. 2006). Toluidinblau hat weiterhin den
Vorteil, dass er, im Gegensatz zu Natriumhypochlorit, in die Dentinkanalchen
diffundieren kann (WiLsON 2004).

In einer In-vitro-Studie von Soukos et al. wurde 2003 gezeigt, dass auch Bakterien
in Biofilmen abgetdtet werden kdnnen. In einer klinischen Vergleichsstudie bei
aggressiven Parodontitiden konnte eine alleinige aPDT eine der subgingivalen
Therapie mittels Scaling vergleichbare Wirkung erzielen (De OLIVEIRA et al. 2007).
YILMAZ et al. (2002) zeigten, dass eine Kombination aus der klassischen ,Kurettage®
und der Photodynamischen Therapie im Bereich der Parodontologie zu signifikant
besseren klinischen und mikrobiologischen Werten fihrt als Scaling und Root

Planing allein.

HASs et al. zeigten bereits 1997, dass Bakterien auf Implanatoberflachen mittels
aPDT abgetotet werden kdnnen, ohne dass die Implantatoberflache beschéadigt
wird. SHIBLI et al. (2003) bestatigten die bakterienreduzierende Wirkung bei Ligatur-

induzierter Periimplantitis bei Hunden.

Soukos et al. untersuchten 2006 die Wirkung der aPDT an extrahierten Zahnen,
wobei Methylenblau als Photosensitizer in Kombination mit rotem Licht
unterschiedlicher Energie genutzt wurde. Es zeigte sich, dass die Wirkung der aPDT
nicht nur von der genutzten Wellenldnge, sondern auch von der Energie der
Lichtquelle abhangt, So wurden bei 30 J/cm? nur 53% E. faecalis abgetotet, bei 222
J/icm? hingegen 97%.
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In humanen Wurzelkanalen ist auch humanes Serum enthalten, das in seiner
Zusammensetzung dem Serum in anderen Koérperbereichen entspricht (FOUAD
2009). Serum ist der nach dem Entfernen der zellularen Bestandteile wie
Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten und auch der Gerinnungsfaktoren
verbleibende flissige Anteil des Blutes. Blutserum enthalt zu 91% Wasser und zu
7% Proteine, welche wiederum zu 62% aus Albumin und Globulinen bestehen. 2%
des Serums sind Elektrolyte, Nahr- und Abfallstoffe sowie Hormone (BEHRENDS et
al. 2012). PATTISON et al. verdffentlichten 2012, dass hochreaktiver Singulett-
Sauerstoff in der Lage ist, Proteine zu oxidieren und in ihrer Struktur zu verandern,
wobei auch reaktive Zwischenprodukte der Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und
Histidin entstehen. Dies kann zu einer Proteinfragmentierung oder
Proteinaggregation fuhren, die zu veranderten chemischen und physikalischen
Eigenschaften des Proteins fuhren (PATTISON et al. 2012). Ob es zu einer
Verstarkung oder  Schwéchung des  Effektes der  antimikrobiellen

Photodynamischen Therapie kommt, wurde bislang nicht publiziert.

Gegenstand der vorliegenden Untersuchung ist es, unter moéglichst realitatsnahen
Bedingungen zu ermitteln, ob mit Hilfe der antimikrobiellen Photodynamischen
Therapie in vitro eine Uberlegene Keimreduktion zu erzielen ist, aus der eine
Optimierung der Wurzelkanalbehandlung abzuleiten ware. Zudem soll Uberpruft
werden, inwiefern oxidierte Serumproteine die antimikrobielle Photodynamische

Therapie modifizieren.
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3 Material und Methode

3.1 Verwendete Gerate und Materialien
Cumdente PACT® 200-System

Das PACT® 200-System (Cumdente GmbH, Tubingen) ist ein System zum
Durchfihren der Photodynamischen Therapie in der Zahnheilkunde und besteht
aus der PACT® 200-L6sung bzw. dem PACT® 200-Gel und dem PACT® 200-Laser.
Es kann bei folgenden Indikationen eingesetzt werden (DORTBUDAK et al. 2001,
WILSON 2004):

« Parodontitis marginalis

o Periimplantitis

« Infektionen im Endodont

« anderen mikrobiellen Infektionen der Mundhdhle

o Karies-/Kavitaten-/Stumpf-»Sterilisation«, Caries-profunda-Therapie

« Weichgewebsinfektionen

Bei dem PACT® 200-Laser (Abbildung 2) handelt es sich um einen Diodenlaser der
Klasse 2M mit einer Emission im Wellenlangenbereich von 632 - 644 nm, also im
sichtbaren roten Bereich. Die Leistung der Diode betragt 250 mW, wobei die
Leistung durch den eingesetzten Lichtleiter auf ca. 200 mW reduziert wird. Der
Laser wird durch einen Akku Li 3,7 V / 900 mAh mit Strom versorgt, womit ca. 100
Anwendungen durchgefuhrt werden kdnnen. Die Betriebstemperatur liegt bei 10 -
45° Celsius. Aus Sicherheitsgriinden kann der Laser nur mit Lichtleiter und
eingestecktem Schlusselschalter verwendet werden. Er kann dann Uber eine
Drucktaste aktiviert werden, wobei sich der Laser nach 30 Sekunden selbststandig

ausschaltet.
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Abbildung 2: PACT-Laser® mit Ladestation (Cumdente 2011)

Das PACT 200®-System kann mit drei je nach Anwendungsbereich verschiedenen
Lichtleitern (Light Guides) betrieben werden. Hierzu gehéren die Light Guides
Universal, Endo und XL, die sich in den vorderen Bereich des Laserhandstiickes
einschieben lassen (siehe Tabelle 6). Die Lichtleiter sind laut Hersteller einmalig bei
134°C  autoklavierbar. Die PACT®LOsung besteht aus Toluidinblau
(Toloniumchlorid) und ist in ihrer Zusammensetzung genau auf die Wellenlange des
Lasers abgestimmt. Die Konzentration des Photosensitizers ist in den
Produktbeschreibungen nicht angegeben und konnte auch auf direkte Anfrage bei

dem Hersteller nicht festgestellt werden.
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PACT® Light Guide

Universal

PACT® Light Guide
Endo

PACT® Light Guide
XL

Universal-Einmal-Lichtleiter
mit kugelférmiger
Lichtabstrahlung zum
Einsatz bei:

e Parodontitis

Endo-Einmal-Lichtleiter
mit stabférmiger
Lichtabstrahlung fur die

Wurzelkanalbehandlung

Einmal-Lichtleiter mit
flachiger
Lichtabstrahlung far
Weichgewebs-

infektionen

e Periimplantitis
e Karies
e Weichgewebs-

infektionen

Tabelle 6: PACT® - Light Guides

Bakterienkulturen

Zur Untersuchung der Effektivitat der Photodynamischen Therapie wurden in den
Versuchen verschiedene Bakterienkulturen verwendet. Es handelte sich um eine E.

faecalis-Reinkultur sowie um aerobe und anaerobe Mischkulturen (Tabelle 7).

Reinkultur Aerobe Mischkultur Anaerobe Mischkultur
— Actinomyces naeslundii
£ WK 3-1
Enterococcus B fargsgl)i(s:?/(\:/%i&l Bifidobacterium
faecalis ATCC adolescentis WK 3-2
29212 — Shewanella — Peptostreptococcus
putrefaciens WK 16-2 prevotii WK 3-3
— Eggerthella lenta WK 3-4

Tabelle 7: Verwendete Bakterienkulturen

Die Bakterien wurden vom Labor fur Orale Mikrobiologie der Universitat Bern,
Schweiz, zur Verfigung gestellt. Es handelt sich um bakterielles Probenmaterial
bei

Aufbereitungstechniken und Spulmethoden keine Keimfreiheit erreicht werden

aus endodontisch behandelten Zahnen, denen zuvor mit Ublichen

konnte und die somit einen endodontischen Misserfolg darstellten.
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Zur Probengewinnung waren sterile Papierspitzen (1ISO-Grél3e 40) fur 10 s in die
Wurzelkanale eingebracht worden und anschlieBend in ein Transportmedium
VMGA 11l (DAHLEN et al. 1993) tberfihrt. Nach Inkubation und Bebriiten auf aeroben
bzw. anaeroben Nahrmedien waren die Mikroorganismen identifiziert worden. In der
aeroben Mischkultur waren dies die Bakterien E. faecalis und Shewanella
putrefaciens. Shewanella putrefaciens ist ein gram-negatives, aerobes, im Wasser
vorkommendes Bakterium (HOF und DORRIES 2002), das beim Menschen bei
Infektionen wie Abszessen, Augeninfektionen, Zellgewebsentziindung, Otitis
media, Osteomyelitis, Peritonitis und Sepsis vorkommt (MURRAY et al. 2003). Bei
den Bakterien der anaeroben Mischkultur, Actionomyces naeslundii,
Bifidobacterium adolescentis, Peptostreptococcus prevotii und Eggerthella lenta
(vormals Eubacterium lentum) handelt es sich um gram-positive Spezies, die haufig
in der oralen Flora nachgewiesen werden kénnen (JOUSIMIES-SOMER et al. 2002).
Bifidobacterium adolescentis, Eggerthella lenta und Actinomyces naeslundii

gehdren zu den anaeroben nicht-sporenbildenden Bazillen.

Auswahl und Vorbereitung der extrahierten Zahne

Es wurden ausschlieBlich extrahierte einwurzelige Frontzahne mit einem
Wurzelkanal verwendet. Pramolaren konnten aufgrund des haufigen Vorkommens
von mehreren Wurzelkanalen und grofRer Wurzelkanalvariabilitat nicht fur die Studie
genutzt werden. Die Extraktionen erfolgten aus verschiedenen Indikationen durch
unterschiedliche, an der Studie nicht beteiligte Behandler. Das extrahierte
Zahnmaterial wurde in 0,1%iger Thymol-Losung in verschlieBbaren Behéltnissen

aus Braunglas gesammelt.
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Folgende Ausschlusskriterien wurden bei der Zahnauswahl beachtet (HAUSER
2006):

Ausschlusskriterien

Wurzeln mit weit offenen apikalen Foramina

Wurzeln mit starker apikaler Krimmung

Wurzeln mit sehr gro3em Kanallumen

Zahne mit mehr als einem
Wurzelkanal

Bereits wurzelkanalgefillte Z&hne

Tabelle 8: Ausschlusskriterien beim Zahnmaterial

3.2 Methodik
Vorbereitung der Zahne

Nach Verwerfen der gemald oberen Kriterien ungeeigneten Zéahne wurden 55
Testzahne mit einem Ultraschallgerat (Siemens M1) und Handinstrumenten
manuell von Konkrementen und Geweberesten gereinigt. Daraufhin wurden die
Wurzeln mit einer definierten Lange von 15 mm vom Apex aus gemessen etwa in
Hohe der Schmelz-Zement-Grenze mit einem diamantierten Prazisionssageblatt mit
Wasserkiihlung (Exact®, Remscheid) von der klinischen Krone abgetrennt. Mit K-
Feilen der ISO-Gro63e 10 erfolgte die Bestimmung der Arbeitslange mittels optischer
Kontrolle der Feilenlange bis zum sichtbaren physiologischen Foramen. Die Zéhne
wurden daraufhin konventionell mit Hedstroem-Feilen (VDW GmbH, Minchen) der
ISO-GroRRen 15, 20, 25, 30, 35 und 40 auf die Arbeitslange aufbereitet. Nach jeder
InstrumentengréfRe wurden die Wurzelkanale mit 1 ml 1,5%iger NaOCI-Losung

gespuilt.

Nach Aufbereitung der Wurzelkanale wurden die Zahnwurzeln mit einer Schicht
Kaltpolymerisat (Paladur®, Fa. Kulzer, Bad Homburg) uberzogen, um die

Penetration von Bakterien und die Diffusion von Substrat von der Wurzeloberflache
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in Richtung Wurzelkanal zu verhindern. AnschlieRend wurden die Zahnwurzeln
randomisiert zu je elf Stick in einem Silikonblock (Henry Schein) fixiert und in ein
autoklavierbares Glasgefal3 verbracht (Abbildung 3), wobei nur je zehn Zahne
(n=10) fur die Versuche genutzt werden sollten. Die Ubrigen 5 Zdhne waren als

Ersatz geplant, falls Bakterien in einem Zahn nicht anwachsen sollten.

Abbildung 3: Zahnwurzeln in Silikon

Desinfektion

Die vorbereiteten Zahne wurden bei Wasserdampfatmosphare im Autoklaven fiir 5
Minuten auf 121°C erhitzt. Nachdem das Versuchsmaterial abgekuhlt war, wurde
neben den Silikonblock in einer sterilen Werkbank (Vitatek Scanlaf Safe 1200,
LaboGene ApS, Lynge, Ddnemark) eine mit destilliertem Wasser befeuchtete sterile
Kompresse eingelegt, um eine Austrocknung des Zahnmaterials im Brutschrank zu
verhindern. Die Glasgefal3e wurden mittels Klarsichtfolie verschlossen, um die

Sterilitdt zu gewahrleisten.
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3.3 Versuch 1: In-vitro Uberprufung der PACT®-200
Wirkung in einer E. faecalis-Suspension

Ziel des Versuches war es, die Wirkung des PACT®-200 Systems auf den Keim E.

faecalis zu testen.

Eine E. faecalis-Probe (ATCC 29212) wurde in steriler 0,9%iger NaCl-Losung gelost
und die Bakteriensuspension mit einem Spektrometer (Bio-Rad SmartSpec 3000™,
Bio-Rad Laboratories, Philadelphia, USA) bei einer Wellenlange von 640 nm auf
eine optische Dichte von 0,1 eingestellt. Dies entspricht anhand einer Eichkurve
etwa 108 Bakterien/ml (HIRSCH-KAUFFMANN et al. 2009). Die E. faecalis-Lésung
wurde auf 10° Bakterien/ml (1:10) und 103 Bakterien/ml (1:1000) verdunnt. Aus
diesen beiden Losungen wurden jeweils 10 pl auf je 16 Eppendorf-Gefalie
(Eppendorf AG, Hamburg) verteilt.

In jedes GefaR, mit Ausnahme der Kontrollen, wurden dann 10ul PACT®-200 Fluid
(Photosensitizer) gegeben. Die Lagerung des Farbstoffes erfolgte zuvor kunhl,
trocken und lichtgeschitzt in 0,6 ml Dosierspritzen. Nach jedem Versuchsabschnitt
wurden die Spritzen sowie die Lichtleiter verworfen, um eine bakterielle

Kontamination zu vermeiden.

In den Kontrollgruppen wurde anstelle des Photosensitizers sterile 0,9%ige NaCl-
Losung zugegeben. Die Eppendorf-Gefalie wurden daraufhin kurz anzentrifugiert.
Je Gruppe und Bakterienansatz wurde eine Doppelbestimmung der verdiinnten
Losungen durchgefihrt. Jeweils 2 GefaRe wurden wie folgt beschickt und
behandelt:

Keimsuspension 102 Keime/ml

e 10 pl sterile 0,9 %ige NaCl-Lésung (Kontrolle)

e 10 pl PACT®-200 Fluid

e 10 pl sterile 0,9 %ige NaCl-Lésung + Laserbelichtung 30 s (Kontrolle)
e 10 pl sterile 0,9 %ige NaCl-Lésung + Laserbelichtung 60 s (Kontrolle)
e 10 pl sterile 0,9 %ige NaCl-Lésung + Laserbelichtung 90 s (Kontrolle)
e 10 pl PACT®-200 Fluid + Laserbelichtung 30 s

e 10 pl PACT®-200 Fluid + Laserbelichtung 60 s

e 10 pl PACT®-200 Fluid + Laserbelichtung 90 s
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Keimsuspension 10° Keime/ml

e 10 pl sterile 0,9 %ige NaCl-Lésung (Kontrolle)

e 10 pl PACT®-200 Fluid

e 10 pl sterile 0,9 %ige NaCl-Lésung + Laserbelichtung 30 s (Kontrolle)
e 10 pl sterile 0,9 %ige NaCl-Lésung + Laserbelichtung 60 s (Kontrolle)
e 10 pl sterile 0,9 %ige NaCl-Lésung + Laserbelichtung 90 s (Kontrolle)
e 10 pl PACT®-200 Fluid + Laserbelichtung 30 s

e 10 pl PACT®-200 Fluid + Laserbelichtung 60 s

e 10 pl PACT®-200 Fluid + Laserbelichtung 90 s

Nach der Behandlung wurden zu jedem Eppendorf-Gefal3 80 pl sterile 0,9%ige
NaCl-Lésung zugegeben. In der 10° Bakterien/ml-Gruppe wurden daraus 25 pl auf
eine Agarplatte Uibertragen und ausgestrichen, in der 10°-Bakterien-Gruppe waren
es 10 pl. Nach 24 Stunden Inkubationszeit in einem Brutschrank bei 37°C, CO2-
Atmosphare und Wasserdampf wurden die Kolonien mittels manuellem
Koloniezéhler ausgezéahlt und die Anzahl koloniebildender Einheiten (KBE/ml)

berechnet.

3.4 Versuch 2: In-vitro Uberprufung der PACT®-200
Wirkung auf E. faecalis in Anwesenheit von
inaktivem Serum und physiologischer
Kochsalzlésung

Da im Wurzelkanal humanes Serum vorhanden ist, wurde in diesem Versuch die
Wirkung des PACT®-Systems auf den Erreger E. faecalis in Gegenwart von
humanem Serum getestet, um herauszufinden, ob Serum einen modulierenden
Einfluss haben kdnnte.

E. faecalis (ATCC 29212) wurde in sterilem 0,9%igem NaCl gelost und bei einer
Wellenlange von 640 nm auf eine optische Dichte von 0,2 (entsprechend 2x1082

Bakterien/ml) eingestellt.
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Aus dieser Bakteriensuspension wurden je 25 ul auf 16 Eppendorf-Gefalie verteilt.
Zu acht Gefallen wurden jeweils 25 pl inaktives humanes Serum (Sigma-Aldrich
Corp., St. Louis, MO, USA) pipettiert. Zu den verbleibenden acht Eppendorf-
Gefallen wurden je 25 pl sterile 0,9%ige NaCl-Losung gegeben.

Eine weitere Differenzierung erfolgte beziglich des Zufligens von PACT®-200 Fluid.
In insgesamt 12 der Gefale (Versuchsreihen B bis D) wurden jeweils 50 pl PACT®-
200 Fluid zugegeben. In der Gruppe A (Kontrollgruppe mit und ohne Serum) wurde
anstelle des Photosensitizers sterile 0,9%ige NaCl-Losung verwendet. Die Serum-
Gruppen enthielten somit Bakterienldsung, Photosensitizer und humanes Serum
und wurden mit dem PACT®-200 Laser fiir 30 s, 60 s und 90 s bestrahlt (siehe
Tabelle 9).

Bakterienansatz : Photosensitizer
Nr. (je 50 pl) NaCl e 50 1) (je 50 pl)

1 Kontrolle 1 1 X

2 Kontrolle 2 2 X

3 Kontrolle 3 3 X

4 Laser 30 s 1 X
5 Laser 30 s 2 X
6 Laser 30 s 3 X
7 Laser 60s 1 X
8 Laser 60 s 2 X
9 Laser 60 s 3 X
10 | Laser 90s 1 X
11 | Laser 90 s 2 X
12 | Laser90s 3 X

Tabelle 9: Ubersicht Eppendorf-Réhrchen
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Nach der Bestrahlung wurden die Kontrollen (mit und ohne Serum) mit steriler
0,9%iger NaCl-L6sung auf eine Konzentration von 1:100 (10 pl Suspension auf 990
ul NaCl), die Serum- und die NaCl-Gruppe auf eine Konzentration von 1:20 (50 ul
Suspension auf 950 pl NaCl) verdinnt. AnschlieBend wurden je 25 pl der
verdunnten Lésung auf Agarplatten pipettiert und ausgespatelt. Nach 24-stiindiger
Inkubation im Brutschrank wurden die Kolonien mittels manuellem Koloniez&hler

gezahlt und die Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE/ml) berechnet.

3.5 Versuch 3: In-vitro Uberprufung der PACT®-200
Wirkung auf E. faecalis in Anwesenheit von
inaktiviertem humanem Serumalbumin

Als Fraktion des humanen Serums wurde hier inaktiviertes humanes Serumalbumin
verwendet, um den Einfluss des Serumalbumins an der Gesamtwirkung des
PACT®-Systems zu ermitteln. Dabei wurden zwei unterschiedliche Konzentrationen
(25 mg/ml und 50 mg/ml) verwendet. Pharmazeutisch wird das humane
Serumalbumin auf Temperaturen von 50 bis 70°C erwarmt, um Verunreinigungen

durch Mikroorganismen zu inaktivieren (NoucHI et al. 2007).

Fur diesen Versuch wurde erneut eine E. faecalis-Kultur (ATCC 29212) verwendet
und in steriler 0,9%iger NaCl-Lésung auf eine optische Dichte von 0,2 bei einer
Wellenlange von 640 nm eingestellt, entsprechend 2x10% Bakterien/ml. Die
inaktivierte humane Serumalbumin-Lésung (HSA) (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,
MO, USA) wurde gemalR Herstellerangaben hergestellt (75 mg Pulver, 150 ul NaCl)

und bei 37°C warmgestellt. Drei Ansatze wurden verwendet:

e Ansatz 1: 400 pl Bakteriensuspension + 100 pl steriler 0,9%iger NaCl-Losung

e Ansatz 2: 600 pl Bakteriensuspension + 150 ul HSA-L6sung

e Ansatz 3: 200 pl Ansatz 2 + 160 ul Bakteriensuspension + 40 ul steriler
0,9%iger NaCl-L6sung

GemaR unten stehender Tabelle 10 wurden die Ansatze 1 bis 3, das PACT®-200
Fluid und sterile 0,9%ige NaCl-L6sung auf Eppendorf-Rohrchen verteilt. Es erfolgte

eine Doppelbestimmung.
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Gruppen Eppendorf-Réhrchen Nr.
ohne HSA Kontrolle 1
Photo + Laser 30 s 4
Photo + Laser 60 s 7
Photo + Laser 90 s 10
mit 25 mg/ml HSA |Kontrolle 3
Photo + Laser 30 s 6
Photo + Laser 60 s 9
Photo + Laser 90 s 12
mit 50 mg/ml HSA [Kontrolle 2
Photo + Laser 30 s 5
Photo + Laser 60 s 8
Photo + Laser 90 s 11

Tabelle 10: Verteilung der Ansétze

Nach Herstellung der Kontroll-, der 25 mg/ml HSA-Gruppe (Ansatz 3) und der 50
mg/ml HSA-Gruppe (Ansatz 2) wurden diese je 30 s, 60 s oder 90 s mit dem PACT®-

200 Laser bestrahlt. Nach der Belichtung wurden die Kontrollgruppe mit steriler

0,9%iger NaCl-Lésung auf eine Konzentration von 1:100 (10 pl Suspension auf 990

pl NaCl) und die Testgruppen auf eine Konzentration von 1:20 (50 pl Suspension

auf 950 pl NaCl) verdunnt. 25 pl der verdinnten Losungen wurden auf Agarplatten

gegeben und ausgespatelt. Es erfolgte eine 24-stiindige Inkubation im Brutschrank.

Die Kolonien wurden gezahlt und die Anzahl der koloniebildenden Einheiten
(KBE/ml) wurde berechnet.
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3.6 Versuch 4: Kontamination der Zdhne mit E. faecalis /
Beurteilung von PACT®-Komponenten im Vergleich
zur Spulung mit NaCl (0,9%)

Das Ziel dieses Versuches war die Wirksamkeit des PACT®-Systems an sich und
die seiner einzelnen Komponenten, dem Laser und dem Photosensitizer, im

Wurzelkanal zu untersuchen.

Fur diesen Versuch wurde eine E. faecalis Bakterienkultur (ATCC 29212) in Brain
Heart Infusion Broth (BD Bacto™ Brain Heart Infusion, Becton, Dickinson and
Company, Sparks, USA) auf einen Standard 2 der McFarland-Tribungsreihe
gebracht, was etwa 600 Mio. Keimen/ml entspricht, und anschlieend 1:10
verdinnt. In jeden Wurzelkanal wurden 10 pl Keimsuspension pipettiert.
Wurzelkanale, die nicht bis zum Rand geflllt werden konnten, wurden mit BHI
aufgefullt. Die funf GlasgefalRe wurden mit Klarsichtfolie verschlossen und in einem
Brutschrank (Forma Scientific ®, San Bruno, USA) bei 37 °C, CO2-Atmosphére und
Wasserdampf flur 72 Stunden inkubiert. Nach 24 und nach 48 Stunden wurden je

10 pl frische BHI hinzu gegeben.

Zur Wahrung der Sterilitat erfolgten alle Arbeiten unter einer sterilen Werkbank
(Vitatek Scanlaf Safe 1200, LaboGene ApS, Lynge, Danemark). Vor und nach jeder
Gruppe erfolgten DesinfektionsmalBhahmen, um eine Kontamination mit fremden
Keimen zu verhindern. Die Z&hne wurden in 5 Gruppen unterteilt und mit

unterschiedlichen SpulmalRnahmen im Wurzelkanal behandelt (siehe Tabelle 11).

Spulprotokoll N
Gruppe A | Kontrollgruppe, keine Spiilung 10
Gruppe B | spiilung mit 5 ml 0,9%iger NaCl-Lésung 10

Gruppe C | Spilung mit 5 ml 0,9%iger NaCl-Losung, Bestrahlung mit 10
PACT®-200 Laser

Spulung mit 5 ml 0,9%iger NaCl-Lésung, Zugabe von

PACT®-200 Photosensitizer 10

Gruppe D

Spulung mit 5 ml 0,9%iger NaCl-Lésung, Zugabe von
Gruppe E PACT®-200 Photosensitizer, Bestrahlung mit PACT®-200 10
Laser

Tabelle 11: Spulprotokoll Versuch 4
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Gruppe A, Kontrollgruppe

Nach der Inkubationszeit wurde in die Wurzelkanéle der Kontrollgruppe je eine
sterile Papierspitze der ISO-Grof3e 40 bis zur Arbeitslange eingebracht. Nach 30 s
wurde die Spitze entfernt, in ein mit 2 ml 0,9%iger steriler NaCl-Losung gefulltes
Reagenzglas Uberfiihrt und dort mit einem Ruttler (Vortex®, Scientific Industries,
Inc., Bohemia, New York, USA) fiir 30 s zur Uberfiihrung der Bakterien in die Losung
vibriert. Um eine Verdiinnung von 1:100 zu erreichen, was spéater die Zahlbarkeit
gewahrleisten sollte, wurden 10 pl der Gberfihrten Bakterienldsung in 990 ul sterile
NaCl-Losung gegeben. Anschlie3end wurde 100 pl der verdiinnten Losung auf eine
Agarplatte (Hersteller: Universitat Bern) pipettiert und ausgespatelt. Die Platten
wurden fir 24 Stunden in einem Brutschrank bei 37°C, CO2-Atmosphare und
Wasserdampf inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Kolonien mit Hilfe
eines mechanischen Zahlwerks ausgezahlt und die Anzahl koloniebildender
Einheiten (KBE/ml) wurde berechnet.

Gruppe B, manuelle Sptlung mit NaCl

Die Zahnwurzeln der weiteren Gruppen wurden mit einer Kochsalzlésung gespdlt.
Hierzu wurden sie nach der Inkubationszeit in eine sterile Werkbank gestellt, und
eine Einwegspritze (5ml) mit einer sterilen Kantle (0,4 x 12 mm) wurde bis etwa 1
mm vor der Arbeitslange ohne Verkeilen in den Wurzelkanal eingefuhrt. Eine Minute
wurde mit 5 ml steriler 0,9%iger NaCl-Losung gespilt. Durch minimale Bewegungen
konnte eine Klemmwirkung vermieden werden. Mit diesem Vorgehen waren die

keimreduzierenden Maflinahmen in Gruppe B abgeschlossen.

Nach der Spilung wurden sterile Papierspitzen der 1ISO-Grof3e 40 in die Kanéle
eingebracht und fir 30 s belassen. Wie bereits bei der Kontrollgruppe wurden die
Bakterien in 2 ml 0,9%ige sterile NaCl-Lésung Uberftuhrt. 100 ul der tberfihrten
Bakterienlosung wurden auf je eine Agarplatte pipettiert und ausgespatelt. Das
weitere Vorgehen entspricht der oben beschriebenen Methodik.
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Gruppe C, Spulung mit NaCl, Bestrahlung mit PACT®-200 Laser

Das Vorgehen entspricht dem der Sptlung mit 0,9%iger NaCl-Losung. Nach dem
Spulvorgang wurde die Spilflissigkeit in den Wurzelkanélen belassen, um einer
moglichen Warmeentwicklung des Lasers entgegen zu wirken. Der PACT®-Light
Guide Endo wurde vorsichtig in die Kanéle eingefuhrt und die Beleuchtung fir 60
sec. durchgefuhrt. Nach Abschluss der Behandlung wurden, wie beschrieben,
Papierspitzen eingebracht, in je 2 ml 0,9%ige sterile NaCl-Lésung gegeben und

jeweils 100 pl auf Agarplatten ausgespatelt und inkubiert.

Gruppe D, Spulung mit NaCl, Zugabe von PACT®-200 Photosensitizer

Die Methodik in dieser Gruppe war mit der in der oben genannten Spulgruppe C
nahezu identisch, jedoch wurde zusatzlich der Photosensitizer eingebracht. Da der
Photosensitizer der Firma Cumdente nicht steril verkauft wird und daher die
Moglichkeit der bakteriellen Kontamination bestehen kénnte, wurden zuvor 0,6 ml
Farbstoff zur Kontrolle auf eine Blutagarplatte gegeben und fur 24 h im Brutschrank
bei 37°C, CO2-Atmosphare und Wasserdampf inkubiert. Drei weitere Spritzen
PACT®-Photosensitizer wurden in Eppendorf-GefaRe (Eppendorf AG, Hamburg)
entleert, im Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg) 30 min bei 95°C
sicherheitshalber keimfrei gemacht und 1:1 mit steriler 0,9%iger NaCl-Ldsung, wie
mit dem Hersteller abgesprochen, gemischt. Durch die Mischung sollte Farbstoff
gespart werden. Nach der Inkubationszeit zeigte sich keine bakterielle Besiedelung

auf der mit dem unsterilen Farbstoff benetzten Blutagarplatte.
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Abbildung 4: Mit PACT®-200 Fluid benetzte Blutagarplatte nach Inkubation

Nach der Feststellung der Keimfreiheit des Photosensitizers konnte dieser in die
Wurzelkanale eingebracht werden. Nach der Spulung der Kanale mit 0,9%iger
NaCl-Lésung wurde diese vollstandig mit einer Einwegspritze (5ml) und Kandle (0,4
X 12 mm) abgesaugt. In die entleerten Wurzelkandle wurde bis zum
Wurzelkanalrand der verdiinnte Photosensitizer eingebracht. Nach einer Einwirkzeit
von zwei Minuten wurden wie oben beschrieben sterile Papierspitzen in die Kanéle
eingebracht, in je 2 ml 0,9%ige sterile NaCl-Losung gegeben und jeweils 100 ul auf

Agarplatten ausgespatelt.

Gruppe E, Spulung mit NaCl, Zugabe von PACT®-200 Photosensitizer,
Bestrahlung mit PACT®-200 Laser

Mit den 10 Wurzelkanal-Proben der verbleibenden Gruppe E wurde der Effekt der
beiden zusammengehdrigen Komponenten des PACT®-Systems Uberpriift. Nach
der oben beschriebenen Sptilung mit steriler 0,9%iger NaCl-Lésung und der Zugabe
des 1:1 verdiinnten PACT®-200 Farbstoffs wurde der Laser mit dem Ansatz PACT®-
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Light Guide Endo in die Wurzelkanale eingefuhrt und fur je 60 s aktiviert. Nach
Abschluss der Behandlung wurden wiederum sterile Papierspitzen der ISO-Grol3e
40 eingebracht, dann in je 2 ml 0,9%ige sterile NaCl-Losung gegeben und jeweils

100 pl der Lésung auf Agarplatten ausgespatelt und inkubiert.

In allen Gruppen erfolgte die Auszahlung der Kolonien nach 24 Stunden
Inkubationszeit.

3.7 Versuch 5: Kontamination mit E. faecalis /
Uberprifung der Wirkung von PACT®-200

Ziel dieses Versuches war die Untersuchung der Langzeitwirkung des PACT®-
Systems bei zusatzlicher Verwendung im Wurzelkanal im Vergleich zur alleinigen
Spulung mit NaCl und NaOCI. Das Keimwachstum wurde am Tag 0, also dem Tag
der Bestrahlung, am Tag 2 sowie am Tag 4 nach Bestrahlung tberprift und

semiquantitativ ausgewertet.

Die E. faecalis-Losung wurde auf eine optische Dichte von 0,2 bei 640 nm
eingestellt, dies entspricht 2x108 Bakterien/ml. Die entsprechend dem ersten
Versuch vorbereiteten Zdhne wurden mit 10 ul der Suspension beschickt, 5 Tage
lang inkubiert und auf drei Gruppen verteilt. AnschlielBend wurden die Kanéale mit

zwei unterschiedlichen Spulprotokollen behandelt (Tabelle 12).

Spulprotokoll

Gruppe 1 | Kontrollgruppe 5

Spulung mit 2,5 ml steriler 0,9%iger NaCl-L6sung und
1,5%iger NaOCI-Losung

Spulung mit 2,5 ml steriler 0,9%iger NaCl- Lésung und
1,5%iger NaOCI-Losung, Behandlung mit PACT®-System

Gruppe 2 10

Gruppe 3 10

Tabelle 12: Spulprotokoll Versuch 5
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Nach Spilung und Behandlung der Zahne mit dem PACT®-System, d. h. Fullung
der Testzahne bis zum Wurzelkanalrand mit PACT®-Fluid und Bestrahlung mit dem
PACT®-200 Laser fur 60 s, wurden je Zahn 10 pl Flissigkeit abgesaugt und auf ein
Feld einer Agarplatte gegeben. Auf jeder Agarplatte standen sechs Felder zur
Verfiigung. Anschlielend wurden die Platten bei 37°C, CO2-Atmosphéare und
Wasserdampf fiir 24 Stunden in einem Brutschrank (Forma Scientific®) inkubiert.
Die Platten wurden daraufhin auf Bakterienwachstum gepruft, wobei die Anzahl der

Kolonien semiquantitativ erfasst wurde (Tabelle 13).

Kolonienanzahl Code
0 Kolonien 0
1-10 Kolonien 1
11-50 Kolonien 2
51-100 Kolonien 3
101-500 Kolonien 4
> 500 Kolonien 5

Tabelle 13: Semiquantitative Auswertung des Bakterienwachstums

Nach der Probenentnahme (pro Zahn 10 pl Flissigkeit) wurden am Tag O mit einer
Pipette (Eppendorf AG, Hamburg) jeweils 10 pl BHI in die Wurzelkanéle
eingebracht, und die Zdhne wurden weitere zwei Tage wie bereits beschrieben

inkubiert.

Am zweiten Tag wurden erneut je 10 pl einer sterilen BHI in die Wurzelkanéle
pipettiert, durch zweimaliges Ansaugen und Abpipettieren durchmischt und wie
oben beschrieben auf eine Agarplatte aufgetragen, um ein mdgliches
Keimwachstum zu untersuchen. Nach 24 Stunden Inkubation im Brutschrank
wurden die Proben auf bakterielles Wachstum hin kontrolliert und wie oben

beschrieben semiquantitativ ausgewertet.

In die Wurzelkanale wurden ein weiteres Mal 10 pl sterile BHI gegeben und die

Zahne wurden flr zwei weitere Tage im Brutschrank inkubiert. Am vierten Tag des
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Versuchs wurden wie oben beschrieben Proben aus den Wurzelkanalen

entnommen, inkubiert und semiquantitativ ausgewertet.

3.8 Versuch 6: Konta__rnination mit aerober
Mischinfektion / Uberprifung der Wirkung von
PACT®-200

Mit den abschlieRenden Versuchen 6 und 7 wurde das Vorgehen von Versuch 5
wieder aufgenommen, es wurden dabei jedoch andere Keimfloren zur Infektion der
Wurzelkanale verwendet. In Versuch 6 erfolgte die Inkubation mit der aeroben
Mischflora. Die entsprechend dem ersten Versuch vorbereiteten Zahnwurzeln
wurden funf Tage lang mit der aeroben Mischkultur inkubiert und anschlieBend
gemal dem unten aufgefuhrten Spulprotokoll in der in Versuch 5 beschriebenen
Weise behandelt, wobei die Wurzelkanale jeweils mit 2,5 ml einer sterilen
Spullésung gespuilt wurden.

Spulprotokoll N
1. Gruppe Kontrollgruppe 5
2. Gruppe Spulung mit 2,5 ml steriler 0,9%iger NaCl- Losung und 10
1,5%iger NaOCI-Lésung
3. Gruppe Spulung mit 2,5 ml steriler 0,9%iger NaCl- Losung und 10

1,5%iger NaOCI-Losung, Behandlung mit PACT®-System

Tabelle 14: Spilprotokoll Versuch 6

Die Probenentnahme, das weitere Vorgehen mit weiterer Inkubation und Entnahme
von Proben nach 2 und 4 Tagen, die Aufbereitung und Auswertung der

genommenen Proben erfolgte ebenfalls entsprechend Versuch 5.
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3.9 Versuch 7: Kontamination mit anaerober
Mischinfektion / Uberprifung der Wirkung von
PACT®-200

Im Gegensatz zu Versuch 6, in dem mit einer aeroben Mischkultur gearbeitet wurde,
wurde hier eine anaerobe Mischflora verwendet. Die entsprechend dem ersten
Versuch vorbereiteten Zahnwurzeln wurden wie in den vorhergehenden Versuchen
in drei Gruppen eingeteilt und finf Tage lang mit einer anaeroben Mischkultur in
einer CO2-Kammer (COY Laboratory Products INC., Michigan, USA) inkubiert und
dann gemal dem bekannten Spulprotokoll nach Tabelle 14 behandelt.

Die Aufbereitung der Proben erfolgte entsprechend Versuch 5. Fir diesen Versuch
wurden Schaedler-Agarplatten zur Kultivierung der anaeroben Mischkultur
eingesetzt. Die Inkubation der Platten erfolgte ebenfalls in der CO2-Kammer. Die
Inkubation der Zahnwurzeln sowie die zeitliche Folge der Probenentnahmen
erfolgten analog zu Versuch 5. Die Inkubationszeit der Agarplatten wurde auf 72
Stunden verlangert, da das Wachstum von Anaerobiern deutlich langsamer erfolgt
als bei aeroben Keimen (FucHs 2006). Die Auszéhlung der Kolonien erfolgte wie in
den beiden vorherigen Versuchen semiquantitativ.

3.10 Auswertung und Statistik

Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit Hilfe des Programmes SPSS 16.0.
Fir das Feststellen statistisch signifikanter Differenzen musste die
Irrtumswahrscheinlichkeit p der statistischen Vergleiche einen a-Wert von jeweils
0,05 unterschreiten. Fir multiples Testen wurde dieser Wert nach der Bonferroni-
Methode adjustiert, um die Alphafehler-Kumulierung bei multiplen Paarvergleichen
zu neutralisieren. Hierbei wird bei n paarweisen Vergleichen die statistische
Signifikanzgrenze, die bei der Annahme der Nullhypothese zu unterschreiten ist, auf
1/n der Signifikanz gesetzt, die sich bei der Testung nur einer Hypothese ergeben

wurde.
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Auswertung Versuche 1 - 3

Nach Erfassung und Berechnung der koloniebildenden Einheiten und Berechnung
der Mittelwerte wurden diese statistisch nicht untersucht, da die Anzahl der Werte

hierfir zu gering erschien. Geplant war hier eine Auswertung mittels ANOVA.
Auswertung Versuch 4

Nach 24-stindiger Inkubation der Proben auf Agarplatten wurden die
koloniebildenden Einheiten ausgezahlt, und es wurden unter Berlcksichtigung der
Verdinnung die absoluten Werte fur die Anzahl der koloniebildenden Einheiten
berechnet. Aus den zehn Einzelwerten je Gruppe wurde der Mittelwert berechnet.
Die weitere statistische Auswertung der Daten mittels Kruskal-Wallis-Test sollte im
Vergleich von mehreren Gruppen zeigen, ob zwischen den Keimzahlen der
Gruppen  signifikante  Unterschiede  bestehen. Die  Mittelwerte  der
Untersuchungsgruppen sowie die Werte der Kontrollgruppe wurden anschliel3end
paarweise mittels Mann-Whitney-Test mit den Werten der Gruppe B (Spulgruppe)
verglichen. Anschliel3end wurden nacheinander auch die Ergebnisse von je zwei
Untersuchungsgruppen gegenibergestellt und paarweise miteinander verglichen.
Die Vergleiche waren Spulgruppe gegen Lasergruppe, Spilgruppe gegen

Photosensitizergruppe und Spulgruppe gegen Laser/Photosensitizergruppe.
Auswertung Versuche 5 - 7

Die Erfassung der koloniebildenden Einheiten erfolgte entsprechend der oben
abgebildeten Tabelle (Tabelle 13) bei diesen Versuchen semiquantitativ in 6
Kategorien. Die Bestimmungen erfolgten am Tag 0, Tag 2 und Tag 4 der Versuche.
Mittels Varianzanalysen (ANOVA) sollte urspringlich Gberpruft werden, ob
signifikante Unterschiede zwischen allen Gruppen insgesamt vorlagen, und mittels
Post-Hoc-Tests sollte dies fur den Vergleich zwischen jeweils zwei Gruppen
erfolgen. Da bereits am Tag 2 der Maximalwert von 500 KBE/ml erreicht wurde,

konnte auf eine statistische Auswertung verzichtet werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Versuch 1: In-vitro Uberprifung der PACT®-200
Wirkung in einer E. faecalis-Suspension

Es konnte eine erhebliche Reduktion der Keimzahl festgestellt werden. So zeigten
sich in der Kontrollgruppe 33850 KBE/ml, diese wurden in den Gruppen mit einer
Kombination von Laser und Photosensitizer hochsignifikant reduziert (Tabellen 15
und 16, Abbildungen 5 — 8). Bereits eine Belichtungszeit von 30 s fuhrte zu einer
Keimzahlreduktion auf 650 KBE/ml, und bei einer Belichtungszeit von 60 s und 90
s wurden 100% der Bakterien eliminiert. Dies entspricht einer Verringerung von
98,08% und somit einer Reduktion der koloniebildenden Einheiten um 2
Logarithmus-Stufen. Auch der Photosensitizer allein fihrte zu einer Keimreduktion
von 72,7% auf 9250 KBE/ml.

Bakterienzahl
Kontrolle 33850
Sensitizer 9250
Laser 30s 20100
Laser 60 s 25950
Laser 90 s 35750
Sensitizer + Laser 30 s 650
Sensitizer + Laser 60 s 0
Sensitizer + Laser 90 s 0

Tabelle 15: Bakterienzahl (KBE/ml) nach Behandlung
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Abbildung 5: Bakterienanzahl (E. faecalis) nach Behandlung

PACT®-200 | Aktivierung | Aktivierung | Aktivierung

Fluid ohne 30s 60 s 90 s
Aktivierung
Keimreduktion 72,7 98,08 100 100

[%]

Tabelle 16: Keimreduktion (%) durch Photosensitizer sowie Laser und
Photosensitizer mit Belichtungszeiten von 30 s, 60 s und 90 s
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Abbildung 7: Besiedelung der Agarplatte mit E. faecalis [Keiml6sung, PACT®-200
Fluid, Laserbestrahlung 30 Sekunden]
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Abbildung 8: Besiedelung der Agarplatte mit E. faecalis [Keimlésung, PACT®-200
Fluid, Laserbestrahlung 90 Sekunden]

4.2 Versuch 2: In-vitro Uberprifung der PACT®-200
Wirkung auf E. faecalis in Anwesenheit von
inaktivem Serum und physiologischer
Kochsalzlosung

Es konnten nur die Ergebnisse der 10°>-Bakterien-Gruppe ausgewertet werden, da
die Bakterienkonzentration in der 103-Gruppe nicht zu ermitteln war. In der Gruppe
ohne Serum zeigte sich eine in Abhangigkeit zur Belichtungszeit gesteigerte
Eliminierungsrate. Nach 30 s wurden 94,1% der Bakterien abgetotet, nach 60 s
98,5% und nach 90 s 99,9% (Tabellen 17 und 18, Abbildungen 9 — 13).

In der Gruppe mit Serum wurden bereits nach 30 s 100% aller sich in Losung
befindender Bakterien eliminiert, es konnten keine lebenden Bakterien
nachgewiesen werden. Die mittlere Keimzahl in der Kontrollgruppe ohne Serum
betrug 2.238.000 Keime, in der Kontrollgruppe mit Serum 4.108.000 Keime.
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Keimzahl 30s 60 s 90 s
ohne Serum 131.250 33.500 1.000
mit Serum 0 0 0
Tabelle 17: Keimzahl (E. faecalis) ohne und mit Serum im Wurzelkanal
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Abbildung 9: Bakterienanzahl (E. faecalis) nach
Serum im Wurzelkanal

PACT®-Behandlung mit und ohne

Keimreduktion 30s 60 s 90 s
ohne Serum 94,1 % 98,5 % 99,9 %
mit Serum 100 % 100 % 100 %

Tabelle 18: Keimreduktion (E. faecalis) ohne und mit Serum
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Abbildung 10: Besiedelung der Agarplatte A3 (Kontrolle) mit E. faecalis

Abbildung 11: Keine Besiedelung der Agarplatte B1 (Serumgruppe, Bakterien,
Photosensitizer, Laserbestrahlung 30 s) mit E. faecalis nachweisbar
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Abbildung 12: Besiedelung der Agarplatte C3 (NaCl-Gruppe, Bakterien,
Photosensitizer, Laserbestrahlung 60 s) mit E. faecalis

Abbildung 13: Besiedelung der Agarplatte D4 (NaCl-Gruppe, Photosensitizer,
Laserbestrahlung 90s) mit E. faecalis
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4.3 Versuch 3: In-vitro Uberprufung der PACT®-200
Wirkung auf E. faecalis in Anwesenheit von
inaktiviertem humanem Serumalbumin

In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob inaktiviertes humanes
Serumalbumin in unterschiedlichen Konzentrationen (25 mg/ml und 50 mg/ml)
einen Einfluss auf die Eliminationsrate des PACT®-200 Systems haben kann. Es
zeigte sich in der Gruppe ohne inaktiviertes HSA, wie bereits in Versuch 3, eine von
der Bestrahlungsdauer abhangige Bakterienelimination. Mit 25 mg/ml HSA und 50
mg/ml HSA zeigte sich nach 30 s die hochste Bakterienelimination (> 99,9%), die
mit verlangerter Bestrahlungsdauer abnahm. So wurden in der 25 mg/ml Gruppe
nach 60 s 99,4% eliminiert und nach 90 s nur noch 99,13%. In der 50 mg/ml Gruppe
wurden nach 60 s immer noch 99,98% abgetéttet, nach 90 s reduzierte sich die
Eliminationsrate auf 99,2%. Bei einer Bestrahlungsdauer von 90 s zeigte sich die
Anwendung des PACT®-200 Systems ohne Anwesenheit von humanem

Serumalbumin als minimal effektiver. (Tabellen 19 und 20, Abbildungen 14 — 19).

Die mittlere Keimzahl in der Kontrollgruppe betrug mit 25 mg/ml HSA 26.988.000
Keime, bei 50 mg/ml HSA 31.882.000 Keime.

Keimzahl 30s 60 s 90 s

Ohne HSA 2.581.500 389.000 219.000
mit 25 mg/ml HSA 1.250 145.500 232.750
Mit 50 mg/ml HSA 12.750 35.250 253.000

Tabelle 19: Keimzahl (E. faecalis) nach PACT®-Behandlung im Wurzelkanal ohne
HSA, mit 25 mg/ml HSA und 50 mg/ml HSA
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Abbildung 14: Bakterienanzahl (E. faecalis) nach PACT®-Behandlung ohne HSA, mit
25 mg/ml HSA und 50 mg/ml HSA

Keimreduktion 30s 60 s 90 s
Ohne HSA 92 % 98,8 % 99,32 %
mit 25 mg/ml HSA >99,9 % 99,4 % 99,13 %
Mit 50 mg/ml| HSA >99,9 % 99,98 % 99,2 %

Tabelle 20: Keimreduktion (E. faecalis) nach PACT®-Behandlung ohne HSA, mit 25

mg/ml HSA und 50 mg/ml HSA
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Abbildung 15: Besiedelung der Agarplatte 1A mit E. faecalis, Kontrollgruppe ohne
HSA

Abbildung 16: Besiedelung der Agarplatte 9A mit E. faecalis, 25 mg/ml HSA,
Photosensitizer, 60 Sekunden Laserbestrahlung
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Abbildung 17: Besiedelung der Agarplatte 8A mit E. faecalis, 50 mg/ml HSA,
Photosensitizer, 60 Sekunden Laserbestrahlung

Abbildung 18: Besiedelung der Agarplatte 12 B mit E. faecalis, 25 mg/ml HSA,
Photosensitizer, 90 Sekunden Laserbestrahlung
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Abbildung 19: Besiedelung der Agarplatte 11A mit E. faecalis 50 mg/ml HSA,
Photosensitizer, 90 Sekunden Laserbestrahlung

4.4 Versuch 4. Kontamination der Zahne mit E. faecalis /
Beurteilung von PACT® im Vergleich zur Spilung mit
NacCl (0,9%)

In diesem Versuch sollte die Wirkung des PACT®-200 Systems und seiner
einzelnen Bestandteile, nach Spilung mit 5 ml steriler 0,9%iger NaCl-L6sung, im
Vergleich zur Wurzelkanalspulung mit 5 ml 0,9%iger NaCl-Losung allein untersucht
werden. Hierfur wurden PACT®-200 Diodenlaser ohne Fluid, das PACT®-200 Fluid
ohne Laser, eine Kombination aus Laser und Fluid und eine manuelle Spulung mit
steriler 0,9%iger NaCl-Lésung verwendet. Die Keimbesiedelungen der Kanéle vor
sowie nach den Behandlungen wurden mit dem Wert der manuellen Spilung
verglichen. Da jeder Kanal vor der Behandlung mit NaCl gespuilt wurde, musste die
Keimzahl in jedem Fall unter der der Kontrolle liegen. Alle Methoden, bis auf den
Laser allein, zeigten eine Reduktion der Keimbelastung (Tabelle 21 und Abbildung
20). Auch das PACT®-200 Fluid zeigte einen geringen antibakteriellen Effekt im
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Vergleich zur Spulung mit NaCl allein. Die mittlere Keimzahl der Kontrollgruppe war
mit 1.598.150 KBE/mI mehr als 10-mal héher als in den Versuchsgruppen.

Photo- Laser +
Kontrolle Spulung Laser -
sensitizer | Photosens.

Mittelwert 1.598.150 125.809 95.235 38.093 36.826
Standard-

) 1.054.219 129.567 120.678 24.385 41.903

abweichung
Median 1377000 84750 55310 39495 17415

Tabelle 21 Koloniebildende Einheiten im Wurzelkanal (KBE/ml) nach Behandlung
gemal Protokoll Versuch 4 (Mittelwert, Standardabweichung, Median)
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Kontrolle Spiilung Laser Sensitizer  Laser + Sensitizer

Abbildung 20: Bakterien im Wurzelkanal nach Spilung mit NaCl allein, Laser-
Bestrahlung, Photosensitizer-Zugabe und Laserbestrahlung in Anwesenheit von
Photosensitizer nach Infektion mit E. faecalis

Die statistische Auswertung der Daten mittels Kruskal-Wallis-Test zeigte, dass

zwischen den Keimzahlen der Gruppen hochsignifikante Unterschiede bestehen (p
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< 0,001). Da die zu untersuchende Fragestellung lautete, ob das PACT®-System
eine bessere Keimreduktion als eine Spilung erreichen konnte, wurden die
einzelnen Gruppen mittels Mann-Whitney-Test Uberpruft. Dabei zeigten sich
zwischen der Kontrollgruppe und der Spilgruppe (Reduktion um 1,14 + 0,23 log 1°
KBE; p=0,001) sowie der Spulgruppe und der Laser/Photosensitizergruppe
(Reduktion 0,72 + 0,23 log '° KBE; p=0,033) signifikante Unterschiede. Auch der
Photosensitizer allein scheint schon eine Wirkung zu haben, wenn auch nicht
signifikant im Vergleich zur Spilgruppe. Auch die Lasergruppe zeigte keinen

statistisch signifikanten Unterschied zur Spulgruppe (Tabelle 22).

Spulgruppe -
Spulgruppe | Spulgruppe Spilgruppe -
- Laser und
-Kontrolle — Laser Photosensitizer .
Photosensitizer
p-Wert 0,001 0,910 0,082 0,033

Tabelle 22: p-Werte bei den paarweisen Vergleichen der Mittelwerte der KBE/ml
(Mann-Whitney-Test)

Abbildung 21: Besiedelung der Agarplatte mit E. faecalis (Kontrollgruppe)
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Abbildung 22: Besiedelung der Agarplatte mit E. faecalis nach manueller
Wurzelkanalsplilung mit NaCl

Abbildung 23: Besiedelung der Agarplatte mit E. faecalis nhach Spulung mit NaCl
und Anwendung von PACT®-200 Photosensitizer
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Abbildung 24: Besiedelung der Agarplatte mit E. faecalis nach Anwendung von
PACT®-200 Photosensitizer und Laser

4.5 Versuch 5-7: Kontamination mit unterschiedlichen
Keimfloren / Uberprifung der chemischen Wirkung
von NaOCI-Spiulung und PACT®-200 gegen NacCl-
und NaOCI-Spilung

Die Abbildungen 25 bis 27 fassen die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung
bezuglich der Elimination unterschiedlicher Keime bzw. Keimspektren im Zeitverlauf
zusammen. Die Einzelwerte sind im Anhang unter Tabelle 28 - 30 aufgefihrt. Es
erfolgte keine statistische Auswertung, da die Keimbesiedelung bereits am zweiten
Tag durchweg den Maximalwert von mehr als 500 KBE/ml betrug.

In den Abbildungen ist fir jeden der 10 Wurzelkanéle fir jeden Untersuchungstag
die Keimbesiedelungs-Kategorie in Abh&ngigkeit von der antimikrobiellen
Behandlung (Kontrolle, Spullésung oder PACT®-200 System) farbig dargestellt. In
allen Wurzelkandlen der Kontrollgruppe zeigte sich durchgehend ein

Bakterienwachstum von mehr als 500 KBE/ml.
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Abbildung 25: Verteilung der Keimanzahl-Kategorien in zuvor mit E. faecalis
infizierten Wurzelkanalen nach Behandlung mit unterschiedlichen Spillésungen
und Photoaktivierter Chemotherapie
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Abbildung 26: Verteilung der Keimanzahl-Kategorien in zuvor mit aerober
Mischinfektion infizierten Wurzelkanalen nach Behandlung mit unterschiedlichen
Spillésungen und Photoaktivierter Chemotherapie
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Abbildung 27: Verteilung der Keimanzahl-Kategorien in zuvor mit anaerober
Mischinfektion infizierten Wurzelkandlen nach Behandlung mit unterschiedlichen

Spullésungen und Photoaktivierter Chemotherapie

Die Grafiken zeigen, dass die NaOCI-Spilung und das PACT®-200 System direkt

nach der Anwendung zu einer deutlichen Keimklassen-Reduktion fihren, wobei das

PACT®-System nach NaOCI-Spiilung zu einer noch starkeren Reduktion fihrt. Eine

langere Wirkung beider Verfahren auf die Keimreduktion ist jedoch nur bei der

anaeroben Mischkultur ersichtlich.

Die Abbildungen 28 und 29 zeigen beispielhaft Agarplatten des funften Versuchs

mit bakteriellen E. faecalis-Kolonien, die Abbildungen 30 und 31 die des sechsten

Versuchs (aerobe Mischkultur) sowie die Abbildungen 32 und 33 die des siebten

Versuchs (anaerobe Mischkultur).
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Abbildung 28: Mit E. faecalis besiedelte Agarplatte: Kontrollgruppe, Tag 0 (Versuch 5)

Abbildung 29: Mit E. faecalis besiedelte Agarplatte, 3. Gruppe: Spulung mit 2,5 ml
steriler 0,9%iger NaCl- Losung und 1,5%iger NaOCI-L6sung, Behandlung mit
PACT®-System, Tag 0 (Versuch 5)
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Abbildung 30: Mit aerober Mischkultur besiedelte Agarplatte, 3. Gruppe, Tag 0
(Versuch 6)

Abbildung 31: Mit aerober Mischkultur besiedelte Agarplatte 3. Gruppe, Tag 2
(Versuch 6)
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Abbildung 32: Mit anaerober Mischkultur besiedelte Agarplatte Kontrolle, Tag 0O
(Versuch 7)

Abbildung 33: Mit anaerober Mischkultur besiedelte Agarplatte, 3. Gruppe, Tag 0
(Versuch 7)
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4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im ersten Versuch wurde die Wirkung des PACT®-200 Systems auf eine
Bakteriensuspension tUberpruft. Hier zeigte das PACT®-200 System eine erhebliche
Keimreduktion, deren Eliminationsleistung mit einer langeren Belichtungszeit
zunimmt. Bereits nach einer Bestrahlungszeit von 60 s konnten alle Bakterien
eliminiert werden. Die Anwesenheit von inaktiviertem Serum oder inaktiviertem
humanem Serumalbumin steigert die Wirksamkeit des PACT®-200 Systems
deutlich, was in den Versuchen 2 und 3 deutlich wurde. Mit Serum konnte eine
Bakterienreduktion von 100% innerhalb von 30 s erreicht werden. Bei 25 mg/ml und
50 mg/ml inaktiviertem humanem Serumalbumin, der grof3ten Fraktion innerhalb
des Serums, lag die Eliminationsrate nach 30 s bei tber 99,9%. Allerdings nahm
die Rate mit zunehmender Bestrahlungsdauer im Gegensatz zur Bestrahlung ohne

Serum oder Serumalbumin ab.

In Versuch 4, bei dem Wurzelkanéale extrahierter Zahne mit E. faecalis kontaminiert
und dann mittels PACT®-200 System oder NaCl-Spulung bearbeitet wurden, konnte
das PACT®-200 System eine signifikante Verbesserung der Bakterienelimination im
Vergleich zu einer Spulung mit sterilem 0,9%igem NaCl erreichen. Gegentber der
Kontrollgruppe waren die Bakterieneliminationen der Spulung wie auch des PACT®-

Systems hochsignifikant.

In den Versuchen 5-7 zeigte die NaOCI-Spulung mit nachfolgender Photoaktivierter
Desinfektion direkt nach der Anwendung im kontaminierten Wurzelkanal eine
bessere Keimelimination als die NaOCI-Spilung alleine. Die Spulung mit NaOCI
erzielte eine bessere Wirkung als die Spiulung mit NaCl, wie sie in der
Kontrollgruppe vorgenommen wurde. Dies war bei allen Keimen bzw. Keimspektren
gleichsam der Fall. Eine langer andauernde Wirkung der NaOCI-Spulung allein
sowie auch in Kombination mit der Photodynamischen Desinfektion konnte weder
fur E. faecalis noch die aerobe Mischkultur nachgewiesen werden. Lediglich in der
Gruppe der langsam wachsenden anaeroben Mischkultur zeigten die Spilung mit
NaOCI und das PACT®-System eine langer andauernde Wirkung.
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Studie war, die Photoaktivierte Chemotherapie in vitro auf ihre
Wirksamkeit in infizierten Wurzelkanalen hin zu untersuchen. Die Versuche 1 bis 3
wurden mit Eppendorf-Gefalien durchgefihrt, wobei hier der Frage nachgegangen
wurde, ob das PACT®-200 System die vom Hersteller angegebene Wirkung auf
Bakterien hat. Auch wurde hier Uberprift, ob im Wurzelkanal vorhandenes Serum
oder seine Hauptfraktion, das humane Serumalbumin, einen modulierenden

Einfluss auf die keimreduzierende Wirkung haben kénnen.

Fur die Versuche 4 - 7 wurden Wurzelkanéle aufbereitet und mit E. faecalis und
aeroben bzw. anaeroben Mischkulturen kontaminiert und mit Spullésungen oder der
Photoaktivierten Desinfektion behandelt, bevor jeweils die keimreduzierende

Wirkung Uber einen Zeitraum von vier Tagen untersucht wurde.

5.1 Diskussion der Methode

Bei dem Untersuchungsmaterial handelte es sich um humane, aus verschiedenen
Grinden extrahierte Zahne, die nach zuvor definierten Kriterien ausgewahlt wurden
(HAUSER 2006). Die Krone wurde abgetrennt und die Wurzel auf eine vom Apex
gemessene definierte Lange von 15 mm gekirzt und manuell auf eine ISO-Grol3e
40 aufbereitet. Dadurch sollten sowohl das Kanallumen als auch die Arbeitslange
aller Wurzelkanale angepasst werden, um ahnliche anatomische Voraussetzungen
zu erreichen. Das Erreichen identischer Verhaltnisse kann, obwohl das
Zahnmaterial einheitlich aufbereitet wurde, jedoch nicht gewdahrleistet werden, da
die menschlichen Zahnwurzeln Uber laterale Kanale, Dentintubuli und andere
anatomische  Besonderheiten  verfigen konnen. Diese anatomischen
Besonderheiten kénnen die Aufbereitung wie auch die chemische Desinfektion des
Wurzelkanals deutlich erschweren, wenn nicht gar unmaoglich machen. Hierin liegt
aber zugleich der Vorteil begriindet, dass die Desinfektionsmal3nahmen in einer
Umgebung angewendet werden, die den klinischen Gegebenheiten entspricht. Ein

artifizieller Probekoérper, der die Beschaffenheit des menschlichen Wurzelkanals
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simulieren soll, kann solche anatomischen Gegebenheiten nicht ausreichend
bertcksichtigen und muss unter diesem Gesichtspunkt kritisch bewertet werden
(LEE et al. 2004).

Bei den Versuchen mit menschlichem Zahnmaterial wurde auf gekrimmte und
weitlumige Wurzelkanale verzichtet, um UnregelmaRigkeiten madglichst zu
verhindern. Ein Einfluss des Zahnmaterials auf die Ergebnisse kann dennoch nicht
ausgeschlossen werden. Es wurden daher nur einwurzelige Frontzahne genutzt, die
zufallig auf die Versuchsgruppen verteilt wurden, um moéglichst gleiche

Versuchsbedingungen zu gewéhrleisten.

Trotz dieser Malinahmen, mit denen ein Verfalschen der Ergebnisse vermieden
werden sollte, kann die manuelle Kanalaufbereitung und -spilung ein weiterer
Einflussfaktor sein. Die Reproduzierbarkeit der Versuchsschritte kann nur bei einer
maschinellen Durchfihrung gewahrleistet werden. Da humanes Zahnmaterial
verwendet wurde, konnte dies aber nicht realisiert werden. Jegliche durchgefiihrte
Spulungen wie auch Laserbehandlungen unterlagen aber einem in der Abfolge und
zeitlich strikt einzuhaltenden Protokoll. Zudem wurden alle Versuche nur von einem

Behandler durchgefihrt, um Handhabungsunterschiede zu vermeiden.

Die Versuche 1 bis 3 wurden mit Eppendorf-Gefalien durchgefiihrt, somit kbnnen
UnregelmaRigkeiten, die bei humanem Zahnmaterial auftreten kdnnen,
ausgeschlossen werden und die Bedingungen sind reproduzierbar. Der Vorteil stellt
aber gleichzeitig einen Nachteil dar, da die Laborbedingungen, wie oben
beschrieben, die anatomischen Bedingungen nicht ausreichend beriicksichtigen
bzw. wiedergeben werden kénnen. Die Versuche 2 und 3 wurden unter gleichen
kontrollierten Bedingungen erneut durchgefiihrt, wobei sich die Ergebnisse

bestatigten.

Die Messung der optischen Dichte beruht auf der Eigenschaft von in Suspension
befindlichen Bakterien, einen Lichtstrahl zu absorbieren oder abzulenken. Die
Anzahl der in Suspension befindlichen Bakterien kann auf diese Weise erfasst
werden. Allerdings ist es technisch nicht mdglich, zwischen lebenden oder toten

Bakterien zu unterscheiden (Hirsch-Kauffmann et al. 2009).
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In Versuch 4 wurden die Keimzahlen quantitativ unter Errechnung von Mittelwerten
erfasst und Unterschiede statistisch mittels Kruskal-Wallis-Test tUberpruft, wobei

das Erreichen statistischer Signifikanzschranken nach Bonferroni korrigiert wurde.

In diesem Versuch wurden die infizierten Wurzeln mit NaCl gespult und dann mit
einzelnen Bestandteilen des PACT®-200 Systems behandelt. Die Kanale wurden
dann mit einer unbehandelten Kontrollgruppe verglichen. Die Fragestellung dieser
Untersuchung war, ob das PACT®-200 System die vom Hersteller angegebene
Wirkung im Wurzelkanal entfalten wiirde. Das sollte ohne den Einfluss von anderen
potenten Spillésungen, wie zum Beispiel NaOCI, geschehen, da sich die
desinfizierenden Einflusse Uberlagern koénnen. Daher wurde, entgegen der

praxisublichen Methodik, nur mit NaCl gespdlt.

Das PACT®-Fluid der Firma Cumdente wird nur unsteril verkauft. Um einen Einfluss
auf das Ergebnis durch eine mdgliche Kontamination des Photosensitizers
auszuschliel3en, wurde zum einen eine Kontrollprobe genommen und auf einer
Blutagarplatte fir 24 h im Brutschrank inkubiert, zum anderen wurde der weitere
Farbstoff bei 95°C keimfrei gemacht. So kann auch eine Reproduzierbarkeit der

Ergebnisse gewahrleistet werden.

Die Wurzelkanale wurden in den Versuchen 4 bis 7 mit E. faecalis kontaminiert.
Dieser Keim wird am haufigsten mit endodontischen Misserfolgen in Verbindung
gebracht (BYsSTROM und SUNDQVIST 1981, @RSTAVIK und HAAPASALO 1990, PATAKY
et al. 2002, KLimm 2003). Die Verwendung nur eines Keimes entspricht nicht immer
den In-vivo-Bedingungen einer endodontischen Lasion, eine primare Lasion wird in
der Regel durch eine vielfaltige mikrobielle Flora gekennzeichnet und kann sehr
variabel sein (BYSTROM und SuNDQVIST 1981, @RSTAVIK und HAAPASALO 1990,
PATAKY et al. 2002, Kumm 2003). Bei wurzelkanalgefillten Kandlen mit
persistierender apikaler Parodontitis ist E. faecalis jedoch haufig als Monokultur
nachweisbar (SUNDQVIST et al. 1998, PECIULIENE et al. 2001).

Um den realen klinischen Gegebenheiten ndher zu kommen, wurden in den
Versuchen 5 bis 7 neben E. faecalis eine anaerobe und eine aerobe Mischinfektion
verwendet. Bei den Bakterienkulturen der anaeroben und aeroben Mischinfektion
handelte es sich um Probenmaterial aus menschlichen, endodontisch erfolglos

behandelten Z&hnen, bei denen mit den Ublichen, in der Praxis gangigen Methoden,
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keine Symptom- und Keimfreiheit erreicht werden konnte. Dies ermoglicht eine sehr
differenzierte Dokumentation der Wirkungen des PACT®-200 Systems. Da es
wichtig ist, die Effizienz einer Methode auch Uber einen léangeren Zeitraum
abzuschatzen, wurden diese Versuche auf vier Kontrolltage angelegt, wobei die
Gefahr einer Superinfektion der Versuchskeime mit der Lange des

Versuchszeitraumes korreliert.

Die Spulungen wurden bei den Versuchen 5 bis 7 mit 5 ml 1,5%iger NaOCI-Lésung
durchgefiihrt, da sie die am haufigsten eingesetzte Wurzelkanalspullésung ist
(BYSTROEM und SUNDQVIST 1983, SHABAHANG und TORABINEJAD 2003, CARSON et al.
2005). Die Spulzeit wurde, der Vergleichbarkeit wegen, einheitlich auf eine Minute
festgelegt. Eine langere Einwirkzeit der Spulldsung kdnnte mit einer hdheren

Keimreduktion einhergehen (FERREIRA et al. 2004, BARTHEL et al. 2006).

Die Anzahl der Uberlebenden koloniebildenden Einheiten wurde in den Versuchen
5 bis 7 semiquantitativ erfasst, wobei der Quantitdt des Bakterienwachstums eine
Keimzahl-Kategorie zwischen 0 (kein Wachstum) und 5 (>500 KBE/ml) zugewiesen
wurde. Dies ermoéglicht eine differenzierte Beurteilung und Darstellung der
nachgewiesenen Keimzahl. Eine umfangreichere Auswertung unter Berechnung
von Mittelwerten, wie in den Versuchen 1 und 2, wurde aufgrund des
Mehraufwandes, der durch die Erstellung von Verdinnungsreihen entstanden ware,
nicht durchgefuhrt, zumal in ahnlichen Untersuchungen nachgewiesen werden
konnte, dass mit der semiquantitativen Bestimmung aussagekréftige Ergebnisse zu
erzielen sind (ALTENHOF 2011).

Die fur die Versuchsdurchfiilhrung notwendige Kultivierung der bakteriellen Proben
erfolgte mit Schaedleragarplatten. Lediglich die anaeroben Keime wurden mittels
Blutagarplatten kultiviert. Alle durchgefuihrten Arbeiten erfolgten unter einer sterilen

Werkbank. Eine Superinfektion mit Fremdkeimen hat nicht stattgefunden.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

In den In-vitro-Versuchen, die in Reagenzgefal3en durchgefiihrt wurden, zeigte sich
eine deutliche Keimreduktion mit Hilfe des PACT®-200 Systems in Abhangigkeit von

der Laser-Bestrahlungszeit. In Anwesenheit von inaktiviertem humanem Serum
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konnte die Bakterienelimination noch einmal deutlich gesteigert werden. Dies war
auch bei Gegenwart nur eines Serumbestandteils, des inaktivierten humanen
Serumalbumins der Fall, wobei hier mit Verlangerung der Bestrahlungszeit eine
Abnahme der Elimination zu verzeichnen war. Dieses Phanomen lasst sich
maoglicherweise damit erklaren, dass es durch den aktivierten Photosensitizer zu
einer Oxidation von Proteinen kommt, die ihrerseits durch Bildung freier Radikale
toxisch auf die Keime wirken (PINHEIRO et al. 2009). Mit zunehmender
Bestrahlungsdauer kdnnte es zu einer Zerstérung dieser Proteine kommen, was
eine geringere Keimelimination zur Folge hatte. Die Proteine scheinen auch kurz
nach Ende der Bestrahlung noch einen abtétenden Effekt auf die Bakterien zu
haben, da ansonsten die Keimreduktion mit humanem Serumalbumin, egal bei

welcher Bestrahlungszeit, gleich bliebe.

In allen Versuchen mit menschlichem Zahnmaterial zeigte eine
Wurzelkanalspulung, ungeachtet welche Spullésung verwendet wurde, eine
signifikante Keimreduktion gegentber der Kontrollgruppe. Bereits die Spulung mit
NaCl brachte eine Keimreduktion. Dies trifft auch fir das PACT®-200 System und
seinen Einzelkomponenten, mit Ausnahme des Lasers allein, zu. Selbst das
PACT®-Fluid, ein modifiziertes Toloniumchlorid, zeigte eine signifikante
Keimreduktion. Auch die Spulung mit NaOCI erbrachte gegentber der NaCl-
Spulung eine signifikant hohere Keimreduktion. In der Fragestellung, ob das
PACT®-200 System besser als die Spullésung alleine sei, zeigte sich ein
signifikanter Einfluss des Systems. So Uberlebten bei alleiniger Spulung im Mittel
125.809 KBE/ml, bei dem PACT®-System hingegen nur 36.826 KBE/ml. Es zeigte
sich damit eine signifikant bessere Keimreduktion als bei der mechanischen
Keimreduktion durch eine Sptlung allein. In der Anwendung einer NaOCI-Spulung
und der Photodynamischen Desinfektion zusammen zeigte sich im Langzeitversuch
zumindest am ersten Tag eine bessere desinfizierende Wirkung als mit der NaOCI-
Spulung allein. Dies kann daraus resultieren, dass der Photosensitizer eine
geringere Oberflachenspannung besitzt und in Dentinkanélchen eindringen kann,

die fir das NaOCI unerreichbar erscheinen (BERUTTI 1997, MORITZ et al. 2006)

Klinisch kénnte die Erkenntnis, dass Serum und seine Bestandteile die Effektivitat
der Photoaktivierten Chemotherapie steigern, von erheblicher Bedeutung sein.

Gerade im Bereich der Parodontologie ist dies von Wichtigkeit, da in den Taschen
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laut KINANE (2001) Serum enthalten ist, welches wiederum mit dem PACT®-System
reagiert und zu erheblichen Keimeliminationen fuhrt. Die vom Hersteller
angegebene starke keimreduzierende Wirkung in der parodontalen Tasche kann
mit diesem Effekt mit erklart werden. Wie weit der Photosensitizer allerdings in die

bakteriellen Biofilme einzudringen vermag, muss noch untersucht werden.

Wie effektiv das System unter In-vivo-Bedingungen im Wurzelkanal arbeitet, kann
hier nicht geklart werden, da nur mit extrahierten Zahnen gearbeitet wurde, in denen
keinerlei Serum oder Serumbestandteile enthalten waren. Dass Serum auch im
vitalen Wurzelkanal enthalten ist, zeigt die Studie von KNUTSSON et al. (1994), wobei
bis heute die exakte Zusammensetzung ungeklart ist (KNUTSSON et al. 1994). Es
konnte vermutet werden, dass das System unter In-vivo-Bedingungen
maoglicherweise ahnliche Keimeliminationsraten wie in den Versuchen 1 bis 3
erreichen konnte. Bisher ungeklart ist auRerdem, wieweit der Photosensitizer in die
Seitenkanélchen und das Dentin einzudringen vermag. Auch hierzu sind noch

weitere Studien notig.

Die Wirkdauer der Spulung wie auch die des PACT®-200 Systems wurde in den
Versuchen 5 bis 7 an extrahierten Zahnen Uberprift. Am ersten Tag der
Versuchsauswertung zeigte das PACT®-200 System in Kombination mit Spulungen
durch 0,9%ige NaCl-Lésung und 1,5%ige NaOCI-Lésung eine etwas bessere
desinfizierende Wirkung als die aufeinander folgenden Spulungen mittels steriler
0,9%iger NaCl-Losung und 1,5%iger NaOCI-L6ésung allein. Dies war sowohl bei E.
faecalis, der aeroben Mischinfektion als auch der anaeroben Mischinfektion der Fall.
An den folgenden Versuchstagen, Tag 2 und Tag 4, zeigte sich bei E. faecalis und
der aeroben Mischinfektion jedoch schon ein starkes Keimwachstum von mehr als
500 KBE/mI. Allerdings war in der aeroben Mischinfektion auch E. faecalis
enthalten. Es ist also durchaus mdglich, dass bis auf E. faecalis alle anderen
enthaltenen Keime abgetdtet wurden, da keine qualitative Unterscheidung der
verbliebenen Keime unternommen wurde. Bei der anaeroben Mischinfektion zeigte
sich hingegen auch am vierten Versuchstag eine deutliche Keimreduktion im

Vergleich zur Kontrolle.

Wie hoch die Eindringtiefe des Photosensitizers in die Dentintubuli war, und ob in
den Dentintubuli eine Bakterienelimination erfolgte, kann nicht geklart werden. Dass

das System der Photodynamischen Therapie einen hemmenden Einfluss auf das
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Keimwachstum von verschiedenen Keimen hat, zeigt sich in allen Versuchen.
Gerade der Versuch mit humanem Serum und dessen Bestandteilen erscheint
vielversprechend, da er zeigt, dass die keimreduzierende Wirkung der
Photodynamischen Therapie noch weiter gesteigert werden kann und nicht nur auf

den Faktoren Photosensitizer und Laser beruht.

5.3 Schlussfolgerungen

Die In-vitro-Studie zur Uberprifung der Wirksamkeit der Photodynamischen

Therapie erlaubt folgende Schlussfolgerungen:

e In Wurzelkanalen humanen Ursprungs reduziert die durch das PACT®-200
System vermittelte Photodynamische Therapie die Keimzahl im Vergleich zu
einer Wurzelkanalspilung mit verschiedenen Spulldsungen signifikant. Die
Studie deutet somit darauf hin, dass eine Optimierung der
Wurzelkanalbehandlung mit Hilfe der antimikrobiellen Photodynamischen
Therapie moglich ist.

e Serum und sein Hauptbestandteil Serumalbumin verstarken (im
Reagenzgefal3) signifikant die Effektivitat der Photodynamischen
Desinfektion mit Keimeliminationen von mehr als 99,9%. Dieses Resultat ist
von Klinischer Relevanz, wobei in vivo madglicherweise durch
unterschiedliche anatomische Gegebenheiten abweichende Ergebnisse
erzielt werden. Fur die orientierende Abschatzung der Wirksamkeit im
Wurzelkanal in vivo ist dieses Ergebnis dennoch bedeutsam.

Die der Studie zugrunde gelegten Hypothesen kdnnen somit wie folgt beantwortet

werden:

o Die antimikrobielle Photodynamische Therapie fuhrt im infizierten
Wurzelkanal zu einer erhdhten Keimreduktion.
e In Anwesenheit von Serum bzw. Serumalbumin ist die Effektivitdt der

Photoaktivierten Desinfektion verstarkt.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser In-vitro-Studie war, die Wirksamkeit der antimikrobiellen
Photodynamischen Therapie (PDT) auf endodontische Problemkeime zu ermitteln.
Hierzu wurden neben Versuchen in Eppendorf-GefaBen auch Versuche in
Wurzelkanalen extrahierter menschlicher ~ Zahne durchgefuhrt. Die
Photodynamische Therapie erfolgte mit Hilfe des PACT®-200 Systems, das aus den
Komponenten Photosensitizer (PACT®-Fluid) und PACT®-200 Laser besteht.

In den Versuchen 1 bis 3 wurde die PACT®-Wirkung in vitro in einer E. faecalis-
Suspension allein oder in zusatzlicher Gegenwart von inaktivem humanem Serum
und verschiedenen Konzentrationen von inaktiviertem humanem Serumalbumin
Uberpruft. Dabei wurde eine E. faecalis-Bakteriensuspension auf Eppendorf-Gefalie
verteilt und in Kontrollgruppe sowie Gruppen mit Laserbelichtung allein fur 30s, 60s,
90s sowie Laserbelichtung mit Photosensitizer mit identischen Belichtungszeiten
eingeteilt. Nach Laserbestrahlung wurden die Suspensionen auf einer Agarplatte
ausgestrichen und 24 Stunden bebritet. Danach wurden die Kolonien mittels
manuellem Zahlwerk registriert und die Anzahl der koloniebildenden Einheiten pro
Milliliter berechnet. In Versuch 2 wurde Serum hinzugegeben. In Versuch 3 wurde
an Stelle von Serum humanes Serumalbumin in den Konzentrationen von jeweils
25 mg/ml und 50 mg/ml verwendet, da dieses den Serumhauptbestandteil darstellt.
Der Photosensitizer wurde zugegeben und eine Laserbestrahlung von 30s, 60s oder

90s durchgefiihrt. Die weitere Probenverarbeitung entsprach Versuch 1.

Ab einer Bestrahlungszeit von 60s zeigte sich ohne humanes Serum oder
Serumalbumin eine Keimabtotung von 100%. In Anwesenheit von inaktivem
humanem Serum wurde dies bereits nach 30s erreicht. In Gegenwart von 25 mg/mi
oder 50 mg/ml inaktiviertem humanem Serumalbumin, dem Hauptanteil des
Serums, wurden nach 30s die meisten Keime abgetdtet, mit Verlangerung der
Laserbestrahlung nahm die Anzahl der getoteten Keime jedoch ab.

In Versuch 4 wurde der Einfluss der mechanischen Komponente einer
Wourzelkanalspulung auf die Bakterienreduktion (E. faecalis) Uberprift und mit der
Wirksamkeit der Photodynamischen Therapie verglichen. Hierzu wurden die

Wurzelkanale von 50 extrahierten einwurzeligen Zahnen manuell aufbereitet und
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mit E. faecalis kontaminiert. Die keimreduzierende Wirkung der Photoaktivierten
Desinfektion wurde mit der der manuellen Spilung verglichen. Nach Spulung mit
steriler 1,5%iger NaCl-Losung wurden die verschiedenen Anteile des PACT®-
Systems und das gesamte System eingesetzt und im Vergleich zu alleiniger
Spilung auf seine Wirksamkeit hin dberprift. Die aus den behandelten
Wurzelkanalen extrahierten Keime wurden auf Agarplatten ausgespatelt und die
Anzahl der koloniebildenden Einheiten pro ml wurde bestimmt. Die Spulung wie
auch das PACT®-System zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante
Keimreduktion, wobei die Kombination von Photosensitizer und Laserbestrahlung
am wirkungsvollsten war und signifikant mehr Keime abtttete als die alleinige

Spulung.

In den Versuchen 5 bis 7 sollte neben der kurzfristigen Wirkung die Langzeitwirkung
des PACT®-Systems im Vergleich zur Spilung mit 1,5%iger NaOCI-Lésung
untersucht werden, da E. faecalis im Wurzelkanal aul3erordentlich resistent und
unter den verschiedensten Bedingungen Uberlebensfahig ist. Die einwurzeligen
Zahne wurden dazu randomisiert auf verschiedene Gruppen verteilt und mit
verschiedenen Keimfloren (E. faecalis, aerobe Mischkultur, anaerobe Mischkultur)
kontaminiert. Je Keimflora wurde es eine Kontrollgruppe, eine Spulgruppe (Spilung
mit 2,5ml steriler 0,9%iger NaCl-Lésung und 1,5%iger NaOCI-Losung) sowie eine
Gruppe mit zusatzlich nach der Spuilung erfolgter Behandlung mit dem PACT®-200
System eingesetzt. Die aus den Wurzelkandlen gewonnen Proben wurden auf
Agarplatten ausgespatelt und kultiviert. Daraufhin erfolgte die semiquantitative
Auswertung der koloniebildenden Einheiten. Nach weiteren 2 und 4 Tagen wurden

erneut Proben genommen und ausgewertet.

Direkt nach der Behandlung zeigte sich die zusatzlich zur Spulung mit NaOCI
durchgefuhrte antimikrobielle Photodynamische Therapie der alleinigen Spilung
uberlegen. Dies war bei allen untersuchten Keimfloren der Fall. An Tag 2 und 4
konnte zwischen der Spilung und der Photodynamischen Therapie bei E. faecalis
und der aeroben Mischkultur kein Unterschied mehr festgestellt werden. Die Anzahl
koloniebildender Einheiten betrug jeweils mehr als 500/ml. Eine langfristig
desinfizierende Wirkung scheint daher mit beiden Methoden nicht méglich zu sein.
In der Gruppe der anaeroben Mischkultur zeigte sich an den Tagen 2 und 4 ein

deutlich geringeres Wachstum als in der Gruppe der Aerobier. An Tag 4 war mit der
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anaeroben Mischkultur in der NaOCI- und in der PDT-Gruppe kein Wachstum mehr
festzustellen. Anscheinend sind die anaeroben Keime gegenuber einer Spulung

oder der Photodynamischen Therapie weniger resistent als aerobe Keime.

Die Studie weist im statistischen Vergleich zwischen der PDT und der Spulung mit
NaOCI im Wurzelkanal signifikante Differenzen zugunsten der Photodynamischen
Therapie nach. Eine andere wichtige Erkenntnis der Arbeit ist, dass die
desinfizierende Wirkung der antimikrobiellen Photodynamischen Therapie in
Anwesenheit von Serum oder Serumbestandteilen betrachtlich gesteigert zu sein

scheint. Dies sollte in anschlie3enden Versuchen weiter abgeklart werden.
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8 Anhang

Auswertung Versuch 1

a b Mittelwert Std.abw.
Kontrolle 17600 50100 33850 22981
Photosensitizer 4300 14200 9250 7000
Laser 30 s 20400 19800 20100 424
Laser 60 s 34700 17200 25950 12374
Laser 90 s 29800 41700 35750 8415
Photos. + Laser 30 s 600 700 650 71
Photos. + Laser 60 s 0 0 0 0
Photos. + Laser 90 s 0 0 0 0

Tabelle 23: Anzahl der Koloniebildenden Einheiten (KBE/ml) in Proben aund b

(Doppelbestimmung), Mittelwerte und Standardabweichungen, Versuch 1

Auswertung Versuch 2

a b Mittelwert | Std.abw.

ohne Serum |Kontrolle 2068000 [ 2408000| 2238000 240416
Photos. + Laser 30 s 87500( 175000 131250 61872

Photos. + Laser 60 s 45500 21500 33500 16971

Photos. + Laser 90 s 0 2000 1000 1414

mit Serum Kontrolle 4480000|3736000| 4108000 526087
Photos. + Laser 30 s 0 0 0 0

Photos. + Laser 60 s 0 0 0 0

Photos. + Laser 90 s 0 0 0 0

Tabelle 24: Anzahl der Koloniebildenden Einheiten (KBE/ml) in Proben a und b
(Doppelbestimmung), Mittelwerte und Standardabweichungen, Versuch 2
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Auswertung Versuch 3

a b Mittelwert Stabw.
ohne HSA Kontrolle 31328000 | 33784000 | 32556000 1736654
Photos. +
2648000 2515000 2581500 94045
Laser 30 s
Photos. +
654000 124000 389000 374767
Laser 60 s
Photos. +
168500 269500 219000 71418
Laser 90 s
mit 25 mg/ml
23036000 | 30940000 | 26988000 5588972
HSA Kontrolle
Photos. +
2000 500 1250 1061
Laser 30 s
Photos. +
113500 177500 145500 45255
Laser 60 s
Photos. +
323500 142000 232750 128340
Laser 90 s
mit 50 mg/ml
38768000 | 24996000 | 31882000 9738275
HSA Kontrolle
Photos. +
8000 17500 12750 6718
Laser 30 s
Photos. +
16500 54000 35250 26517
Laser 60 s
Photos. +
239500 266500 253000 19092
Laser 90 s

Tabelle 25: Anzahl der Koloniebildenden Einheiten (KBE/ml), Mittelwerte und
Standardabweichungen, Versuch 3
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Auswertung Versuch 4

Laser +
Ansatz Kontrolle Spllung Laser Photosens. |Photosens.
1 1116000 28510 54880 42090 115890
2 697000 62710 59720 13290 1560
3 1649000 221680 55740 36900 37820
4 2389000 25590 37180 21470 67970
5 2247000 31000 426600 70670 5400
6 1212000 127550 30930 73510 8740
7 3882000 18200 50050 42730 95060
8 1422000 426600 31560 60070 25520
9 1332000 106790 142200 15370 990
10 35500 209460 63490 4830 9310

Tabelle 26: Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE/mI), Versuch 4

Laser +
Kontrolle |[Spulung Laser Photosens. [Photosens.
Mittelwert 1598150 125809 95235 38093 36826
Stabw. 1054219 129567 120678 24385 41903

Tabelle 27: Mittelwerte und Standardabweichungen, Versuch 4
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Auswertung Versuch 5 -7
Bakterienwachstum (Anzahl KBE)
kein
E. faecalis Wachstum <10 <50 | <100 | <500 | >500
Kontrolle 0 0 0 0 0 5
NaOCI 1 1 2 0 2 4
4o NaOCI + PDT 4 6 0 0 0 0
Kontrolle 0 0 0 0 0 5
NaOCI 1 0 0 0 0 9
2 NaOCI + PDT 0 0 0 0 0 10
Kontrolle 0 0 0 0 0 5
NaOCI 1 0 0 0 0 9
44 NaOCI + PDT 0 0 0 0 0 10
Tabelle 28: Semiquantitative Auswertung Versuch 5, Unterscheidung der
Versuchstage: dO bis d4
Bakterienwachstum (Anzahl KBE)
kein
Aerobe Mischinfektion |Wachstum [ <10 | <50 | <100 | <500 | >500
Kontrolle 0 0 0 0 0 5
NaOCI 0 3 1 1 4 1
do |NaOCl + PDT 4 0 2 1 3 0
Kontrolle 0 0 0 0 0 5
NaOClI 0 0 0 0 0 10
d2 [NaOCl+ PDT 0 0 0 0 1 9
Kontrolle 0 0 0 0 0 5
NaOClI 0 0 0 0 0 10
d4 [NaOCI + PDT 0 0 0 0 0 10

Tabelle 29: Semiquantitative Auswertung Versuch 6, Unterscheidung der

Versuchstage: d0 bis d4
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Bakterienwachstum (Anzahl KBE)

Anaerobe kein

Mischinfektion Wachstum |<10 (<50 |<100 <500 |>500
Kontrolle 0 0 3 2 0 0
NaOCI 7 3 0 0 0 0

do NaOCI + PDT 9 1 0 0 0 0
Kontrolle 0 1 0 4 0 0
NaOCI 10 0 0 0 0 0

d2 NaOCl + PDT 8 2 0 0 0 0
Kontrolle 0 0 4 1 0 0
NaOCl 10 0 0 0 0 0

d4 NaOCl + PDT 10 0 0 0 0 0

Tabelle 30: Semiquantitative Auswertung Versuch 7, Unterscheidung der

Versuchstage: dO bis d4
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