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1. Einleitung

In den unterschiedlichsten medizinischen Fachdisziplinen werden heutzutage moderne
Lasersysteme sowohl flr diagnostische als auch therapeutische Zwecke eingesetzt. Eine der
vielfdltigen Anwendungsmoglichkeiten des Lasers (Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation) beruht auf photochemischen Wechselwirkungen, die bei Bestrahlung
von Gewebe mit einer Lichtquelle niedriger Intensitat in Verbindung mit Sauerstoff und
einem sogenannten Photosensitizer entstehen. Diese Effekte macht man sich in der
photodynamischen Therapie zu Nutze. Sie eignet sich sowohl fiir die Hemmung von
neoplastischen, proliferierenden Zellen, als auch fir die Inaktivierung von diversen

pathogenen Erregern.

Die Erkenntnis, dass durch photooxidative Interaktionen bakterizide Wirkungen entstehen,
wurde bereits Anfang des 20. Jahrhunderts gewonnen. Durch die erfolgreiche
Weiterentwicklung von Antibiotika trat die antibakterielle photodynamische Therapie (aPDT)
jedoch zunachst in den Hintergrund [63]. Das stetige Neuaufkommen Antibiotika-resistenter
Keime aber stellt die medizinische Wissenschaft zunehmend vor neue Herausforderungen
und verlangt nach effizienten Desinfektionsmethoden. Seit den 1990er Jahren befindet sich
die aPDT in der Zahnheilkunde auf dem Vormarsch: Insbesondere in der Parodontologie
kommt sie unterstitzend zur mechanischen Reinigung parodontaler Taschen [21; 64; 82]
und zur Therapie von Weichgewebeinfektionen an dentalen Implantaten [101] zum Einsatz.
Als weitere Indikationen der aPDT werden u.a. die Kavitatendesinfektion nach der
Praparation, die Desinfektion karidsen Dentins [109] und die Behandlung oraler Stomatitiden
und der oralen Candidiasis [13; 19] angegeben. Die Behandlungsmoglichkeiten mit der aPDT

sind vielfaltig und scheinen erfolgversprechend [13; 21; 64; 109].

Auch in der Endodontie scheint die aPDT zufriedenstellende Ergebnisse bei der Abtotung
problematischer Keime zu liefern. Die in infizierten Wurzelkandlen vorherrschende Flora
wird vor allem durch grampositive und gramnegative Anaerobier dominiert [31]. Eine
griindliche Bearbeitung der Wurzelkanalwdnde mit endodontischen Feilen und die addaquate
Desinfektion des Wourzeldentins mit Spillosungen sind daher grundlegend fiir eine
erfolgreiche Wurzelbehandlung. Trotz akkurater Vorgehensweise bei der chemisch-

mechanischen Reinigung von Wurzelkanalen ist es oftmals nicht moglich, alle vorhandenen



Mikroorganismen abzutéten [72; 92]. Eine residuale bakterielle Besiedelung in Nischen und
Seitenkanalchen der Wurzelkandle bleibt bestehen und ist hdaufig ursachlich fir
endodontisches Versagen [72]. Eine besondere Rolle bei persistierender, therapieresistenter
Parodontitis apicalis spielt der fakultative Anaerobier Enterococcus faecalis [31; 54; 112], der
mit vielen der herkémmlichen Desinfektionsmallnahmen nicht ausreichend bekdampft
werden kann [24; 91]. In zahlreichen in vitro Studien dient er zur artifiziellen Infizierung von
Prifkérpern und sein Wachstums- und Resistenzverhalten wird nach wie vor mit regem
Interesse untersucht [1; 24]. Es stellt sich die Frage, ob die antibakterielle photodynamische
Therapie eine angemessene Wirksamkeit gegen solche Keime besitzt und als moderne
Alternative oder auch als ergdnzende MalRnahme zu bislang altbewdhrten und oftmals
vergleichsweise kostenglinstigeren Spilldsungen, wie z.B. Natriumhypochlorit (NaOClI),
Chlorhexidin ~ (CHX), Ethylendiamintetraessigsdaure  (EDTA), Zitronensdure oder

Wasserstoffperoxid (H,0,) gelten kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine in vitro Methode [49] weiterentwickelt, welche eine
Untersuchung von Desinfektionsagentien anhand artifiziell infizierter Rinderzahnwurzeln
(hier mit Enterococcus faecalis) erméglicht. Sie ist Teil eines Parallelprojekts, in welchem
zwei unterschiedliche endodontische Desinfektionsmethoden getestet wurden. Diese Arbeit
bezieht ihren Schwerpunkt auf die Untersuchung der antibakteriellen photodynamischen
Therapie. In der anderen Arbeit [60] wurde anhand desselben Modells die Wirksamkeit von

Natriumhypochlorit als Desinfektionsagens getestet.



2. Literaturiibersicht

2.1. Grundlagen und Theorie der photodynamischen Therapie
2.1.1. Physikalische Grundlagen

Licht ist elektromagnetische Strahlung. Die Lichtwellen einer Wellenldange A schwingen mit

einer Frequenz v und stehen in folgender Beziehung zur Energie eines Photons:

Ephoton = h - vV = %; h entspricht dem Planck’schem Wirkungsquantum h (6,6261 - 1034 Js)

und c ist die Lichtgeschwindigkeit (299 790 kTm) [57].

Aus obiger Gleichung ergibt sich, dass Licht mit groRerer Wellenlange energiedrmer ist als
Licht mit einer kleineren Wellenldnge. Elektromagnetische Strahlung umfasst einen groRen
Bereich von Wellenldngen und dient in der Medizin zu unterschiedlichen diagnostischen und
therapeutischen Zwecken. Wie in Abbildung 1 dargestellt, ist nur elektromagnetische
Strahlung im Wellenldngenbereich von 400 - 700 nm fir das menschliche Auge sichtbar.
Laserwellen medizinischer Systeme befinden sich in diesem Spektrum in einem

Wellenldngenbereich zwischen 107 und 10 m [10].
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Abbildung 1: Das elektromagnetische Wellenspektrum [35]

Der Unterschied zwischen Laserlicht und konventionellen Lichtquellen besteht darin, dass
ein Laser kohdrentes Licht erzeugt, d.h. die Wellen weisen Uber einen zeitlichen und
raumlichen Bereich hinweg eine definierte Phasenbeziehung auf. Die elektromagnetischen
Wellen besitzen somit die gleiche Frequenz und die gleiche Wellenlange.

Bei der Anwendung von Laserlicht in der Zahnheilkunde werden Hardlaser-Systeme von
Softlasern unterschieden. Hardlaser eignen sich fiir invasive Eingriffe, z.B. zum Abtrag von
Zahnhartsubstanz oder aber auch fir chirurgische Anwendungen im Weichgewebe. Die
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photodynamische Therapie wird mit Dioden-Softlasern durchgefiihrt, die durch eine
geringere Energie und Leistung bei groRerer Wellenldange des Laserlichts charakterisiert sind.
Ihr Leistungsbereich liegt in der Regel zwischen 30 und 100 mW. Die Wellenldange ist
abhangig vom Halbleitermaterial der emittierenden Leuchtdiode. Durch das Anlegen einer

Spannung an den Halbleiterstab entsteht eine monochromatische Lichtquelle [10].

2.1.2. Photochemische Wechselwirkung mit Gewebe

Der Wirkmechanismus der antimikrobiellen photodynamischen Therapie beruht auf
photochemischen Wechselwirkungen, d.h. der Anregung von Molekillen durch Licht. Es
handelt sich um eine Reaktion, bei der Laserlicht einer bestimmten Wellenldnge einen
Photosensitizer in der Anwesenheit von Sauerstoff aktiviert [104]. Die vom Laser emittierten
Photonen werden vom Photosensibilisator, der sich nach einer definierten Einwirkzeit im
Gewebe angereichert hat, absorbiert. Aus Sauerstoff entstehen durch Energielbertragung
reaktive, zytotoxische Sauerstoffspezies (ROS), wie z.B. Singulettsauerstoff oder freie
Radikale, welche in der Lage sind, Biomolekiile zu oxidieren und dadurch Proteine, Lipide,
Nukleinsduren und andere Zellkomponenten zu zerstéren [17; 56]. Bakterien im Gewebe
konnen durch Permeabilitdtsveranderungen der Membran irreversibel geschadigt werden,
ohne dass dabei gentoxische oder mutagene Wirkungen auf gesundes Gewebe entstehen
[47; 110]. Im Detail werden dabei zunachst Molekiile des Photosensitizers in den angeregten
Singulettzustand versetzt. Von diesem Zustand aus koénnen sie bei langwelligem Licht
entweder unter Emission von Fluoreszenz oder durch Warmeabgabe in den Grundzustand
zurlick fallen, oder durch Interkombination in den stabileren, angeregten Triplettzustand
Ubergehen [104]. Aus diesem energiereicheren Zustand ist durch Elektronentransfer eine
Energielibertragung auf molekularen Sauerstoff moglich, der im Grundzustand ebenfalls im
Triplettzustand als %0, vorliegt. Es resultiert die Entstehung von energiereichem,
hochreaktivem Singulettsauerstoff 'O, (Typ Il Reaktion). Die Energietibertragung durch
Oxidation kann aber auch direkt auf umliegendes Gewebe erfolgen, wodurch Hyperoxide,
Peroxide oder Hydroxylradikale entstehen (Typ | Reaktion) [51; 52; 53; 56; 104]. Die beiden
Reaktionstypen laufen parallel zueinander ab, wobei das Verhéltnis dieser Reaktionen vom
Redoxpotential des Photosensibilisators und der zu oxidierenden Zielstruktur, vom
Sauerstoffpartialdruck und von der Konzentration der photoaktiven Substanz abhangt [61].

Einen Uberblick tber den Reaktionsablauf verschafft Abbildung 2. Es wird davon
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ausgegangen, dass die Produktion von Singulett-Sauerstoff im Zuge der Typ Il Reaktion
hauptverantwortlich fir die Zytotoxizitat der aPDT ist [67; 105]. Insbesondere pathogene

Anaerobier kdnnen sehr gut durch Singulettsauerstoff inaktiviert werden [64].

Angeregtes Niveau von PS} [quz HO]

Fluoreszenz Typ=1| Lokalisations-
Licht @ - abhangiger
Hites oxidativer Schaden
Typ-Ii
A A K | ( 102 ]

400 00 700 nm

Abbildung 2: Reaktionsmechanismen der Photosensibilisatormolekiile: Durch Lichtenergie wird das
Photosensitizermolekiil aus seinem Grundzustand auf ein héheres Energieniveau angehoben, von
dem aus es in den langlebigeren Triplettzustand U(bergeht. Die Energie des angeregten
Photosensibilisatormolekiils kann als Fluoreszenz oder Warme abgegeben werden, oder zur
Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies verwendet werden. Bei der Typ-I-Reaktion werden Elektronen
auf umliegendes Gewebe lbertragen, wodurch Radikale und deren Reaktionsprodukte mit Sauerstoff
entstehen. Bei der Typ-ll-Reaktion erfolgt die Energielibertragung direkt vom Triplettzustand des
Photosensibilisators auf molekularen Sauerstoff, wodurch hochreaktiver Singulettsauerstoff (‘0,)
entsteht [63]

2.1.3. Photosensibilisatoren

Fir den oben beschriebenen Mechanismus wurden in den letzten Jahrzehnten
unterschiedliche Stoffe als Photosensibilisatoren entwickelt, die gewissen klinischen
Anforderungen Rechnung tragen missen. Porphyrine und deren Derivate (Photofrin®,
Photosan®, 5-Aminoldvulinsdure) und Chlorine (Foscan®) haben sich vor allem in der
Krebstherapie durchgesetzt, da sie sich selektiv in Tumorgewebe einlagern [4]. In der
antibakteriellen photodynamischen Therapie kommen hauptsachlich Phenothiazinderivate
und Phthalocyanine, gelegentlich auch Chlorine und Porphyrine zum Einsatz [56; 107].

Die toxische Wirkung eines Photosensibilisators darf sich erst durch die Aktivierung mit Licht
entfalten. Nach der Anwendung soll er wieder reversibel aus gesundem Gewebe und
Epithelzellen eliminierbar sein. Abhdngig vom medizinischen Anwendungsgebiet, kann der
Farbstoff intravends, oral oder topisch verabreicht werden. Fiir Losungen und intravendse
Injektionen muss er ausreichend wasserloslich sein [10; 56]. Um einen keimtétenden Effekt

erzielen zu konnen, ist ein Licht definierter Wellenlange und Intensitat erforderlich, das der
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Farbstoff absorbieren kann [56]. Das Absorptionsmaximum des Photosensitizers sollte im
roten oder nahen infraroten Spektralbereich liegen, da dort die Eindringtiefe des Lichtes in
biologisches Gewebe am groBten ist [8]. Je hoher die Wellenlange, desto starker ist die
Wirkung in tiefer liegendem Gewebe [10; 67]. So haben die gebrduchlichsten Farbstoffe in
der Zahnmedizin ihr Absorptionsmaximum zwischen 630 und 700nm [56]. Der
Photosensibilisator muss in ausreichender Konzentration im Gewebe vorhanden sein und
sich zudem an die Zellmembran der Zielzellen binden kénnen. Dies geschieht beispielsweise
Uber lonenbindung, Antikorperbindung oder membranaktive Substanzen, (iber die sich der
Farbstoff an die Mureinhiille von Bakterien anlagert [56; 64]. Durch den lipophilen Charakter
der meisten Photosensibilisatoren lagern sie sich vorzugsweise der Lipiddoppelschicht in
Membranen an [104]. Aufgrund unterschiedlicher Zellmembranbestandteile und -dicken von
grampositiven und gramnegativen Bakterien resultieren unterschiedliche phototoxische
Wirkungen der Photosensibilisatoren auf verschiedenartige Bakterienstimme [5; 25].
Neutrale und anionische Photosensitizer binden sehr gut an die Membran grampositiver
Bakterien und fiihren bei Aktivierung zu deren Abtétung, wohingegen bei gramnegativen
Bakterien eine hoéhere Uberlebensfihigkeit nachgewiesen wurde. Die asymmetrische
Anordnung von Lipiden in der &uBersten Zellwand gramnegativer Bakterien dient als
natirliche Schutzbarriere und verhindert eine Diffusion zellschadigender Stoffe, wodurch
z.B. auch eine grofRere Resistenz gegeniber der aPDT resultiert [25; 61]. Durch die Zugabe
von Detergenzien wie EDTA, die die Zellwand gramnegativer Bakterien fiir Photosensitizer
zuganglich machen, entsteht auch an gramnegativen Mikroorganismen, wie z.B. Escheria coli
eine todliche Wirkung [62; 66].

Die gangigsten Systeme aus Photosensitizer und Laser in der Zahnmedizin sind derzeit
Toluidinblau/Toloniumchlorid (635 nm) und Methylenblau (670 nm) mit Diodenlaser als
Lichtquelle. Bei den Farbstoffen Toloniumchlorid und Methylenblau handelt es sich um
Phenothiazin-Derivate, trizyklische Verbindungen positiver Ladung, deren mittlerer Ring ein
Schwefel- und ein Stickstoff-Atom tragt (Abb. 3) [56; 106]. In Anwesenheit von Licht und
Sauerstoff zersetzt sich die oxidationsempfindliche Substanz. Durch funktionelle Gruppen
lasst sich der hydrophile Charakter des Stoffes verandern [105]. Abhdngig vom weiteren
chemischen Aufbau, entfaltet das Phenothiazin unterschiedliche Wirkungen. So werden
seine nicht-oxidierten Derivate z.B. in der Pharmakologie als Ausgangsstoff fiir eine Reihe

von Neuroleptika und Sedativa verwendet [76; 105].
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Abbildung 3: Phenothiazin-Grundgerist [79]

2.2. Die antibakterielle photodynamische Therapie in der Endodontie
2.2.1. in vivo Studien zur aPDT in der Endodontie

Klinische Untersuchungen zur antimikrobiellen photodynamische Therapie in der Endodontie
sind bisher in relativ geringem Umfang verfligbar. Haufig wird sie in klinischen Studien als
Zusatzmallnahme zu altbewdhrten Spilldsungen eingesetzt, da ihre alleinige Anwendung
nur beschrankt einen Abtransport von Dentinspdanen aus dem Wurzelkanallumen gewahrt
[36; 38; 39].

In einer Studie von GARCEZ et al. [38] wurden Wurzelkanalfillungen aufgrund von
persistierenden, symptomatischen apikalen Parodontitiden revidiert und mit der aPDT in
Kombination mit konventioneller Wurzelkanalbehandlung aufbereitet und desinfiziert. Die
Sauberung der Wurzelkanadle erfolgte unter Spilung mit 2,5%igem NaOCI und 3%igem H,0,.
Zur Schmierschichtentfernung wurden 17%iges EDTA und phosphatgepufferte Salzlésung
(PBS-Pufferlosung) verwendet. Vor dem Trocknen der Kandle wurde ein letztes Mal mit
steriler NaCl-Losung gespult. Als Photosensibilisator wurde eine Losung aus Polyethylenimin
und Chlorin in die Wurzelkanale eingebracht. Der Photosensitizer wirkte fiir 2 min im
Wourzelkanal ein, bevor fur 240 sec mit einem 40 mW - Diodenlaser belichtet wurde. Mit
sterilen Papierspitzen wurden Proben vor der Aufbereitung, nach der Aufbereitung unter
Spllung und nach der Belichtung mit der aPDT fiir mikrobiologische Untersuchungen
entnommen. Diese ergaben, dass jeder Zahn vor der Behandlung mit mindestens einem
Antibiotika-resistenten Keim infiziert war und dass nach der Aufbereitung vor Anwendung
der aPDT die Infektion zwar deutlich reduziert werden konnte, aber immer noch Bakterien in
den Kandlen nachzuweisen waren. Ein Antibiogramm ergab, dass es sich bei der resistenten
Mikroflora u.a. um Enterococcus spp., Prevotella spp., Actinomyces spp., Streptococcus spp.,
Porphyromonas spp. und Enterobacter spp. handelte, die auf mehrere verschiedene

Breitband-Antibiotika nicht ansprachen. Durch die Kombination der konventionellen
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Wurzelkanalaufbereitung mit der antibakteriellen photodynamischen Therapie waren nach
Angabe der Autoren jedoch alle Wurzelkanéle frei von Bakterien.

Bereits in friiheren in vivo Untersuchungen von GARCEZ et al. [36; 39] konnte nachgewiesen
werden, dass eine zusatzliche Anwendung der aPDT (unter denselben Bedingungen wie in
der oben beschriebenen Studie) im Vergleich zur alleinigen konventionellen endodontischen
Behandlung eine deutliche Herabsetzung der bakteriellen Kontamination bewirkt. Die
Autoren beschrieben nach einer einwdéchigen medikamentdsen Einlage mit einem
Calciumhydroxid-Préaparat und einer Wiederholung des Desinfektionsvorgangs eine
nochmalige Bakterienreduktion von 92% auf 97%. Sie vermuten, dass die Entstehung
reaktiver Sauerstoffspezies im alkalischen Milieu begilinstigt wird.

BONSOR et al. [14] flhrten ebenfalls eine in vivo Studie (iber die photodynamische
Inaktivierung von Bakterien in Kombination mit NaOCl und Zitronensdaure an Wurzelkanalen
durch. Sie verwendeten als Photosensitizer Toloniumchlorid in der Konzentration
12,7 ug/ml, welcher nach einer Einwirkzeit von 60 sec mit einem 100 mW-Diodenlaser fur
2 min belichtet wurde. Die Proben wurden in zwei Gruppen eingeteilt. In der ersten Gruppe
wurde nach initialer Aufbereitung unter Spilung mit Zitronensdure die aPDT angewendet.
Danach konnten mit Hilfe einer sterilen Handfeile Dentinspdne zur mikrobiologischen
Diagnostik aus dem Kanallumen isoliert werden. Im Anschluss erfolgte die weitere
Aufbereitung des Kanals unter Spilung mit 2,25%igem NaOC| und 20%iger Zitronensaure.
Nach diesem Vorgang wurde erneut eine Probe aus dem Wurzelkanal entnommen und
untersucht. In der zweiten Gruppe wurde im Vergleich zur ersten die Reihenfolge der
Desinfektionsmethoden vertauscht. In der ersten Gruppe konnte nach der ersten
Desinfektion mit Zitronensdure/aPDT nur noch in 2von 23 Kandlen eine bakterielle
Kontamination nachgewiesen werden, in der zweiten Gruppe waren nach Spilung mit
Zitronensaure/NaOCl noch 4 von 23 Kanalen mit Bakterien besiedelt. Die Anwendung von
NaOCl und Zitronensaure ergab also ein etwas schlechteres Ergebnis, als die Anwendung der
aPDT mit Zitronensdure. Sie kamen zu dem Schluss, dass die aPDT in Kombination mit
20%iger Zitronensaure auch ohne NaOCI-Spilung die Wurzelkanale adaquat desinfizieren
kann. Nach der zweiten Desinfektion war in beiden Gruppen jedoch nur noch jeweils ein
Wurzelkanal kontaminiert. In beiden Versuchsgruppen konnte durch die Kombination von
NaOCl und der aPDT eine Bakterienreduktion von insgesamt 96% erreicht werden; die

Reihenfolge der Anwendung war hierbei nicht von Bedeutung.
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In einer dhnlichen Studie von BONSOR et al. [15], bei der Wurzelkanéle von Patienten auf die
gleiche Weise behandelt wurden, wie in obigem Versuch die zweite Gruppe, konnte
ebenfalls festgestellt werden, dass eine Desinfektion mit der aPDT im Anschluss an die
Spilung mit NaOCl und Zitronensdure nochmals eine Bakterienreduktion im Wurzeldentin
bewirken kann.

PINHEIRO et al. [80] wendeten die aPDT an zehn Milchmolaren von Kindern im Alter von 4
bis 7 Jahren an. Die Pulpen der Milchzahne waren alle nekrotisch. Die Zdahne wurden
trepaniert und die Wurzelkanédle unter Kofferdam manuell aufbereitet. Als Spulldsung kam
0,5%iges NaOCl zum Einsatz. Nach der Aufbereitung wurde der Photosensibilisator
Toluidinblau mit Papierspitzen in die Kanédle eingebracht und dort fiir 3 min belassen, bevor
flr 40 sec mit einem 100 mW - Laser bei einer Wellenlange von 660 nm belichtet wurde. Zur
Probenentnahme, die jeweils vor der Aufbereitung, nach der Aufbereitung und nach
Anwendung der aPDT erfolgte, wurden ebenfalls sterile Papierspitzen verwendet. Nach der
Aufbereitung der Wurzelkanadle waren 82,59% der Bakterien eliminiert worden, die aPDT
jedoch konnte eine weitere Bakterienreduktion um 15,78% erreichen. Die Wurzelkanile
waren letztendlich zu 98,37% frei von Mikroorganismen. Die endodontische Behandlung bei
Kindern und die besondere Anatomie von Milchzahnen bereiten oftmals zusatzliche
Schwierigkeiten. Die Autoren beschreiben die antimikrobielle photodynamische Therapie als
eine atraumatische und kostengiinstige Methode, die Desinfektion von Wurzelkanalen in der

Kinderzahnheilkunde zu optimieren.

2.2.2. in vitro Studien zur aPDT in der Endodontie

BERGMANS et al. [11] testeten die Wirksamkeit der aPDT an drei unterschiedlichen
endodontischen Leitkeimen, dem Enterococcus faecalis, dem Streptococcus anginosus und
dem Fusobacterium nucleatum. Infiziert wurden bei diesem in vitro Modell extrahierte und
autoklavierte humane Zihne mit je einem der genannten Mikroorganismen. Die
Probenentnahme erfolgte mit Hilfe steriler Papierspitzen, nachdem die Kanalwande nach der
Desinfektion nochmals mit einer Handfeile flir 20 sec bearbeitet wurden. Untersucht wurden
die Effektivitat des Photosensitizers Toluidinblau mit einer Konzentration von 12,7 mg/ml
nach einer Einwirkzeit von 60 sec und einer Belichtungszeit von 150 sec mit einem 100 mW -
Diodenlaser bei einer Wellenldange von 635 nm sowie die Auswirkungen des Farbstoffs und

der Lichtquelle getrennt voneinander. Mit Farbstoff und Licht konnten 88,4% der E. faecalis-,
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93,8% der S. anginosus- und 98,5% der F. nucleatum- Stamme abgetotet werden. Farbstoff
oder Licht alleine hatten keinen Einfluss auf die Infektion der Proben. Eine dhnliche
Untersuchung machten FIMPLE et al. [32]: Sie kultivierten einen Biofilm aus Actinomyces
israelii, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis und Prevotella intermedia in
Wurzelkanalen extrahierter, autoklavierter humaner Zdhne. Die Prasenz des Biofilms wurde
chemisch und rasterelektronenmikroskopisch nachgewiesen. Im Anschluss erfolgte die
Behandlung mit der aPDT. Methylenblau in der Konzentration 25 pg/ml in Kombination mit
Licht einer Wellenldange von 665 nm und einer Leistung von 100 mW fiihrte nach 5 min
Belichtungszeit zu einer Reduktion von bis zu 80% der bakteriellen Besiedelung. Durch den
Diodenlaser alleine konnte kein abtotender Effekt auf die Mikroorganismen erzielt werden,
der Farbstoff alleine reduzierte die Kontamination um bis zu 34%. WILLIAMS et al. [108]
untersuchten die Wirksamkeit der aPDT mit dem Farbstoff Methylenblau (Konzentration
10 ug/ml) bei einer Wellenlange von 633 nm einerseits an Bakteriensuspensionen aus
Fusobacterium nucleatum (gram-), Peptostreptococcus micros (gram+), Prevotella intermedia
(gram-) und Streptococcus intermedius (gram+) und andererseits an kiinstlichen und
humanen Wurzelkanalen, die mit Streptococcus intermedius infiziert wurden. Eine Reduktion
der bakteriellen Infektion konnte in allen Fallen erzielt werden, bei den
Bakteriensuspensionen gelang dies jedoch besser als bei den kiinstlichen Wurzelkanalen. Die
schlechteste Wirkung zeigte die Desinfektion an den humanen Wurzelkandlen. Hier wurde
eine Reduktion der Infektion um 2 log;o Stufen erreicht, in der Bakteriensuspension waren es
fur den gleichen Mikroorganismus 6,7 log;y Stufen. Die Autoren vermuten, dass
Wurzeldentin den Mikroorganismen ein giinstigeres Milieu zum Uberleben bietet. Die
gramnegativen Keime F. nucleatum und P. intermedia waren der aPDT gegenliber weniger
empfindlich. In &lteren Studien wurde bereits beobachtet, dass gramnegative
Mikroorganismen im Vergleich zu grampositiven Bakterien resistenter gegen
Singulettsauerstoff sind [23; 102]. MEIRE et al. [65] verwendeten in einer ihrer Studien
ebenfalls eine Bakteriensuspension und extrahierte humane Zdhne zur Testung von
unterschiedlichen Lasersystemen im Vergleich zu 2,5%igem NaOCI. Als Testkeim wurde
E. faecalis gewahlt. Unter anderem kamen hochenergetische Laser-Systeme, wie etwa
Nd:YAG- (1064 nm) und KTP-Laser (532 nm) zum Einsatz, deren antimikrobieller Effekt auf
einer lokalen Hitzeentwicklung beruht. Zum anderen wurden auch niedrigenergetische

Softlaser wie z.B. die aPDT (Licht mit einer Wellenldange von 635 nm bei 100 mW in
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Kombination mit dem Farbstoff Toluidinblau in der Konzentration 12,7 ug/ul) getestet. Die
hochenergetischen Laser zeigten keinen Effekt auf die Bakteriensuspension; bei der
Anwendung in den infizierten Wurzelkandlen konnte eine leichte, aber nicht signifikante
Herabsetzung der bakteriellen Kontamination erzielt werden. Allerdings konnten ELDENIZ et
al. [28] mit dieser Art von Lasern eine Desinfektion von bis zu 96% erzielen. Fir die aPDT
beobachteten MEIRE et al. folgendes: In der Suspension konnte eine Bakterienreduktion um
2,7 logyo Stufen erzielt werden, im Zahnmodell waren es 1,42 log;o Stufen. Sie gehen davon
aus, dass sich im Wurzelkanal ein Biofilm aus E. faecalis organisiert hat, der sich hinsichtlich
seiner Zellwandkomponenten, metabolischen Aktivitat, Genexpression und der Fahigkeit,
eine extrazellulare Matrix bilden zu kénnen, von der E. faecalis Kultur in der Suspension
unterscheidet und sich dadurch bessere Uberlebensbedingungen fiir den Mikroorganismus
bieten [22; 43]. NaOCI lieferte das beste Desinfektionsergebnis: in der Suspension wurden
100% der Mikroorganismen eliminiert, im Zahnmodell wurde ihr Anfangsbestand nur um
2 logo Stufen reduziert. Zur Desinfektion des Wurzelkanals wurde aber nur ein sehr geringes
Volumen der NaOCI-Losung von 100 ul verwendet, was zu diesem unbefriedigenden
Ergebnis geflihrt haben konnte. GARCEZ et al. [36; 38; 39; 40] konnten durch die
Kombination von NaOCl mit der aPDT sowohl in vivo als auch in vitro gute
Desinfektionsergebnisse dokumentieren. Dies bestatigen die Ergebnisse von NG et al. [75],
die durch die aPDT ebenfalls eine signifikante Verbesserung der Desinfektion nach
chemomechanischer Wurzelkanalreinigung mit NaOCl und endodontischen Feilen erreichen
konnten. Sie verwendeten in ihrer Studie den Photosensitizer Methylenblau in der
Konzentration 50 pg/ml, der fir 5 min mit einem 1 W-Laser bei 665 nm belichtet wurde.

Uber mégliche zytotoxische Effekte der aPDT auf Osteoblasten und gingivale Fibroblasten
berichteten XU et al. [110]. Wie bei anderen endodontischen Spillésungen auch, besteht bei
der Injektion des Farbstoffs in den Wurzelkanal die Gefahr, dass die Losung Uber das
Foramen apicale in das periapikale Gewebe eindringt. In Anlehnung an die
Dosierungsvorgaben der aPDT in der Endodontie, wurden die Zellen Energiedosen von 10, 20
und 40 mW/cm? fiir 5 min und dem Farbstoff Methylenblau in einer Konzentration von
50 ug/ml ausgesetzt. Osteoblasten reagierten etwas empfindlicher auf die aPDT als
Fibroblasten, was sich durch eine verminderte Mitochondrienaktivitdt um 34% und durch
eine Herabsetzung der Zellproliferation um 38-59% bemerkbar machte. Gegeniber

Fibroblasten konnten keine cytotoxischen Effekte aufgezeigt werden. Vergleichsweise wurde
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der Test auch mit NaOCI durchgefihrt, was zu einer verminderten Mitochondrienaktivitat
und Proliferation der Zellen um 97-100% fiihrte. Diesbeziiglich besitzt die aPDT eine groRere
therapeutische Breite als NaOCI. Ahnliche Ergebnisse haben GEORGE und KISHEN [42] in
einer Untersuchung an Fibroblasten und E. faecalis beschrieben: E. faecalis wurde durch die
aPDT schneller inaktiviert, als ein irreversibler Zellschaden an den Fibroblasten entstehen
konnte. Im Vergleich zu NaOCI war auch hier die aPDT weniger zytotoxisch. ZEINA et al. [111]
konnten keine relevante Zytotoxizitat der aPDT auf Keratinozyten feststellen.

Die Mehrheit der Autoren empfiehlt die aPDT als ergdnzende MalRnahme bei der
endodontischen Behandlung [11; 32; 39; 59; 108]. Insbesondere NaOCI gilt nach wie vor als
Goldstandard zur Desinfektion und Spilung von Wurzelkandlen. Um die antimikrobielle
photodynamische Therapie als einzige Desinfektionsmethode bei der Wurzelbehandlung
anzuwenden und eine suffiziente Keimfreiheit gewahrleisten zu kdnnen, sind die bisher
gemachten Erkenntnisse zu uneinheitlich. Um eine annadhernd 100%ige Desinfektion von
Wurzelkanalen erreichen zu kdnnen, bedarf es immer noch der Weiterentwicklung der
antibakteriellen photodynamischen Therapie bzw. bis dahin der weiteren Anwendung von

altbewahrten Spillésungen [11; 38; 65; 75].

2.2.3. Einfluss des Photosensibilisators auf die Wirkung der aPDT

Es ware moglich, dass die Effektivitat der aPDT von unterschiedlichen Parametern des
verwendeten Farbstoffs abhdngig ist [56]. Eine Variable ist z.B. die Konzentration des
Farbstoffs. Zur Desinfektion von Wurzelkandlen wird Methylenblau meist in Konzentrationen
zwischen 6,25 pg/ml und 25 pg/ml verwendet [32; 34; 96], fur Toluidinblau werden haufig
Konzentrationen zwischen 10 pg/ml und 100 pg/ml angegeben [11; 15; 65; 108]. FOSCHI et
al. [34] verwendeten zur photodynamischen Inaktivierung von Bakterien den Farbstoff
Methylenblau in der Konzentration 6,25 pug/ml, um eine bakterizide Wirkung auf den
Enterococcus faecalis zu testen. Die bakterielle Kontamination der Proben konnte um 77,5%
reduziert werden. In einer frilheren Untersuchung der Autoren [96] wurde der gleiche
Farbstoff in der vierfachen Konzentration (25 pg/ml) eingesetzt: 97% der Mikroorganismen
wurden eliminiert, also rund 20% mehr. Sie konnten auch feststellen, dass der Farbstoff in
hoherer Konzentration bereits ohne Belichtung Bakterien abgetétet hat. Allerdings konnten
WILLIAMS et al. [108] bei Anwendung einer doppelten Farbstoffkonzentration von

Toluidinblau keine Wirkungsverbesserung dokumentieren, hingegen aber bei einer

14



Verdoppelung der Lichtenergie. BERGMANS et al. [11] untersuchten den Einfluss des
Photosensitizers Toluidinblau auf das Bakterienwachstum von E. faecalis, S. anginosus und
F. nucleatum. Sie konnten keine bakterizide Wirkung feststellen. Eine Studie von FIMPLE et
al. [32] bestatigt dieses Ergebnis nicht. Bei ihnen wurde ein antibakterieller Effekt des
Farbstoffs auf unterschiedliche Testbakterien beobachtet. Eine einheitliche Aussage dartber,
ob der Farbstoff alleine bakterizide Wirkungen besitzt, ldsst sich bisher nicht machen, zumal
in den verschiedenen Studien auch unterschiedliche Farbstoffe in unterschiedlichen
Konzentrationen verwendet wurden.

Ob zwischen den erhdltlichen Farbstoffen Unterschiede in der Effektivitat bei Belichtung
bestehen, testeten SOUZA et al. [98]. Anhand eines in vitro Models mit extrahierten,
einwurzeligen humanen Zahnen wurden die beiden gangigsten Sensitizer Toluidinblau und
Methylenblau in Konzentrationen von jeweils 15 pug/ml miteinander verglichen. Die Zdhne
wurden vor der Anwendung der aPDT aufbereitet und entweder mit 2,5%igem NaOC| oder
mit 0,85%igem NaCl gesplilt. Als Testbakterium verwendeten die Autoren E. faecalis. Wie in
diversen anderen Studien konnte durch die aPDT eine Reduktion der Bakterienkolonien
beobachtet werden, statistisch relevant war die Absenkung aber nur bei der Belichtung von
Toluidinblau nach der Spilung mit NaCl. Zwischen den beiden Farbstoffen wurde in der
Wirksamkeit kein signifikanter Unterschied festgestellt. Dies bestatigt sich in einer weiteren
Studie von SOUZA et al. [99], bei der sie einen fungiziden Effekt der aPDT mit den
Photosensitizern Methylenblau, Toluidinblau und Malachitgriin, jeweils in einer
Konzentration von 0,1 mg/ml an dem Erreger Candida albicans testeten. Zwischen den
unterschiedlichen Farbstoffen ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied. Die
bakterielle Reduktion lag in einem Bereich zwischen 0,54 und 3,07 log;o Stufen und war
abhangig von der applizierten Energiedosis. GEORGE und KISHEN [41] untersuchten die
Wirkung des Photosensibilisators Methylenblau in einer polaren und in einer unpolaren
(Glycerol-Ethanol-Wasser) Losung am Mikroorganismus E. faecalis. Die Autoren beschrieben
anhand einer Grafik eine signifikant héhere log;o-Stufen Reduktion der Bakterienkolonien bei
der unpolaren Losung. Genaue Werte der logio-Stufen Reduktion konnten dem Text nicht
entnommen werden. Die Verfasser der Studie vermuten, dass durch Glycerol und Ethanol
die bakterielle Membran durchldssiger gemacht oder sogar geschadigt wird, sodass der
Sensitizer auch an intrazellulairen Bestandteilen, wie z.B. der DNA binden und diese

zerstoren kann. Auch HAIDEKKER et al. [46] stellten fest, dass die photooxidativen
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Eigenschaften von Photosensibilisatoren durch Polaritat und Viskositat des Losungsmittels
beeinflusst werden konnen. GARCEZ et al. [37] fanden in ihrer Studie, dass die Anreicherung
des Farbstoffs Methylenblau mit Wasserstoffperoxid (H,0,) die antibakterielle Wirkung der
aPDT verstarkt. Dies zeigte sich fur das grampositive Testbakterium Staphylococcus aureus
genauso wie fiir den gramnegativen Testkeim Escheria coli und den mykotischen Erreger

Candida albicans.

2.3. Die photodynamische Therapie in anderen medizinischen Bereichen

Auch in anderen medizinischen Fachdisziplinen bietet die photodynamische Therapie ein
breites Indikationsspektrum [56]. Die Eigenschaft einiger Photosensibilisatoren, sich selektiv
in Tumorgewebe anzureichern, hat sich insbesondere in der Onkologie als nitzlich erwiesen
[56]. In der Dermatologie lassen sich mit der photodynamischen Therapie bei der
Behandlung nicht-melanozytarer Hautveranderungen gute medizinische und auch asthetisch
zufriedenstellende Ergebnisse erzielen [57]. Haufig zur Anwendung kommt sie in Verbindung
mit dem  Photosensitizer = 5-Aminolavulinsdure  (5-ALA), einer Vorstufe des
Protoporphyrins IX, bei der Therapie von prdkanzerdsen Ldsionen der Haut wie z.B. der
aktinischen Keratose oder Cheilitis, dem Morbus Bowen oder dem bereits invasiven,
oberflachlich wachsenden Basalzellkarzinom [4; 9; 57]. Als nicht onkologische Indikationen
fur die PDT in der Dermatologie werden auch entziindliche Hauterkrankungen wie etwa
Acne vulgaris, Lichen ruber, Impetigo contagiosa oder Psoriasis vulgaris beschrieben [9; 57;
61]. In den unterschiedlichsten Fachbereichen wird im Rahmen eines Tumorstagings oftmals
die photodynamische Diagnostik zur Detektion maligner Neoplasien, wie z.B. von
Blasenkrebs oder Gehirntumoren angewandt [70; 113]. Die Behandlung mit dem Laser ist
sowohl als palliativer als auch kurativer Therapieansatz in der Krebsbekampfung vertreten.
Hierbei zeichnet sie sich gegeniiber der konventionellen Chirurgie durch die Mdglichkeit
eines minimal-invasiven Vorgehens bei der Behandlung von flachig-wachsenden oder sich im
Anfangsstadium befindlichen Tumoren aus [20; 50]. In der Augenheilkunde hat sich die
photodynamische Therapie als ein mogliches Standardverfahren zur Behandlung der
altersbedingten Makuladegeneration etabliert. Neovaskularisationen und vasoproliferative
Tumoren der Netzhaut, wie etwa Himangiome, werden inaktiviert und somit das Eintreten

von Flissigkeit in die Netzhaut verhindert [7].
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2.4. Enterococcus faecalis

2.4.1. Allgemeines zum Bakterium Enterococcus faecalis

Enterokokken sind grampositive, paarig oder als kurze Ketten angeordnete, kugelformige
Bakterien, die lange Zeit zu den Streptokokken der Serogruppe D gezahlt wurden; nach dem
neuesten Klassifikationsschema werden sie aber der Familie der Enterococcaceae
zugerechnet [73]. Als die wichtigsten humanpathogenen Spezies gelten der haufig
vorkommende Enterococcus faecalis und der etwas seltenere Enterococcus faecium [73], die
zur physiologischen Darmflora von Menschen und Tieren gehdren [54; 71; 103]. Erstmals
beschrieben wurde der Name ,entérocoque”, der den intestinalen Ursprung dieser
grampositiven Diplokokken hervorhebt, bereits im Jahre 1899 von Thiercelin in seinem
Artikel ,Sur un diplocoque saprophyte de l'intestin susceptible de devenir pathogene”. Der
E. faecalis besitzt einen fakultativ anaeroben Stoffwechsel, aber keine Katalase-Aktivitat und
kann auch bei extremen, wechselnden Bedingungen Uiberleben [54]; er ist hitzestabil bei bis
zu 60 °C fiir 30 min und wachstumsfahig in 6,5%iger NaCl-Losung oder bei einem pH von 9,6,
wie SHERMAN bereits 1938 in seinem Review-Artikel , The Enterococci and related
Streptococci” erklarte [71; 89].

Im Rahmen nosokomialer Infektionen zahlt der E. faecalis zu den drei haufigsten
ursidchlichen Keimen [6; 58; 71]. Endokarditis, Atemwegs- und Harnwegsinfekte sowie
Infekte des zentralen Nervensystems sind die am hadufigsten auftretenden Krankheitsfalle
[103]. Insbesondere der vermehrte Einsatz von Antibiotika mit fehlender Wirksamkeit gegen
Enterokokken, der sogenannten ,Enterokokkenliicke”, beginstigt dieses Phanomen.
Immunsupprimierte, schwer erkrankte oder neutropenische Patienten sind besonders
empfanglich fur eine Infektion mit opportunistischen Erregern [73]. Das stetige Aufkommen
neuer multiresistenter Enterokokken-Stamme, wie z.B. Aminopenicillin-, Gentamicin- und
Vancomycin-resistenter Enterokokken [103], stellt die Wissenschaft in der Entwicklung
neuer, wirksamer antimikrobieller Strategien vor eine enorme Herausforderung und bereitet
bei der Behandlung infizierter Patienten Schwierigkeiten [6; 54; 58].

In der Zahnheilkunde tritt der Enterococcus faecalis ebenfalls im Zusammenhang infektidser
Geschehen auf: Er wird vor allem in der Endodontie mit fehlgeschlagenen
Wurzelbehandlungen und persistierenden Infektionen der Periapikalregion in Verbindung

gebracht [1; 31; 54; 69; 112]. Problematisch ist seine Unempfindlichkeit gegeniber vielen, in
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endodontischen Behandlungen gebrduchlichen, antibakteriellen Spullésungen und
Medikamenten [24; 54; 81; 91]. Es ist keine Seltenheit, dass er auch in abgefiillten
Wurzelkanadlen noch nachgewiesen wird [24; 30; 31]. Gelegentlich kommt er in anaeroben
Mischinfektionen akuter odontogener Abszesse vor [97], auch im Speichel und in Plaque

wird der E. faecalis gefunden [3; 24; 112].

2.4.2. in vivo Studien zum Enterococcus faecalis in der Endodontie

ZHU et al. [112] stellten mittels der Polymerase Kettenreaktion (PCR) fest, dass die meisten
revisionsbedurftigen, wurzelbehandelten Zdhne mit bestehender Parodontitis apicalis mit
dem Enterococcus faecalis besiedelt waren. Teilweise war der Keim auch im Speichel der
Patienten nachzuweisen. Ahnliche Ergebnisse lieferte eine Studie von GOMES et al. [45], bei
der ebenfalls Proben aus zuvor wurzelgefiillten Zdhnen mit réntgenologischer apikaler
Aufhellung isoliert und anhand PCR untersucht wurden: Bei der mikrobiologischen
Auswertung wurde auch hier am haufigsten den Enterococcus faecalis in den Proben
identifiziert, gefolgt von Peptostreptococcus micros. Bei den anderen Mikroorganismen
handelte es sich u.a. um Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis und
Prevotella intermedia. Auch DAHLEN et al. [24] wiesen in allen Féllen von 29 wurzelgefillten
Zahnen mit persistierender apikaler Parodontitis Enterococcus spp. mit der PCR nach, die
zusatzlich einer Antibiotika-Resistenzbestimmung unterzogen wurden. Es handelte es sich in
26 Fallen um den Enterococcus faecalis und in drei Fallen um den Enterococcus faecium. Alle
Keime konnten hierbei mit Vancomycin und Erythromycin erfolgreich behandelt werden, die
meisten hielten auch dem Tetracyclin-HCl Prdparat nicht stand. Eine Resistenz bestand
hauptsachlich gegeniiber Clindamycin und Metronidazol. Bei Ampicillin und Bencylpenicillin
war die minimale Hemmkonzentration im Vergleich zu Streptokokken um das 10 - 100 fache
erhoht. In einer Untersuchung von ROCAS et al. [83] wurde festgestellt, dass der
Enterococcus faecalis bei Zahnen mit chronischer oder persistierender Infektion ofter
nachgewiesen wurde, als bei Zahnen mit akuter Entziindung. Ein signifikanter
Zusammenhang des Enterococcus faecalis bestehe vor allem mit fehlgeschlagenen
Wurzelbehandlungen. Des Weiteren komme Selbiger haufiger bei asymptomatischer
apikaler Parodontitis vor als bei symptomatischer. Eine Untersuchung von OZBEK et al. [78]
bestatigt diese Ergebnisse: Auch hier besteht eine weitgehende Assoziation des

Mikroorganismus mit fehlgeschlagenen Wurzelbehandlungen. In einer Studie von GOMES et
18



al. [44] wurden Proben aus bisher unbehandelten und aus revisionsbedirftigen
Wurzelkanalen mit apikaler Parodontitis entnommen. Die mikrobiologische Diagnostik
erfolgte einerseits mit Kulturen und andererseits mittels PCR. Dabei war der Nachweis des
E. faecalis mittels PCR empfindlicher als der Kulturnachweis. Mit ihr konnte der
Mikroorganismus weitaus sensitiver detektiert werden. Einen Hinweis darauf, wie stark ein
Wurzelkanal mit dem Bakterium kontaminiert war, konnte sie jedoch nicht geben. Im
Gegensatz zu der Untersuchung von ROCAS et al. [83], wurden durch die PCR in den erstmals
wurzelbehandelten Zdhnen genauso oft Enterokokken nachgewiesen, wie in den revidierten
Wurzelkanilen. Die Kulturen hingegen zeigten des Ofteren kein Wachstum, wo die PCR
einen DNA-Nachweis des E. faecalis lieferte. Hierbei muss allerdings bedacht werden, dass
bei der PCR auch tote Bakterien angezeigt werden. Mit Hilfe des Kulturnachweises sind im

Gegensatz dazu nur lebende Mikroorganismen zu detektieren.

2.4.3. in vitro Studien zum Enterococcus faecalis in der Endodontie

Aufgrund seines anspruchslosen, umweltresistenten Wachstums [54; 71; 89] und seiner
grofRen Bedeutung im Hinblick auf fehlgeschlagene Wurzelbehandlungen [45; 112] wird der
Enterococcus faecalis sehr haufig bei in vitro Untersuchungen benutzt, um die Wirksamkeit
von Desinfektionsagentia zu testen. So wurde er auch von ABDULLAH et al. [1] in ihrer Studie
eingesetzt: Anhand drei unterschiedlicher Kulturaufbereitungen des Enterococcus faecalis -
namlich einer Suspension, eines Biofilms, der auf einem Zellulose-Nitrat-Membranfilter
herangeziichtet wurde, und eines Pellets - untersuchten sie die Wirksamkeit verschiedener
Desinfektionsagenzien, u.a. von Calciumhydroxid (pH=12,3), 0,2%igem CHX, 17%igem EDTA
und 3%igem NaOClI, fiir unterschiedliche Einwirkzeiten. NaOCl| war hierbei am effektivsten
und totete alle Mikroorganismen binnen 2 min irreversibel ab. CHX und Ca(OH), konnten
keine 100%ige Desinfektion gewahrleisten, EDTA lieferte insgesamt die unzureichendsten
Ergebnisse. Es wurde gezeigt, dass sich in vitro die Inaktivierung des Enterococcus faecalis in
einem Biofilm schwieriger gestaltet als in einer Suspension, falls das Desinfektionsagens
keine gewebeauflésenden Eigenschaften besitzt. EVANS et al. [30] stellten fest, dass der
Enterococcus faecalis trotz der Anwendung von Ca(OH), tiberleben kann, wenn der erreichte
pH-Wert im Wurzeldentin < 11,1 ist. Bei hoherem pH-Wert sinkt seine
Uberlebenswahrscheinlichkeit. Die Ergebnisse von ABDULLAH et al. [1] decken sich

weitgehend mit denen von DUNAVANT et al. [27], die ebenfalls unterschiedliche Agenzien in
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ihrer Wirksamkeit gegeniiber einem E. faecalis Biofilm testeten: Auch sie fanden heraus,
dass CHX in 2%iger Losung weniger effektiv desinfiziert als NaOCl in 1%iger und 6%iger
Losung. Auch die relativ neu entwickelte Spiilldsung BioPure MTAD (Dentsply Tulsa Dental,
Johnson City, TN, USA), die aus einer Mischung aus Zitronensdure, Doxycyclin und einem
Detergenten besteht, konnte keine zufriedenstellenden Ergebnisse liefern: Nur 16% der
Bakterien konnten irreversibel inaktiviert werden. 17%iges EDTA schnitt hinsichtlich der
Desinfektion wieder insuffizient ab. Es eignet sich jedoch sehr gut zur
Schmierschichtentfernung: Durch die Eroffnung der Dentintubuli wird fiir andere
Desinfektionsagenzien ein Zugang zu den Mikroorganismen geschaffen [31]. NEWBERRY et
al. [74] verwendeten MTAD als finale Spilldsung von Wurzelkanédlen extrahierter Zahne. Die
Kandle wurden zundchst aufbereitet und mit 1,3%igem NaOCI| und 17%igem EDTA gespdilt.
AnschlieBend wurden sie in 8 Gruppen unterteilt und mit je einem von 8 unterschiedlichen
E. faecalis Stammen infiziert. Es erfolgte eine letzte Spilung mit NaOCl, bevor MTAD fir
5 min in die Kandle gegeben wurde. Eine effektive Desinfektion durch die Kombination von
NaOC| und MTAD wurde in 7 von 8 Gruppen erreicht. Lediglich bei dem E. faecalis Stamm
ATCC 19433 konnte noch ein Wachstum nach der Behandlung beobachtet werden.

Um eine suffiziente Desinfektion des Enterococcus faecalis gewahrleisten zu kénnen, wird
heutzutage von einigen Autoren empfohlen, mehrere Spillésungen in der
Wurzelbehandlung zu verwenden, da oftmals eine einzige Desinfektionsmethode nicht
wirksam gegen alle vorhandenen Arten an Mikroorganismen ist [74]. In diesem
Zusammenhang hat sich vor allem die kombinierte Anwendung von NaOCl, EDTA, CHX und
Ca(OH), bewadhrt [86]. Um aseptische Bedingungen zu schaffen, ist das Anlegen eines

Kofferdams unerlasslich [31].

2.5. Bacillus subtilis

Fiir den experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit wurden als Proben Zahnwurzeln frisch
geschlachteter Rinder verwendet. In diesem Kapitel wird deshalb auf den aerob wachsenden
Sporenbildner Bacillus subtilis eingegangen, da die Rinderzahne natirlicherweise, bedingt

durch die Nahrung der Tiere, mit diesem Keim besiedelt waren.

Der Bacillus subtilis, auch gemeiner Heubazillus genannt, ist ein grampositives,

stabchenférmiges, begeiReltes Bakterium und gehort wie alle Bakterien der Gattung Bacillus
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taxonomisch zu den Eubakterien (Bacteria). Er ist ein aerob wachsender Endosporenbildner,
der ubiquitar verbreitet ist. So kann er in Wasser, Luft und Boden (besonders Komposterde)
nachgewiesen werden und ist im Heuaufguss leicht anzureichern. Bedingt durch seinen
natirlichen Lebensraum ist der Mikroorganismus wechselnden Umwelteinflissen wie etwa
Temperaturschwankungen und unbestandiger Luftfeuchtigkeit relativ ungeschitzt
ausgeliefert [12]. Er hat daher im Laufe der Evolution eine Reihe von Strategien entwickelt,
die sein Uberleben auch unter widrigsten Umstidnden sichern. So ist er zur Ausbildung von
Sporen befdhigt, die gegen Austrocknung, Bestrahlung und Hitze resistent sind [26; 90].
Daher kann mit gangigen Desinfektionsmethoden wie etwa hochprozentigem Ethanol keine
vollstdndige Eliminierung dieses Mikroorganismus erreicht werden [29]. Auch klassische
Sterilisationsverfahren wie z.B. die Dampfdrucksterilisation bei 121 °C bzw. 134 °C sind nicht
in der Lage, die Sporen zu inaktivieren [68]. Wegen dieser Eigenschaft wird B. subtilis heute
als Indikator bei der Testung von Sterilisationsprozessen und Desinfektionsmethoden in

Pharmazie, Medizin und Lebensmittelindustrie verwendet [2; 84; 90].

Des Weiteren findet das Bakterium als Pharmakon in der Humanmedizin Anwendung. So
sind Medikamente wie etwa Utilin®, Utilin N®, Bactisubtil® u.a. zur Behandlung von
chronischen Dermatosen bzw. von Durchfall, Enteritis, Enterocolitis oder von intestinalen
Stérungen chemo- oder strahlentherapierter Krebspatienten in der Roten Liste sowie in
zahlreichen Studien beschrieben [12; 55; 94; 95]. Seine antimikrobielle Wirkung gegen einige
Faulniserreger, darunter auch Candida albicans, wird medikamentés genutzt [100]. Auch in
der Landwirtschaft dient das Bakterium als natiirliches Fungizid beim Anbau von Baumwolle,

Gemiise, Erdnlissen und Sojabohnen [12].

Fir molekularbiologische und genetische Untersuchungen ist der Mikroorganismus von
besonderem Interesse auf Grund seiner phylogenetischen Ndhe zu Pathogenen wie
Staphylokokken, Listerien, Mykobakterien und Mykoplasmen sowie wegen der
beschriebenen Endosporenbildung. Er ist daher eines der am besten erforschten gram-
positiven Bakterien Gberhaupt [12; 26]. Ferner spielt Bacillus subtilis wegen seiner Fihigkeit,
extrazelluldire Enzyme zu sezernieren, bei der industriellen Herstellung von

Waschmittelenzymen sowie bei der Synthese von Riboflavin (Vitamin B 12) eine Rolle [12].
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3. Fragestellung

Die Zielsetzung dieser Arbeit liegt darin, ein bereits bestehendes in vitro Modell zur Testung
endodontischer Desinfektionsmethoden anhand artifiziell infizierter, boviner Wurzelkanale
weiterzuentwickeln. In Anlehnung an die im Literaturverzeichnis beschriebenen Punkte

sollen in dieser Arbeit folgende Aufgaben abgehandelt werden:

1. Es soll ein vollstandig autoklavierbarer Bohrstiander entwickelt, angefertigt und
verwendet werden, der Prazisionsbohrungen ins Dentin im Mikrometerbereich
erlaubt.

2. Durch Modifizierungen des Bohrvorgangs soll versucht werden, ein Tiefenprofil der
mit Mikroorganismen besiedelten Dentintubuli darzustellen. Es soll untersucht
werden, wie weit die Bakterien in die Dentinkanalchen vordringen konnten und ob es
mit der Desinfektionsmethode gelang, auch Mikroorganismen in tieferen
Dentinschichten irreversibel zu eliminieren.

3. Die antibakterielle Wirkung der photodynamischen Therapie soll fiir unterschiedliche
Belichtungszeiten mit dem Diodenlaser anhand dieses verbesserten Modells
untersucht werden, wobei die Behandlung mit und ohne Photosensitizer
durchgefiihrt wird. Fir die Testung soll ein am Markt erhaltliches und fiir die klinische

Anwendung zugelassenes Gerdt verwendet werden.
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4. Material und Methode
4.1. Eingesetzter Mikroorganismus

Die flr den Test beno6tigten Bakterien wurden vom Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene
des Klinikums der Universitdt Regensburg bezogen. Fir die Versuche wurde verwendet:

Enterococcus faecalis GC ATCC 29212

4.2. Testgerat

Als Belichtungsquelle wurde das Lasersystem PACT' mit entsprechendem Zubehor
verwendet (Abb. 4). Als Photosensitizer wurde steriles Toluidinblau® (Toloniumchlorid)
eingesetzt. Das Absorptionsmaximum des Photosensibilisators liegt im Bereich von 635 nm,
der Diodenlaser belichtet mit einer Leistung von 100 mW. Die Konzentration des
Photosensitizers war aus den allgemein erhdltlichen Produktbeschreibungen nicht
ersichtlich. Auf direkte Anfrage beim Hersteller konnte sie ebenfalls nicht eruiert werden.
Die Lagerung des Farbstofffluids erfolgte kihl, trocken und lichtgeschiitzt in 1 ml
Dosierspritzen, wobei eine Portion jeweils nur fir eine Versuchsgruppe von finf
Rinderzahnen verwendet wurde, um eine Kontamination des Farbstoffs mit dem E. faecalis
zu vermeiden. Die PACT Light Guide Endo Ansitze® wurden ebenso nach jedem

Versuchsdurchlauf verworfen.

' PACT, cumdente (TGbingen)
? cumdente (TGbingen)

* cumdente (TGbingen)
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Abbildung 4: Das verwendete Diodenlaser-Handstiick mit zugehdrigem Endo-Aufsatz und einer
Farbstoff-Dosierspritze

4.3. Ndhrmedien

Zur Herstellung einer fir Enterokokken geeigneten Nahrbouillon wurden eine Einwaage von
30 g Trypticase-Soy-Broth* und 3 g Hefeextrakt® in 11 18 Q- Millipore Wasser aus dem
Millipore-Gerat® gelést. Die Flissigkeit wurde anschlieRend fiir 20 min bei 121 °C und einem

Druck von 3 bar im Autoklaven’ dampfsterilisiert.

Zur Koloniezahlbestimmung am Versuchsende wurden die Proben auf 94 mm Kanamycin-
Asculin-Azid-Selektivnihrbdden (= Enterokokken-Platten) ausgestrichen, welche vom Institut
far Mikrobiologie und Hygiene des Klinikums der Universitat Regensburg hergestellt wurden.
Die Platten wurden bis zu ihrer Verwendung im Kihlschrank® bei 7,5 °C aufbewahrt. Die

Lagerdauer hat einen Zeitraum von 3 Wochen nie iberschritten.

* Becton & Dickinson (Sparks, USA)

> Bacto Yeast Extract, Becton & Dickinson (Sparks, USA)
® MilliQUFplus, Millipore (Molsheim, Frankreich)

7 Fedegari Autoclavi (Albuzzano, Italien)

® FKS 5002, Liebherr (Bulle, Schweiz)
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4.4, Inkubation der Enterococcus faecalis Arbeitskultur

Die Temperatur fur die Inkubation der E. faecalis Arbeitskultur lag bei 37 °C, die CO,-
Konzentration, der Luftdruck und die Luftfeuchtigkeit in der Inkubationskammer® wurden
durch die Umgebungsatmosphare bestimmt. Bei geschlossenem Inkubator herrschte in der

Inkubationskammer Dunkelheit.

4.5. Sicherheitsvorkehrungen

Die Durchfihrung der Versuche erfolgte unter sterilen Laborbedingungen unter einer
sterilen Werkbank™. Lediglich das Spalten der Zahnstiicke und das Ausplattieren der
Bohrspansuspensionen auf den Ndhrboden erfolgten aus technischen Griinden auRerhalb
der Werkbank. Der Arbeitstisch wurde daflir vor und nach den Arbeiten grindlich gereinigt
und desinfiziert. Zur Desinfektion von nicht sterilisierbaren Arbeitsgerdten und -flachen
wurde Ethanol in einer 70%igen Losung verwendet. Diese wurde im Labor durch
Verdiinnung von Ethanol absolut'* mit voll entsalzenem Wasser aus dem Laborwasserhahn
selbst hergestellt. Bei allen Laborarbeiten wurden von der Doktorandin Schutzbrille,
Schutzkittel, sterile Handschuhe® und Mundschutz* getragen. Zur Handedesinfektion vor,

wihrend und nach den verschiedenen Arbeiten wurde Sterillium** verwendet.

4.6. Herstellung einer Gefrierkultur

Zur Herstellung einer frischen E. faecalis™> Gefrierkultur wurde ein E. faecalis Gefriercryo
aufgetaut, das in einem Gefrierschrank™® bei -80 °C vorritig gelagert war. Je 400 ul der
Suspension wurden zu zwei 40 ml Portionen sterilem Nahrmedium gegeben, welches zuvor

in 50 ml Falcon-Réhrchen®’ pipettiert worden war. AnschlieRend wurden die Lésungen fir

° B5060, Heraeus (Hanau)
' HF 48, GelaireFlow Laboratories (Opera, Italien)
u Chemikalienausgabe, Universitdt Regensburg

12 Sempermed, Semperit Technische Produkte (Wien, Osterreich)
B Sentinex Lite El, Lohmann & Rauscher (Neuwied)
! Sterillium, Bode Chemie (Hamburg)
B nstitut fur Mikrobiologie und Hygiene des Klinikums der Universitdt Regensburg
'® Forma -86 Freezer, Thermo Electron Corp. (Marietta, USA)
Y cellstar Greiner bio-one (Poitiers, Frankreich)
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24 h bei 37 °C inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Falcons in der Zentrifuge®® fiir 7 min
bei 3000 Umdrehungen zentrifugiert, der fliissige Uberstand konnte verworfen werden. Zu
den am Boden des Rohrchens verbliebenen Pellets kamen je 5 ml frisches, steriles
Nihrmedium und mit dem Vortex'® wurden diese wieder in Losung gebracht. Dazu wurden
nun 5 ml 87%iges Gcherin20 steril pipettiert und die Lésung mit dem Vortex erneut
aufgeschittelt. Unter der sterilen Werkbank wurden je 250 ul der Suspension in Gefrier-
Cryos21 pipettiert, die dann gut verschlossen bei -80 °C bis zu ihrer Verwendung gelagert
wurden. Am darauffolgenden Tag wurden je 100 pul einer wieder aufgetauten Probe der neu
hergestellten Kulturen auf einer selektiven Enterokokken-Platte sowie auf einer universellen
Caso-Platte?® ausgestrichen und fir 24 h im Inkubator bebriitet. Dies diente dazu, um
einerseits das Wachstum der neuen E. faecalis Kulturen auf den im Versuch verwendeten
Platten zu Uberprifen und um andererseits eine Fremdkontamination mit anderen

Organismen ausschliefen zu kdnnen.

4.7. Vorbereitung einer Arbeitskultur

Um eine Arbeitskultur vorzubereiten, wurde ein bei -80 °C gelagertes E. faecalis Gefriercryo
aufgetaut. 100 ul wurden daraus entnommen und in einen mit Glasperlen gefillten
ErIenmayer—KoIben23 gegeben, der bereits 25 ml steriles Trypticase-Soy-Broth Medium
enthielt. Dieser Kolben wurde bei 37 °C fir 24 h inkubiert. Vor der Verwendung der
Suspension erfolgte das Vermessen bei 600 nm Wellenldnge gegen ein steriles Medium.
Dazu wurden jeweils 1 ml der beiden Flissigkeiten in Kivetten® gegeben und diese mit
Parafilm® verschlossen, um ein Auslaufen der Kiivetten beim Messvorgang zu verhindern.
Wurde fir einen Arbeitstag eine Bakteriensuspension bendtigt, ist diese stets am Vortag

frisch vorbereitet worden.

'® Universal 320, Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)
¥ REAX2000, Heidolph (Schwabach)
2% Artikelnummer 1.04094, Merck (Darmstadt)
*! Cellstar Greiner bio-one (Poitiers, Frankreich)
22 |nstitut fir Mikrobiologie und Hygiene des Klinikums der Universitat Regensburg
2 Schott (Mainz)
**1,5 halbmikro Kiivetten, Brand (Wertheim)
» Pechiney (Dusseldorf)
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4.8. Herstellung der Wurzelstiicke

Fiir die durchgefiihrten Versuche wurden zahlreiche Wurzelstiicke von Rinderzahnen mit
4 mm und 6 mm Dicke bendtigt. Deren technische Herstellung wird im Folgenden

beschrieben.

4.8.1. Gewinnung der Rinderzahne

Die Grundlage bildeten Rinderzahne, die aus den Unterkiefern frisch geschlachteter Rinder
extrahiert wurden. Das Alter der Rinder lag zwischen 1,5 und 4,5 Jahren. Es wurden lediglich
voll entwickelte, bleibende Frontzihne verwendet. Diese wurden unmittelbar nach der
Extraktion zur Konservierung in 250 ml Schott-Gliaser®® gegeben, die 0,5%ige Chloramin T

f28

Lc'jsung27 enthielten, und vom Schlachthof®” ins Labor gebracht.

4.8.2. Aufbereitung der Rinderzahne

Im Labor wurden die Zahne in frische 0,5%ige Chloramin T Lésung und in neue Glaser
tiberfihrt. Mit einem Skalpell®® wurden Reste des parodontalen Gewebes entfernt und die
Rinderinzisivi erneut in frische Chloramin T Lésung und neue Glaser gegeben. Nach einer
einwochigen Lagerung bei 7,5°C im Kihlschrank wurden die Zahne schlieBlich in voll
entsalzenes Wasser Uberfuhrt. Die Zahne wurden bis zu ihrer Verwendung gekihlt
aufbewahrt, die Flissigkeit wurde wochentlich gewechselt.

Bevor mit einem InnenIoch—Séigemikrotom30 (Abb. 5) einzelne Wurzelstiicke aus einem Zahn
geschnitten werden konnten, mussten zunéchst zwei Drittel der Zahnkrone mit Handstiick®
und Trennscheibe® abgetrennt werden. Anschliefend wurde der Zahn mit PalaDur
Autopolymerisat33 auf einem zum Mikrotom gehérenden Objekttrager fixiert, wobei die
Wurzelspitze senkrecht nach oben stand und nur der Rest der verbliebenen Zahnkrone im

Kunststoff steckte (Abb. 6). Damit die Zdhne aufgrund der Warmeentwicklung beim

*® Schott (Mainz)
*7 Artikelnummer 1.02426, Merck (Darmstadt)
%8 Schlachthof Vion (Furth im Wald)
*° Feather Safety Razor Co. (Osaka, Japan)
% 1600 Leitz (Wetzlar)
! Mikromotor: K9, KAVO, Handstiick: 10A, KAVO (Biberach/RiR)
2 Nr. 196 090, Komet (Lemgo)
% Heraeus Kulzer (Hanau)
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Abbinden des Kunststoffs keinen Schaden erlitten, wurden sie, nachdem der Kunststoff
formstabil war, bis zu dessen vollstandiger Aushartung in kaltes Wasser aus dem

Wasserhahn gelegt.

Abbildung 5: Das Sagemikrotom zum Schneiden  Abbildung 6: Mit Kunststoff gesockelter
der Zahnstiicke Rinderzahn

Nach Anbringen eines gesockelten Zahnes in die Innenlochsdage wurde mit dem Schneiden
der Zdhne begonnen (vgl. Zahnschema Abb. 7). Zunachst wurde die Wurzelspitze unter
standiger Wasserkiihlung abgetrennt, sodass die Pulpa mit einer Exstirpationsnadel34 (1SO-
GroRRe 35) aus dem eroffneten Wurzelkanal entfernt werden konnte. Dieses ca. 1-2 mm

dicke Zahnstlickchen wurde verworfen.

AnschlieBend wurde das nachste Stlick mit einer Dicke von 4 mm abgetrennt. Dieses apikale
Stlickchen diente als Sterilkontrolle und wurde ebenfalls unter standiger Wasserkihlung
vom Rest der Wurzel getrennt. Die AulRenflache des Stiickes war mit Bleistift mit seiner
entsprechenden Zahnnummer und dem Buchstaben a versehen worden, bevor es in ca.
60 ml frisch hergestelltes, noch nicht autoklaviertes Medium gegeben wurde. Dieses befand

sich in einer 100 ml Schottflasche®®, welche ebenfalls mit der Zahnnummer beschriftet war,

**1S0-GréRe 35, VDW-Dental GmbH (Miinchen)
% Schott (Mainz)
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um die einzelnen Stiicke stets identifizieren zu kénnen. Ebenso wurde mit den nachsten
beiden, 6 mm dicken Zahnstlickchen b und c verfahren, welche spater als Infektionskontrolle
bzw. Desinfektionsprifkorper verwendet werden sollten. Der mediane Anteil b diente dabei
stets als Infektionsstiick, der koronale Anteil c als Desinfektionsstiick. So befanden sich in
jedem Glaschen schlieflich drei Zahnstlicke (Abb. 8), jeweils einem Rinderzahn
entstammend, die anschlieBend bei 121 °C und einem Druck von 1,96 bar fiir 20 min
autoklaviert wurden. Die auf Raumtemperatur abgekiihlten, sterilen Flaschen wurden bis
zum Versuchsstart im Kiihlschrank bei 7,5 °C aufbewahrt. Die Dauer dieser Zwischenlagerung
hat zwei Tage nie Uberschritten. Pro Versuchsdurchlauf wurden jeweils finf Zahne auf diese

Weise vorbereitet.

verworfen

Sterilkontrolle

nfektionskontrolle

Desinfektionspriifkérper

Abbildung 7: Zahnschema zum Schneiden der Abbildung 8: Die drei Zahnstiicke des Zahnes
Stlicke a, bund c 767 nach der Autoklavierung in sterilem Medium

4.9. Versuchsablauf

Alle nun beschriebenen Schritte wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt, um eine
Kontamination der sterilen Wurzelstiicke mit Umgebungskeimen zu verhindern. Jeder in die
sterile Werkbank eingebrachte Gegenstand wurde vorher grindlich mit 70%igem Ethanol
desinfiziert. Lediglich das Spalten der Zahnstiicke und das Ausplattieren der
Bohrspansuspension fanden aus technischen Griinden auf dem Labortisch statt. Einen

schematischen Uberblick tiber den Versuchsablauf verschafft Tabelle 1.
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Versuchstag Zeitansatz | Arbeitsschritte

1 Oh Kleben der Zahnstiicke; a mit Medium, b und c mit
Bakteriensuspension beflllt; Inkubation

2 Nach 24 h | Mediumwechsel bei a, Wechsel der Bakteriensuspension bei
bundc

3 Nach 48 h | Keine Veranderungen (Ruhetag)

4 Nach 72 h | Mediumwechsel bei a, Austausch der Bakteriensuspension

gegen Medium beib und ¢

5 Nach 96 h | Keine Veranderungen (Ruhetag)
6 Nach 120 h | Mediumwechsel bei a, b und c
7 Nach 144 h | a und b aus den Petrischalen gel6st; ¢ desinfiziert und aus

der Petrischale gelost; Spalten der Zahnstiicke;
Probenentnahme in 0,5 mm, 1,0 mm und 1,5 mm Tiefe;
Aufbewahrung der Bohrspane in Medium; Ausplattieren von
100 pl Bohrspansuspension auf Enterokokken-Platten

8 Nach 168 h | Auszadhlen der Kolonien

Tabelle 1: Zeitschema

4.9.1. Versuchstag 1

Zunichst wurden alle Zahnstiicke in Petrischalen®® geklebt, wobei die Sterilkontrollen a
jeweils eine separate Schale erhielten, um eine Kontamination durch die Infektionskontrolle
b und den Desinfektionspriifkérper c¢ zu vermeiden. Zahnstlick b und c¢ wurden
nebeneinander in einem Abstand von ca. 4 cm in einer weiteren Petrischale befestigt. Die
Zahnstlickchen wurden mit einer sterilen Pinzette aus der Schottfasche entnommen und vor
dem Kleben behutsam mit einem sterilen Zellstofftuch®’ abgetupft, um eine trockene
Oberflache fiir den Befestigungszement zu schaffen. Es wurde der dualhartende Composite-
Befestigungszement RelyX Unicem®® verwendet, welcher vor Applikation aktiviert und fir

15 sec im Kapselmischgeréit39 gerittelt wurde. Das Material wurde direkt von der Aplicap-

*® GroRe 94/16, Cellstar greiner bio-one (Frickenhausen)

* Novotex (Krefeld)

%% 3M ESPE (Neuss)

9 Sjlamat S3, Vivadent (Schaan, Firstentum Liechtenstein)
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Kapsel auf die Rander der Unterseite des Zahnstlickes gegeben, sodass das Kanallumen beim
Andriicken des Wurzelstlickchens in die Petrischale frei von Material blieb und gleichzeitig
das Kanallumen von aullen gegen andere Flissigkeiten abgedichtet war. Es erfolgte die
Polymerisation von unten und von oben fiir jeweils 40 sec mit einer Polymerisationslampe®.
Die Proben wurden anschlieBRend fiir 10 min bis zur vollstindigen Aushartung des

Composites stehen gelassen.

Zur Schaffung eines feuchten Milieus in der Petrischale wurde eine Schicht aus zwei
autoklavierten Zellstofftlichern, in Form und Grof3e der Schale, hineingelegt. An der Stelle,
an der das Zahnstlick in der Schale klebte, wurde aus den Tiichern ein Loch geschnitten,
sodass das Zahnstick von den Tiichern nicht beriihrt wurde. Die angepassten Zellstofftiicher
wurden mit 5 ml sterilem 18 Q - Millipore Wasser befeuchtet. Die Wurzelkandle der Proben
wurden mit unterschiedlichen Flissigkeiten gefiillt und sodann mit einem runden

Deckglaschen® abgedeckt (Abb. 9).

Abbildung 9: Drei Zahnstiicke eines Rinderzahnes in Petrischalen geklebt: Sterilkontrolle a
(linke  Petrischale), Infektions- b (rechte Petrischale, linkes Stlick) und
Desinfektionsprifkorper c (rechte Petrischale, rechtes Stiick)

Hierbei befand sich nun im Lumen aller Sterilkontrollen a ausschlieBlich steriles Medium, in
den Infektionskontrollen b und Desinfektionspriifkorpern ¢ die am Vortag vorbereitete

E. faecalis Bakteriensuspension. Diese wurde vor Gebrauch bei 600 nm Wellenlange mit

0 Optilux 400, Demetron (Danbury, USA)
1 15x15 superior, Marienfeld (Konigshofen)
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sterilem Medium als Referenzwert in Einmalkivetten im Photometer®? optisch vermessen.
Substanzen, deren Extinktion einen Wert von 1,100 unterschritten, wurden im Versuch nicht
verwendet. Um eine Kontamination der Sterilkontrollen mit dem E. faecalis auszuschlieRen,
wurden diese als erstes mit Medium befillt und die Petrischalen wieder verschlossen, bevor
die zu infizierenden Proben mit Bakteriensupension beimpft wurden. Grundsatzlich wurden
bei jedem  Arbeitsschritt die  Sterilkontrollen vor den Infektions- und
Desinfektionspriifkorpern behandelt. Die Petrischalen wurden stets einzeln und
nacheinander bearbeitet, wobei fiir jeden Arbeitsvorgang neue Pipettenspitzen®® und
Stripetten44 verwendet wurden. Um die Sterilitdit des Mediums zu gewahrleisten, wurde
dieses in kleinen Portionen gelagert und die Reste nach Gebrauch verworfen. Dieses
Vorgehen gilt flir den ganzen Versuch.

Alle fertig vorbereiteten Petrischalen wurden im Inkubator bei 37 °C bebriitet. Bei der
Inkubation herrschten dieselben Bedingungen, bei denen die Arbeitskulturen fir 24 h
heranwuchsen. Eine solche musste am ersten Versuchstag, wie unter 4.7. beschrieben,

nochmals fiir den folgenden Arbeitstag angelegt werden.

4.9.2. Versuchstag 2

Nach 24 - stiindiger Inkubation der Proben, wurde zundchst bei den Sterilkontrollen a das
Medium gewechselt. Dazu wurden die Deckgldaschen mit einer sterilen Pinzette von den
Wurzelstiicken abgenommen und verworfen. Der Inhalt der Kanallumina wurde abpipettiert,
frisches steriles Medium in den Kanal gefillt und das Zahnstiick wieder mit einem neuen
Deckglaschen versehen. AnschlieRend wurden noch 4 ml steriles 18 Q - Millipore Wasser auf
die Zellstofftlicher gegeben, um das feuchte Milieu in der Kammer zu erhalten und somit ein
Austrocknen der Zahnstiickchen zu vermeiden. Waren die Petrischalen der Sterilkontrollen
wieder verschlossen, erfolgte dieselbe Behandlung mit den infizierten Proben b und c.
Hierbei wurde die Bakteriensuspension gegen die am Vortag angeimpfte Arbeitskultur
ausgetauscht, welche vorher wiederum bei 600 nm optisch vermessen wurde. Es folgte

analog zu den Sterilkontrollen die Zugabe von je 4 ml sterilem 18 Q - Millipore Wasser.

2 Ultrospec 3300 pro, Amersham Biosciences (Little Chalfont, GroRbritannien)
* Sarstedt (Nimbrecht)
“ Cellstar greiner bio-one (Frickenhausen)

32



SchlieBlich wurden die Petrischalen fiir weitere 48 h unter den oben beschriebenen

Bedingungen im Brutschrank inkubiert.

4.9.3. Versuchstag 3

An diesem Tag wurden keine Veranderungen an den Proben vorgenommen.

4.9.4. Versuchstag 4

Nach 48 h wurde zunachst wie unter 4.9.2. beschrieben ein Mediumwechsel in den
Sterilkontrollen a durchgefiihrt. Zum Erhalt der feuchten Kammer kamen dieses Mal je 3 ml
steriles 18 Q - Millipore Wasser auf die Zellstofftlicher. Im Unterschied zu Versuchstag 2
wurden die Infektions- und Desinfektionspriifkdrper b und c nach dem Abpipettieren des
Kanalinhalts nicht mehr mit einer frischen Bakteriensuspension beimpft, sondern wie die
Sterilkontrollen a mit sterilem Medium, da nach drei Tagen davon ausgegangen werden
konnte, dass genligend Bakterien in die Dentintubuli eines Zahnstlickes eingedrungen waren
und an der Kanalwand hafteten. Das Nahrmedium im Kanallumen diente nun dazu, die sich
im Wurzelstiick befindlichen Bakterien zu erhalten und ihre Vermehrung zu beglinstigen. Fir

weitere 48 h wurden die Proben im Inkubator aufbewahrt.

4.9.5. Versuchstag 5

An diesem Tag wurden keine Veranderungen an den Proben vorgenommen.

4.9.6. Versuchstag 6

Nach weiteren 48 h wurde in allen Zahnstiicken ein Mediumwechsel durchgefiihrt und
nochmals 2 ml steriles Wasser zur Befeuchtung der Kammer hinzugegeben. Fir weitere 24 h

wurden die Petrischalen inkubiert.

4.10. Versuchstag 7, Versuchsende

Am siebten Tag erfolgte schlieBlich die Probenentnahme aus den fiir sechs Tage bebriiteten

Zahnsticken. Auch hier wurden die Sterilkontrollen vor den infizierten Kontrollstlicken
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bearbeitet, um eine Kontamination mit Keimen zu verhindern. Zunachst wurden zwei 24-
Well-Platten® vorbereitet, indem jede Kammer mit 2 ml sterilem 0,9%igem NaCl befiillt

1® in 18 Q - Millipore Wasser und

wurde. Durch das Losen der entsprechenden Menge NaC
die anschlieRende Autoklavierung wurde die Losung idealerweise am Vortag selbst herstellt.
Die Deckglaschen auf den Sterilkontrollen wurden verworfen, der Kanalinhalt wurde
abpipettiert und das Zahnstlickchen mit einer sterilen Pinzette aus der Petrischale
herausgelost. Bis zum Spaltvorgang lagerten die entnommenen Stiicke in je einer Kammer
der mit 0,9%igem NaCl gefiillten 24-Well-Platte. Ebenso wurde mit den Infektionskontrollen

b verfahren. Lediglich die Desinfektionspriifkorper c verblieben noch bis zur Desinfektion in

ihrer Schale.

4.10.1. Desinfektion

Die c-Stlicke wurden je nach Versuch mit oder ohne Farbstoff fir unterschiedliche Zeiten mit
dem Diodenlaser belichtet. Einen Uberblick iiber die Desinfektionsbedingungen verschafft
Tabelle 2. Pro Untersuchungsgruppe wurden zehn Zahne untersucht. Die vom Hersteller
empfohlene Belichtungszeit von 120 - 180 sec wurde im Versuch verdoppelt, da der Radius
des Wurzelkanals eines bovinen Frontzahnes groRBer ist, als der eines humanen Frontzahnes.

Die Leistung des Lasergerates liegt im Bereich von 100 mW.

Farbstoff Belichtungszeit
Ja 0 sec

240 sec

360 sec
Nein 240 sec

360 sec

Tabelle 2: Desinfektionsschema

Bei den Versuchen mit Farbstoff wurde dieser zu Anfang aus den gelieferten 1 ml Spritzen

(Abb. 10) in ein steriles Eppendorf-Cup®’ gegeben, um ihn von dort besser entnehmen zu

* Tissue Culture Cluster 4, Costar (Cambridge, USA)
*® Artikelnummer 1.06406, Merck (Darmstadt)
v Eppendorf (Hamburg)
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konnen. War das Deckglaschen vom Zahnstiick entfernt und die FlUssigkeit im Kanal
verworfen, wurde der Farbstoff mit einer Pipette in das Zahnstlick hineingegeben und dort
fur die empfohlene Einwirkzeit von 60 sec ohne Belichtung belassen. In der Zwischenzeit
wurde die Spitze des PACT Light Guide Endo Ansatzes um ca. 7 mm gekdirzt, um ein dickeres
Endstlick zu erhalten, das dem Wurzelkanaldurchmesser eines Rinderfrontzahnes besser
angepasst war. AnschlieRend erfolgte nun fiir unterschiedliche Zeiten die Belichtung des
Wurzelkanals mit dem Laser. Das Laserhandstiick wurde dabei von Hand gehalten und die
Zeit mit einer Stoppuhr abgemessen (Abb. 11). Nach der Desinfektion wurde der Farbstoff
aus dem Kanallumen abpipettiert, das Zahnstlick nun ebenfalls mit einer sterilen Pinzette
aus der Petrischale geldst und in eine Kammer der mit 0,9% NaCl befiillten 24-Well-Platte
Uberfiihrt. So wurde nacheinander mit den funf zu desinfizierenden Wurzelstlicken

vorgegangen.

Wurde ein Versuch ohne Farbstoff durchgefiihrt, konnte sofort nach der Entfernung des
Mediums aus dem Kanal mit der Laserbelichtung begonnen werden. Wurde lediglich der
Farbstoff ohne Laser getestet, wirkte dieser fiir die vom Hersteller empfohlene Zeit von

60 sec im Wurzelkanal ein und wurde, ohne belichtet worden zu sein, wieder abpipettiert.

i
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Abbildung 10: Das steril verpackte Farbstofffluid Abbildung 11: Der Belichtungsvorgang mit dem
vor der Verwendung Laserhandstuick; im Wurzelkanallumen befindet
sich der Photosensitizer

4.10.2. Herstellung der Zahnstiickhalften

Nachdem alle c-Stlicke desinfiziert worden sind, erfolgte nun das Spalten der Zahnstiicke,
um Proben von der Wurzelkanaloberfliche ausgehend entnehmen zu konnen. Der
Spaltvorgang erfolgte aus technischen Griinden auRerhalb der Sterilbank. Zundchst wurde

35



die Arbeitsfliche mit 70%igem Ethanol griindlich desinfiziert und mit autoklavierten
Zellstofftlichern ausgelegt. Es wurde ein Zahnstlick mit dem Kanallumen nach oben zeigend
auf das Tuch gelegt, an seiner Mitte mit einem sterilen, nicht zu stumpfen Wachsmesser*®
fixiert und mit einem weiteren autoklavierten Tuch bedeckt. Das obere Tuch diente hierbei
als Schutz, damit die entstandenen Zahnstlicke beim Spalten nicht wegsprangen. Mit einem
desinfizierten Hammer wurde das Zahnstlick in zwei Halften getrennt (vgl. auch Abb. 13 auf
S. 37). Diese kamen unmittelbar nach dem Spalten in frische, sterile 0,9%iger NaCl-Losung in
der zweiten vorbereiteten Well-Platte, in der sie bis zum Bohrvorgang verblieben. Um eine
Kontamination von einem Zahnstiick auf ein anderes zu vermeiden, wurden wiederum als
erstes die Sterilkontrollen, nachfolgend die Desinfektionsprifkorper und zuletzt die
Infektionskontrollen behandelt; es kamen stets frische Tiicher zum Einsatz und die
Instrumente wurden nach jedem Spaltvorgang desinfiziert bzw. mit dem Bunsenbrenner

abgeflammt.

4.10.3. Probengewinnung

Die Proben aus den Zahnstiickhilften wurden mit Hilfe von sterilen Rosenbohrern®
(Durchmesser: 0,8 mm) gewonnen. Dazu wurde ein inklusive Zubehor vollstindig
autoklavierbaren Bohrstinder® verwendet, der es ermoglichte, Prazisionsbohrungen in
10 um Genauigkeit durchzufiihren (Abb. 12). Dieser war kompatibel mit dem zahnarztlichen

Handstiick und dessen Motor>™.

*® Artikel-Nr.: 9001650, Henry Schein Dental Depot (Langen)
*° 0,8mm Rosenbohrer, Komet (Lemgo)
*® Mechanikwerkstatt Physik der Universitat Regensburg
>! Siehe auch 4.8.2: Aufbereitung der Zahnstlicke
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Abbildung 12: Der selbst entwickelte, vollstandig autoklavierbare Bohrstdander

Die Zahnhalften wurden jeweils, mit der Wurzelauenwand nach unten zeigend, am Boden
einer kleinen, sterilen Petrischale®® mit Heifkleber>® befestigt, damit diese beim Bohren an
derselben Stelle blieben (Abb. 13). Dazu mussten die Zahnstiicke vor dem Kleben mit einem
sterilen Zellstofftuch abgetupft und getrocknet werden. Wichtig war, dass die Zahnstilicke
erst unmittelbar vor der Bohrung aus der Well-Platte entnommen und auf ihren Tragern

fixiert wurden, da sonst die Gefahr der Austrocknung bestand.

Abbildung 13: Eine mit HeiBkleber in der Petrischale befestigte Zahnstiickhalfte kurz vor dem
Bohrvorgang

2 GréRe 60/15, Cellstar Greiner bio-one (Poitiers, Frankreich)
> HKP220, Proxxon (Niersbach)
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Die im Schélchen befestigten Zahnstickhalften wurden vor dem Bohren noch einmal
abgespiilt, um einen Uberschuss an Bakterien, der sich an der Wurzelkanaloberfliche
befand, zu entfernen. Das Absplilen erfolgte mit 5 - 10 ml sterilem 0,9%igem NaCl, das mit
einer 10ml Spritze®* und stumpfem Kanilenaufsatz”> einem sterilen Becherglas®®
entnommen wurde. Schlielich waren nur die Bakterien, die in die Dentintubuli
eingewandert waren, flir den Versuch relevant. Nun schloss sich der Bohrvorgang an, der

nach folgendem Schema durchgefiihrt wurde:

Sterilkontrollen a: 2 Halften, pro Halfte 1 Bohrschicht: 0,0 mm — 1,0 mm

Infektionskontrollen b und Desinfektionsprifkorper c:
2 Halften, pro Halfte 2 Bohrspanentnahmestellen (Bohrloch),
pro Bohrloch 3 Bohrschichten:

Omm-0,5mm;0,5mm-1,0mm; 1,0 mm—-1,5mm

Hierbei wurde der Bohrer immer senkrecht zur Wurzelkanaloberfliche angesetzt. Zur
[llustration des Bohrvorgangs bei den Infektions- und Desinfektionsprifkorpern dient

Abbildung 14.

h . "x\ I J,// Bohrschicht 1:
% S _/'_____,,-r"'f 0-0,5mm

Bohrschicht 2:
0,5-1,0 mm

Bohrschicht 3:
1,0 - 1,5 mm

[] Probebohrung 1 (] Probebohrung 2 [ Probebohrung 3

[] Zwischenbohrung mit griBerem Bohrer (Durchmesser 2,1 mm)

Abbildung 14: lllustrierter Bohrvorgang: Die drei kleinen Halbkreise (wei, gelb und griin) stellen die
Probenbohrungen (Durchmesser 0,8 mm) in den unterschiedlichen Bohrschichten dar. Die beiden
grolBen Halbkreise (grau) stehen fir die Zwischenbohrungen mit einem groReren Rosenbohrer
(Durchmesser 2,1 mm), welche nach der ersten und zweiten Probenbohrung durchgefiihrt wurden.
Rechts neben der lllustration sind die drei Bohrschichten angegeben

>* BD 10ml Syringe, BD (Franklin Lakes, USA)
>> Miraject PL Super, Hager & Werken (Duisburg)
*® Schott Duran, Schott (Mainz)
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Die Reihenfolge, die beim Spalten der Zahnstlicke vorgenommen wurde, wurde auch bei der
Gewinnung der Proben beibehalten, d.h. es wurden zunéachst die Zahnstiicke a gebohrt,
dann die desinfizierten Sticke ¢ und zuletzt die Infektionskontrollen b. Zwischen den
Kontrollgruppen ¢ und b wurden die sterile Werkbank und der Bohrstander zuséatzlich mit

70%igem Ethanol desinfiziert.

Waren die Zahnhdlften in die kleinen Petrischalen geklebt und nochmal griindlich abgespiilt
worden, konnte mit der ersten Bohrung (Rosenbohrer mit Durchmesser 0,8 mm) begonnen
werden (Abb. 15). Bei den Sterilkontrollen wurde aus den Halften nur jeweils eine Probe bis
1,0 mm Tiefe entnommen, da dies ausreichte, um eine Sterilitdt der Probe festzustellen. Die
entstandenen Bohrspdne wurden mit 1 ml sterilem Medium umspilt (Abb. 16), mit einer
1 ml-Stripette aufgesaugt und in einem 15 ml-Falcon®’ aufgefangen, in dem sich nochmals
1 ml Medium befand. Um diesen Arbeitsschritt zu vereinfachen, wurden am Vortag mit einer
I\/IuIti—Pipette58 jeweils 2 ml steriles Medium in 15 ml-Falcons gefiillt, von dem die Halfte
entnommen und zum Auffangen der Bohrspdne verwendet werden konnte. Der benutzte
Bohrer wurde ebenfalls immer in das zugehoérige Falcon-Réhrchen gegeben, um einen
Verlust an Bohrspanen zu vermeiden (Abb. 17). Die gebohrten Zahnstiicke wurden sodann

mitsamt der Petrischale entsorgt.

" 15ml PP-Test tubes, Cellstar Greiner bio-one (Poitiers, Frankreich)
> Eppendorff (Hamburg)
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Abbildung 15: Der Bohrvorgang Abbildung 16: Abspiilen der Bohrspdane vom
Zahnstiick in die Petrischale; anschlieRend
wurden sie mit der Stripette aufgesaugt und
in ein Falcon-Rohrchen tberfihrt

Waren alle Sterilkontrollen bearbeitet, erfolgte flir die Desinfektions- und
Infektionsprifkorper ein dhnliches Verfahren. Pro Zahnhilfte entstanden zwei Bohrlocher,
aus denen jeweils eine Probe in Bohrschichten von 0-0,5mm, 0,5mm—-1,0 mm und
1,0 mm — 1,5 mm entnommen wurde. Es wurde mit der 0,5 mm - Bohrung begonnen und die
Bohrspane wie beschrieben in ein Falcon-Réhrchen gespilt. Das entstandene Bohrloch
wurde mit einem groéReren Rosenbohrer®® (Durchmesser 2,1 mm) erweitert, um die zweite
Tiefenbohrung zu erleichtern und fiir diese die gleiche Menge an Bohrspane zu erhalten. Die
dabei entstandenen Spane wurden mit 5-10 ml sterilem 0,9%igem NaCl griindlich abgespiilt
und verworfen, die Petrischale wurde zusatzlich mit einem sterilen Zellstofftuch ausgetupft.
Nun konnte mit der zweiten Bohrung an derselben Stelle in weiteren 0,5 mm Tiefe
fortgefahren werden. Analog wurde auch bei der dritten Tiefenbohrung vorgegangen. War
der Bohrvorgang an einer Stelle beendet, wurde das Bohrloch mit einer geringen Menge
Heillkleber verschlossen, bevor die erste Bohrung am zweiten Bohrloch des Zahnstiickes

erfolgen konnte. Auf diese Weise entstanden fir jedes b und c - Stiick pro Bohrschicht vier

Proben.

>2,1 mm Rosenbohrer, Komet (Lemgo)
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Da dieser Arbeitsschritt einige Stunden Zeit in Anspruch nahm, wurden die Proben bis zum

Ausplattieren im Kihlschrank bei 7,5 °C zwischengelagert.

Abbildung 17: Drei Bohrspanproben eines Bohrlochs aus den unterschiedlichen Bohrschichten in
sterilem Medium

4.10.4. Wachstumskulturen

Die Falconréhrchen mit den gewonnenen Bohrspanen und den Bohrern wurden fiir 5 sec mit
einem Vortex aufgeschiittelt und 100l davon auf Kanamycin-Asculin-Azid-
Selektivndahrbéden mit einem sterilen Drigalski60 Spatel ausgestrichen. Von den Infektions-
und Desinfektionspriifkorpern wurde zusatzlich fiir jede Probe eine 1:100 Verdiinnung
hergestellt und ausplattiert. Aus Platzgriinden konnten diese Arbeitsschritte nicht unter der
Sterilbank durchgefiihrt werden. Alle Platten wurden im Anschluss fir 24 h bei 37 °C

inkubiert.

4.10.5. Kolonien

Nach 24 h Inkubationszeit wurden die Kanamycin-Asculin-Azid-Selektivndhrbdéden aus dem
Brutschrank entnommen und die auf ihnen gewachsenen Kolonien gezahlt. Die Ergebnisse

wurden festgehalten und spater ausgewertet.

60 Drigalski-Spatel, Edelstahl rostfrei, Lieferant VWR-Versand
41



4.11. Datenerhebung und statistische Analyse
4.11.1. Auszdhlen der koloniebildenden Einheiten

Wie unter 4.10.5. beschrieben wurden nach einer Inkubationszeit von 24 h die
koloniebildenden Einheiten auf allen Enterokokken-Platten gezdhlt. Eine Leuchtplatte
verschaffte beim Auszdhlen eine bessere Ubersicht, da die Enterokokken-Kolonien um sich
herum einen schwarzen Vorhof aus Stoffwechselprodukten bildeten. War ein Wert der
Desinfektions- bzw. Infektionsergebnisse auf den Platten unzadhlbar, wurde der Wert der
entsprechenden 1:100 Verdiinnung mit dem Verdinnungsfaktor multipliziert und zur
Auswertung herangezogen. Ansonsten fiel die Entscheidung, welcher Wert verwendet
wurde, automatisch auf den unverdinnten Wert, da dieser genauer bestimmt werden

konnte.

4.11.2. Statistische Auswertung

Die erfassten Daten wurden in eine computerlesbare Form Uberfiihrt. Die statistische
Auswertung erfolgte mit der Software SPSS 18.0°" fur Windows. Die grafische Darstellung

der Ergebnisse wurde mit SPSS SigmaPlot 8.0°% durchgefiihrt.

Pro Untersuchungsgruppe wurden zehn Stichproben untersucht, fir die pro Bohrschicht
jeweils vier Werte erhoben werden konnten. Fir die vier Werte einer Stichprobe wurde der
Median als reprasentativer Wert herangezogen. Daraus wurden wiederum der Median und
das 25%- bzw. 75%-Quartil fiir alle Proben berechnet und grafisch dargestellt. Als
Testparameter wurde die relative Anzahl der verbliebenen Kolonien nach Desinfektion
bezogen auf die aus demselben Zahn gewonnene Infektionsprobe verwendet, d.h. jeder
Zahn war seine eigene Kontrolle. Niemals wurde das Desinfektionsergebnis eines Zahnes zur
Infektionskontrolle eines anderen Zahnes in Relation gestellt. Die relative Anzahl der
verbliebenen Kolonien nach Desinfektion wurde logarithmisch dargestellt. Die Desinfektion
galt als biologisch relevant, wenn eine Reduktion von mindestens 3 logyo-Stufen erreicht
wurde, was bedeutet, dass der mediane Wert im Falle einer erfolgreichen Desinfektion bei

<0,1% zu liegen hatte [16].

®1 PSS Inc., Chicago (USA)
6 Sigma Plot Version 8.0, Chicago (USA)
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4.12. Einfluss des Photosensitizers auf das Bakterium Enterococcus faecalis

Zusatzlich wurde getestet, ob der Farbstoff Toluidinblau einen Einfluss auf das Wachstum
der Enterokokken in einer Suspension hat. Eine E. faecalis Kultur wurde am Vortag, wie unter
4.7. beschrieben, vorbereitet und Uber Nacht inkubiert. Am nadchsten Tag wurden
unterschiedliche Mengen (25 ul, 50 ul, 100 pl, 200 pl und 400 pl) von dem im Versuch
verwendeten Farbstoff-Fluid je zwei Mal in Eppendorf-Cups gegeben und mit 0,9%igem NaCl
steril auf ein Gesamtvolumen von 400 ul aufgefiillt. In zwei separate Eppendorf-Cups kamen
als Kontrollen nochmal jeweils 400 ul steriles 0,9%iges NaCl. Die E. faecalis Suspension
wurde vor Gebrauch im Photometer optisch vermessen und im Anschluss eine 1:100.000
und eine 1:200.000 Verdinnung hergestellt. Je 100 pl der Verdiinnungen wurden nun zu den
vorbereiteten Farbstofflésungen und zu den Kontrolllésungen pipettiert und mit dem Vortex
gut durchmischt (Tabelle 3). Von jeder Probe wurden 100 ul auf Enterokokken-Platten

ausplattiert und fiir 24 h im Inkubator bebritet.

Konz. der Bakteriensuspension | Farbstoff in pl

1:100.000 0 25 50 100 200 400

1:200.000 0 25 50 100 200 400

Tabelle 3: Pipettierschema des Farbstoffversuchs

4.13. Vorbereitung der Proben fiir die rasterelektronenmikroskopische Visualisierung

Zur Darstellung der Kontamination der Dentintubuli mit Mikroorganismen wurden
exemplarisch einige Bilder von Zahnstlickhdlften angefertigt. Bevor die Proben mit Hilfe des
Rasterelektronenmikroskops63 untersucht werden konnten, mussten sie vorbehandelt

werden.

Zundchst wurden die noch ungespaltenen Zahnstiicke drei Mal mit sterilem 0,9%igem NacCl
gewaschen, um auf der Oberflache des Wurzelkanals haftende Proteine des Nahrmediums

abzuspllen. Es erfolgte nochmals ein Waschvorgang in 0,1 M S¢rensen—Phosphat—Puffer64.

® FEl Quanta 400 FEG, FEI Deutschland GmbH (Frankfurt/Main)
o Hergestellt aus KH,PO, und Na,HPQ,, geldst in Aqua bidest.; Zusammensetzung siehe Anhang
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AnschlieRend wurden die Zahnstiicke fixiert, indem sie fiir 2 h in eine Mischung® aus
2,5%igem Glutaradehyd® und 0,1 M Sgrensen-Phosphat-Puffer gelegt wurden. Danach
wurden die Proben noch drei Mal in 0,1 M Sgrensen-Phosphat-Puffer fiir je 30 min
gewaschen. Bis zu ihrer Verwendung wurden die Zahnstiicke in 0,1 M Sgrensen-Phosphat-
Pufferlosung im  Kuhlschrank bei 7,5°C gelagert. Vor der Aufnahme der
elektronenmikroskopischen Bilder wurden die Zahnstiicke gespalten (siehe auch 4.10.2.) und
ein letztes Mal mit Aqua bidest. gewaschen, um Puffersalze von der Zahnoberflache zu
splilen. Andernfalls wiirden die Salze bei Austrocknung ausfallen. Zur Untersuchung mit dem
Rasterelektronenmikroskop wurden die Zahnstickhalften mit Leit-C-Plast®” auf je einem
Stub®® befestigt. Im unbeschichteten, feuchten Zustand wurden die Proben im low-vacuum-

Modus untersucht.

4.14. Testung der Kanamycin-Asculin-Azid-Selektivnidhrbéden

Da wadhrend der Vorversuche in Anlehnung an vorhergehende Arbeiten die
Keimzahlbestimmung der Bohrspansuspensionen mittels Typticase-Soy-Broth-Agarplatten®
(= Casoplatten)  erfolgte, wurden die  Kanamycin-Asculin-Azid-Selektivnihrbéden
(= Enterokokkenplatten) auf simultanes Bakterienwachstum Uberprift. Hierfiir wurde
zunachst wie im Kapitel 4.7. beschrieben eine E. faecalis Arbeitskultur hergestellt. Aus dieser
Kultur wurden Verdiinnungen mit sterilem Typticase-Soy-Broth-Medium im Verhaltnis 1:1,
1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 und 1:100000 hergestellt und jeweils 100 pl auf die beiden
Nahrboden ausplattiert. Es folgte die Inkubation der Proben fir 24 h bei 37 °C und die
anschliefende Auszahlung der koloniebildenden Einheiten auf allen Platten. Die Ergebnisse

wurden vermerkt und spater ausgewertet.

& Zusammensetzung der Fixierlésung: siehe Anhang unter 8.1.

o Glutaraldehyd fir Elektronenmikroskopie, Nr. 23114, Serva (Heidelberg)
%7 Leit-C-Plast, Provac (Oestrich-Winkel)

%8 Aluminium Stub, Provac (Oestrich-Winkel)

%94 mm Agarplatten, Institut fir Mikrobiologie und Hygiene des Klinikums der Universitat Regensburg
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5. Ergebnisse

5.1. Absolute Kolonienzahlen
5.1.1. Sterilkontrollen

Die Sterilkontrollen waren in keinem der durchgefiihrten Versuche mit dem E. faecalis
infiziert. Die ausgestrichenen Bohrspanproben aus der Bohrschicht 0 — 1,0 mm zeigten kein

Wachstum des Mikroorganismus auf den Enterokokkenplatten.

5.1.2. Infektionskontrollen

1 0,5 mm Bohrschicht
106 1,0 mm Bohrschicht
] @3 1,5 mm Bohrschicht

105'5

o i" l { p I
i |
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Anzahl Kolonien
vor Desinfektion

10° 3

100 T T T T T T
4 min 6 min Omin 4 min 6 min

ohne Farbstoff mit Farbstoff
Belichtungsdauer aPDT

Abbildung 18: Anzahl der E. faecalis Kolonien in den zu den Desinfektionsprifkérpern gehdérigen
Infektionskontrollen; Mediane mit 25%- und 75%- Quartilen

Die Anzahl der Kolonien lag bei den Infektionskontrollen b in der Bohrschicht 1 (0 —0,5 mm)
zwischen 1,4-10* und 8,9-10* in der Bohrschicht 2 (0,5-1,0 mm) zwischen 2,4-10° und
2,1-10* Kolonien und in der Bohrschicht 3 (1,0-1,5 mm) zwischen 1,5-10° und 1,2:10*

Kolonien. Tendenziell zeichnet sich hierbei ein fallendes Tiefenprofil ab, insofern in tiefere
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Dentinschichten (ausgehend vom Wourzelkanallumen) weniger Bakterien eingedrungen
waren bzw. sich dort vermehrt hatten, als in der obersten Dentinschicht. Die Unterschiede
lagen innerhalb eines Bereichs von 1,7 logig Stufen. Zur graphischen Darstellung des

Tiefenprofils dient Abbildung 18.

5.2. Relative Kolonienzahlen

1 0,5 mm Bohrschicht
104 - 1,0 mm Bohrschicht
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Abbildung 19: Relative Kolonienzahlen nach der Desinfektion ohne/mit Farbstoff; Mediane mit 25%-
und 75%-Quartilen, 100% = Infektion der b-Stiicke; die horizontale Linie bei 10% stellt die Schwelle
flir eine biologisch relevante Desinfektion von mindestens 3 log,, Stufen dar

In Abbildung 19 werden die Desinfektionsergebnisse der unterschiedlichen Versuchsgruppen
logarithmisch aufgezeichnet. Die horizontale Linie bei 107% stellt hierbei die Schwelle fiir
eine biologisch relevante Desinfektion von mindestens 3 logig Stufen dar, gemaR den
Empfehlungen des Healthcare Infection Control Practices Advisory Committee (HICPAC) und
des HICPAC/SHEA/APIC/IDSA Hand Hygiene Task Force [16]. Diese Schwelle wird in jeder
Versuchsgruppe Uberschritten, d.h. eine biologische relevante Desinfektion konnte nicht
erreicht werden. Die relative Kolonienzahl lag bei einer Belichtungsdauer von 4 min ohne
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Farbstoff in der ersten Bohrschicht (0 — 0,5 mm) bei 126% der Ausgangsinfektion. Bei einer
Belichtungsdauer von 6 min ohne Farbstoff in der gleichen Bohrschicht ergab sich eine
relative Kolonienzahl von 110%. Ahnlich verhielt es sich in der zweiten und dritten
Bohrschicht, wenn die Belichtung mit dem Diodenlaser ohne Farbstoff durchgefiihrt wurde:
Fir die mittlere Schicht blieb eine relative Kolonienzahl von 74% bei 4 min Belichtungsdauer
und von 127% bei 6 min, in der tiefsten Schicht waren 81% der Kolonien bei 4 min bzw. 85%
bei 6 min im Vergleich zur Infektionskontrolle vorhanden.

Die Bohrspanproben aus den Zahnhalften, die mit dem Photosensitizer Toluidinblau
behandelt wurden, zeigten ebenfalls flr alle Belichtungszeiten in allen Bohrschichten noch
Wachstum. Wirkte der Farbstoff fiir 60 sec ohne anschliefende Belichtung ein, betrug die
relative Kolonienzahl in der ersten Bohrschicht 42%, in der zweiten 31% und in der dritten
22% der Ausgangsinfektion. Wurde die aPDT mit Farbstoff angewendet, d.h. der Farbstoff
wirkte fur 60 sec im Wurzelkanallumen ein, bevor mit der Belichtung begonnen wurde,
ergaben sich folgende Ergebnisse: In der obersten Bohrschicht verblieben nach 4 min
Belichtungszeit 7,3% bzw. nach 6 min 9,1% der anfanglichen Anzahl an Kolonien. In der
mittleren Schicht konnten nach 4 min noch 45% und nach 6 min noch 15% der Bakterien
nachgewiesen werden. In der tiefsten Bohrschicht Gberlebten nach 4 min Belichtung 14%

und nach 6 min 47% der Mikroorganismen.

5.3. Einfluss des Photosensitizers auf das Bakterium Enterococcus faecalis

Da sich in dem Versuch mit Farbstoff/ohne Belichtung eine Reduktion der bakteriellen
Kontamination auf Werte zwischen 22% und 42% in den unterschiedlichen Bohrschichten
ergab, wurde in einem separat durchgefiihrten Versuch, wie unter 4.12. beschrieben,
nochmals die Wirkung des Farbstoffs auf das Wachstum einer E. faecalis Fliissigkeitskultur
untersucht. Im Gegensatz zum Zahnmodell, in dem sich die Bakterien auf der
Wurzelkanaloberflache zusammenlagerten, wurde der Einfluss des Photosensitizers hier an

einer Suspension getestet.

Auf den Enterokokkenplatten konnte fiir alle Proben ein simultanes Wachstum beobachtet
werden, unabhangig von der Menge an Farbstoff, die sich in der Probe befand (Abb. 20).
Eine antimikrobielle Wirkung des Photosensibilisators Toluidinblau auf E. faecalis wurde

nicht bestatigt.
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Absolute Kolonienzahlen

ohne Farbstoff mit Farbstoff

Abbildung 20: Vergleich des E. faecalis Wachstums in der Suspension ohne und mit Farbstoff

5.4. Rasterelektronenmikroskopische Bilder

Zur exemplarischen Visualisierung der Versuchsergebnisse wurden einige Zdhne mit dem

Rasterelektronenmikroskop untersucht.

Abbildung 21 zeigt die Wurzelkanaloberflache des Zahnstiicks 764 b, das einen einwdchigen
Infektionszyklus mit Bakteriensuspension durchlaufen hat. Die Probe ist an der Oberfldache
dicht mit Mikroorganismen besiedelt, die Infektion ist gelungen. In Abbildung 22 werden die
Dentintubuli im Langsschnitt dargestellt: Die Aufnahme erfolgte an den Bruchkanten, die
beim Spalten des Zahnstiicks entstanden sind. Die Bakterien haften nicht nur an der
Wourzelkanaloberflache, sondern sind auch in tiefer liegende Dentinbereiche eingewandert.

Sie sind kettenartig entlang der Dentintubuli angeordnet.
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HV Spot Det Mag HFW VacMode | Pressure —10.0ym——
5.0 kV 4.0 LFD 5000x/5.7 mm 54.08 ym Low vacuum|1.20 Torr Quanta 400 F

Abbildung 21: Zahn 764 nach Durchlaufen eines einwdchigen Versuchszyklus mit
Bakteriensuspension (Infektionskontrolle); die Kanaloberflache ist dicht mit Mikroorganismen ()
besiedelt

HV Spot Det Mag | WD HFW VacMode |Pressure —10.0ym——
5.0 kV 4.0 LFD 5000x/5.3 mm 54.08 ym Low vacuum|1.20 Torr Quanta 400 F

Abbildung 22: Zahnstiick 764 b im Langsschnitt; die Bakterien () sind in die Dentintubuli
eingewandert
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Abbildung 23 und Abbildung 24 zeigen Aufnahmen des Zahnstiickes 764 c, das nach der
einwdchigen Infektion mit dem Bakterium Enterococcus faecalis mit Farbstoff und 6 min
Laserbelichtung behandelt wurde. Die Dentinoberfliche und die Dentintubuli sind
groRtenteils immer noch mit dem Mikroorganismus besiedelt.

HV |Spot Det| Mag VacMode |Pressure
5.0 kV| 4.0 |LFD|10000x/6.0 mm 27.04 um|Low vacuum|1.20 Torr Quanta 400 F

Abbildung 23: Zahnstlick 764 c nach Desinfektion (1 min Einwirkzeit des Farbstoffs, 6 min belichtet);
Bakterien () auf der Dentinoberflache

g

3 kg L -.~" "i h ¥
HV |[Spot Det| Mag WD HFW VacMode Pressure —10.0um——
LFD|5000x 5.5 mm|54.08 ym Low vacuum 1.20 Torr| Quanta 400 F

Abbildung 24: Zahnstiick 764 ¢ im Langsschnitt; Bakterien () in den Dentintubuli
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In Abbildung 25 ist das Zahnstiick 770 c zu sehen, das nach der Infektion mit dem
Enterococcus faecalis fiir 1 min mit dem Farbstoff Toluidinblau behandelt wurde, ohne
anschlieend mit dem Laserhandstilick zu belichten. Die Dentinoberflache ist wie bei der

Infektionskontrolle mit einem dichten Bakterienwuchs Gbersat.

Abbildung 25: Zahnstiick 770 ¢ nach Behandlung mit dem Farbstoff fiir 60 sec ohne Belichtung; ein
dichter Bakterienrasen belegt die Dentinoberflache

5.5. Ergebnis der Kanamycin-Asculin-Azid-Selektivnihrbdden-Testung

Es zeigte sich sowohl auf den Trypticase-Soy-Broth-Agarplatten als auch auf den Kanamycin-
Asculin-Azid-Selektivndhrbdden fiir alle Verdiinnungen ein identisches Wachstum von
E. faecalis. So ergab beispielsweise die Zahlung der koloniebildenden Einheiten bei der
1:100000-Verdiinnung auf den Casoplatten 644 Kolonien, auf den Enterokokkenplatten
wurden 622 Kolonien vermerkt. GemaR der Beschreibung des Selektivnahrbodens hatten
sich bei den Enterokokkenplatten um die Bakterienkolonien herum schwarze Hofe gebildet

(siehe auch Abb. 26 auf Seite 59).
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6. Diskussion

6.1. Das Testmodell und seine Durchfiihrung

In Anlehnung an die vorangegangene Studie [49] wurden auch bei der vorliegenden
Weiterentwicklung des Testmodells bovine Zdhne verwendet. Der Einsatz von Rinderzdahnen
bewdhrte sich auch in anderen in vitro Modellen, in denen ein Ersatz fir humane
Zahnhartsubstanzen bendtigt wurde, da sie in ihren morphologischen Eigenschaften
menschlichen Zahnen sehr dhnlich sind und dariber hinaus leicht und in grofler Zahl
beschafft werden koénnen [18; 33; 85; 87]. Es wurde der Enterococcus faecalis als
Testbakterium verwendet, da er eine wesentliche Rolle bei fehlgeschlagenen
Wurzelbehandlungen spielt [1; 31; 54; 69; 112] und seine Kultivierung und Handhabung im
Labor durch seine umwelttoleranten Eigenschaften relativ einfach ist. Die Infektionszeit der
Zahnstiicke mit dem Mikroorganismus lag in unserem Versuchsaufbau bei sieben Tagen. In
anderen Studien infizierte man die Prifkdrper mit unter deutlich langer [48; 93], teilweise
bis zu vier Wochen [48]. Im Anbetracht der Ergebnisse der Infektionskontrollen in der
vorliegenden Studie (vgl. Kapitel 5.1.2.), kann von einer effektiven Infektion ausgegangen
werden. Eine ausreichende Kontamination der zu desinfizierenden Proben mit dem
Testbakterium war zu jeder Zeit gewahrleistet. Dies verdeutlichte auch die

elektronenmikroskopische Darstellung.

Ziel dieser Arbeit war, ein bereits bestehendes in vitro Modell zur Testung von
endodontischen Desinfektionsmethoden [49] weiterzuentwickeln. Mit Hilfe des
autoklavierbaren, im Mikrometerbereich justierbaren Bohrstidnders konnten exakt gleiche
Volumina an Bohrspanproben aus den Wurzelkandlen der Rinderinzisivi entnommen
werden. Zusatzlich erlaubte die Bohrmethode auch eine Untersuchung tieferer
Dentinschichten auf Kontamination mit dem verwendeten Mikroorganismus. In den
Infektionskontrollen war dadurch zu beobachten, dass die Wurzelkanaloberflache
tendenziell etwas dichter mit Bakterien besiedelt war als die tieferen Schichten des Dentins;
die Unterschiede bewegten sich innerhalb eines Bereichs von ein bis zwei logio Stufen.
Normalerweise ware zu erwarten, dass in tieferen Schichten deutlich weniger Bakterien
vorhanden sind, da laut SEN et al. [88] die Eindringtiefe von Kokken und Stdbchen in die

Dentintubuli auf 150 um limitiert ist. Dieser Diskussionspunkt war bereits aus der

52



Vorgadngerarbeit [49] bekannt, weshalb der Bohrvorgang deutlich modifiziert wurde. So
sollte eine Zwischenbohrung mit einem groReren Rosenbohrer verhindern, dass durch
stetiges Tiefergehen ein Bohrkanal entsteht, in welchem sich Spane sammeln kénnen. Dies
wirde beim Abspulen der Wurzelstiicke zu verfalschten Ergebnissen fuhren. Der groRRere
Rosenbohrer (Durchmesser: 2,1 mm) wurde daher nach der Probenentnahme mit Hilfe des
kleineren Bohrers (Durchmesser: 0,8 mm) verwendet, um eine Art Plateau zu schaffen,
damit nicht aufgesammelte Spdne mit Kochsalzl6sung weggespiilt und somit verworfen
werden konnten. Trotz dieses Vorgehens war ein statistisch signifikantes Tiefenprofil nicht
erkennbar. Der Abspiilvorgang konnte hierbei einen kritischen Arbeitsschritt im Versuch
darstellen. Auch bei sorgfaltigster Arbeitsweise kdnnen nie alle in Losung gegangenen Spane
aufgesammelt werden, da sowohl am Zahnstiick als auch in der Petrischale selbst immer

kleine Mengen zuriick bleiben.

Es werden in zahlreichen anderen Studien, insbesondere bei in vivo Untersuchungen,
lediglich Proben von der Wurzelkanaloberflache genommen. Die Ermittlung der bakteriellen
Kontamination erfolgt haufig durch einfache Abstriche mittels steriler Papierspitzen; auch
der Einsatz endodontischer Feilen zur Abtragung infizierten Dentins wird beschrieben [14;
15; 38; 39; 36; 80]. Eine mogliche bakterielle Kontamination tiefliegender Dentinschichten

kann jedoch auf diese Weise nicht festgestellt werden.

Zur statistischen Auswertung der Desinfektionsergebnisse wurden stets das c-Stlick
(Desinfektionspriifkorper) eines Zahnes und das b-Stick (Infektionskontrolle) desselben
Zahnes miteinander verglichen, d.h. jeder Zahn war seine eigene Kontrolle. Niemals wurde
ein Desinfektionsergebnis mit einer Infektionskontrolle eines anderen Zahnes verglichen. Es
wurde davon ausgegangen, dass die Anfangsinfektion der c-Stiicke vor der Desinfektion in
dem Bereich der zugehorigen Infektionskontrolle liegt. In den Versuchen ohne Farbstoff und
mit Licht wiesen jedoch die Desinfektionspriifkdrper nach der Desinfektion eine hohere
Kontamination mit E. faecalis auf, als die entsprechenden Infektionskontrollen; die Werte
der relativen Kolonienzahlen nach der Behandlung lagen teilweise bei (iber 100%. Es wurde
festgestellt, dass - abgesehen davon, dass die Desinfektion ohne Farbstoff nicht gelang -
obwohl die Zahnstlicke aus ein und demselben Zahn stammten, die Anfangsinfektion
unterschiedlich stattgefunden haben kénnte. Fraglich ware, ob die Problematik umgangen

werden konnte, indem die Methode so weiterentwickelt wird, dass aus demselben
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Zahnstlick, das desinfiziert werden soll, vorab eine Probe zur Kontrolle der Infektion
entnommen wird, um einen noch direkteren Vergleich zu erhalten. Aus technischen
Griinden war es jedoch nicht méglich, diese Uberlegung umzusetzen, da die Priifkdrper erst

nach der Behandlung fur die Probenentnahme in ihrer Mitte gespalten wurden.

6.2. Antibakterielle Wirkung der aPDT

Eine Reduktion der bakteriellen Infektion um 3log,q Stufen im Sinne einer biologisch
relevanten Desinfektion gemaB den Empfehlungen des Healthcare Infection Control
Practices Advisory Committee (HICPAC) und des HICPAC/SHEA/APIC/IDSA Hand Hygiene Task
Force [16] konnte in dieser Studie mit der Desinfektionsmethode aPDT nicht erreicht
werden. Hierzu hatten letztendlich nur noch maximal 0,1% der anfanglichen bakteriellen

Kontamination nachweisbar sein dirfen.

Die durch den mehrstufigen Bohrvorgang entstandene Tendenz des Tiefenprofils bei den
Infektionskontrollen stellte sich im Anbetracht der Desinfektionsergebnisse genau anders
herum dar: In der obersten Bohrschicht war nach Anwendung der aPDT mit Toluidinblau
eine geringere bakterielle Kontamination vorhanden, als in den beiden tieferen
Bohrschichten. Die Restinfektion der Wurzelkanaloberfliche betrug nach 4 min
Belichtungszeit 7% bzw. nach 6 min 9%. Ahnliche Werte beschrieben BERGMANS et al. [11]
in ihrer an humanen Zahnen durchgefiihrten in vitro Studie fiir den Enterococcus faecalis
nach Desinfektion mit der aPDT: Bei ihnen verblieben noch 11,6% der Bakterien an der
Wurzelkanaloberflaiche. Zu einigen weiteren Studien lassen sich hinsichtlich der
Desinfektionsergebnisse ebenfalls Parallelen erkennen: Es konnte durch die alleinige
Anwendung der aPDT in den haufigsten Fallen keine 99,9%ige Desinfektion gewaéhrleistet
werden, insbesondere wenn die Kontamination der Proben anhand von Zahnmodellen
erfolgte [32; 108].

Im Hinblick auf die antibakterielle Wirkung der aPDT in den tieferen Schichten des
Wourzeldentins war eine noch héhere Kontamination mit Bakterien nachzuweisen. In vivo
Studien erlauben keine Probenentnahme aus tieferen Dentinschichten nach der
Desinfektion, da diese lediglich mit Handfeilen oder Papierspitzen moglich ist. Im Rahmen
der im Literaturverzeichnis angegebenen in vitro Studien zur aPDT in der Endodontie wurde

bisher noch nicht Gber ihre Wirkung in der Tiefe berichtet. Mit dem vorliegenden in vitro
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Testmodell jedoch wurde eine schlechtere Desinfektion in tieferen Dentinschichten von bis
zu 1,5 mm beobachtet. Ein moglicher Grund fir geringere photodynamische Inaktivierung
von Bakterien in der Tiefe kdnnte sein, dass durch die Unregelmaligkeiten und Nischen im
Dentin eine ungeniigende Konzentration an Sauerstoff fir die Reaktion vorhanden war. Das
Vorhandensein von ausreichend Ausgangsmolekiilen an Sauerstoff ist voraussetzend fir die
Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies [104]. Die bakterielle Flora in infizierten
Wurzelkanalen besteht hauptsachlich aus anaeroben Mikroorganismen, die sich in einem
Biofilm organisieren [31]. Anzunehmen ware, dass das Wurzeldentin ein sauerstoffarmes
Milieu bietet, das das Wachstum dieser Spezies beglinstigt. Unter derartigen Bedingungen
konnte insbesondere die Entstehung von Singulett-Sauerstoff vermindert sein, der
malgeblich flr die Zytotoxizitat der aPDT verantwortlich ist [105]. Es ware moglich, dass die
unregelmallige Morphologie der Dentinkandlchen das Eindringen des Farbstoffs oder des
Lichtstrahls in die tieferen Bereiche zusatzlich behindert hat und stellenweise eine
bakterielle Kontamination bestehen blieb. Sollte diese Vermutung stimmen, bleibt fraglich,
ob die vorherige Verwendung gewebeauflosender, Schmierschicht-entfernender
Detergenzien eine erhdhte Sauerstoffkonzentration und auch eine bessere Penetration des
Farbstoffs in die Dentinkanadlchen ermdoglicht hatte.

In diesem in vitro Modell wurden die Kanalwande, im Gegensatz zur tblichen Handhabung in
der Praxis, nicht mechanisch bearbeitet. Einige in vivo Studien zeigten, dass eine
Kombinationstherapie der aPDT mit einer NaOCI-Spulung wahrend der Aufbereitung des
Kanals mit Feilen durchaus zu guten Desinfektionsergebnissen fiihren kann [14; 15; 36; 38;
39]. Oftmals wird die aPDT als zusatzliche Desinfektionsmallnahme nach der
Standardbehandlung empfohlen, um eine vorhandene Restinfektion im Wurzelkanal zu
beseitigen [11; 32; 39; 59; 108]. Durch die Vorbehandlung des Wurzeldentins mit einem
gewebeauflésenden Desinfektionsagens, wie z.B. NaOCI, kdnnen organische Bestandteile
von der Wurzelkanaloberflaiche entfernt werden, was die alleinige Anwendung der aPDT
nicht erlaubt.

Ein Einfluss des Laserlichts ohne Farbstoff auf E. faecalis konnte in dieser Untersuchung nicht
nachgewiesen werden. Durch die alleinige Anwendung des Photosensitizers Toluidinblau
konnte eine Reduktion der bakteriellen Infektion auf Werte zwischen 22% und 42%
festgestellt werden. Eine antimikrobielle Wirkung des Farbstoffs wurde teilweise auch in

anderen Studien beschrieben [32; 34; 96]; manche Autoren berichten (iber gegenteilige
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Ergebnisse [11; 40]. Eine einheitliche Feststellung diesbezliglich wurde bisher noch nicht
getroffen.

Im Gegensatz zu der Bestrahlung von planen Flachen, wie z.B. bei der Anwendung der aPDT
auf oraler Mukosa zur Behandlung oraler Stomatitiden oder auf Hautoberflachen, wie sie in
der Dermatologie angewandt wird, erfolgte hier die Belichtung von Dentin im
dreidimensionalen und Uberdies schwer zuganglichen Bereich. Die Wurzelkanaloberflache
der Rinderzahnstiicke wurde mit Hilfe eines speziellen Endo-Ansatzes fir den Diodenlaser
belichtet. Der flir den Gebrauch an menschlichen Wurzelkandlen zugelassen Ansatz wurde
an Rinderzahnen angewendet, deren Wurzelkanal einen groReren Radius besitzt. Dem
wurde Rechnung getragen, indem die Ansatzspitze um einige Millimeter gekiirzt wurde, um

ein dickeres, dem Wurzelradius des Rinderzahnes besser angepasstes Endstlick zu erhalten.

Eine suffiziente Desinfektion der Wurzelkanéle konnte nicht erreicht werden. Ob es teilweise
an dem Laseransatz gelegen haben konnte, ist fraglich. Die Strahlungsintensitdat einer

Lichtquelle nimmt laut dem Abstandsgesetz mit dem Quadrat des Abstands ab
(Strahlungsintensitat I~%). Es wadre moglich, dass die auf dem Wurzeldentin des

Rinderzahnes aufgetroffene Energie geringer gewesen ist, als sie auf einer
Wurzelkanaloberflaiche eines humanen Zahnes gewesen ware und dadurch nicht genug
Energielibertragung von Photosensibilisatormolekiilen auf Sauerstoff und somit auf
Bakterien stattgefunden hat. Laut Hersteller ist der angewendete Leistungsbereich des
Laserhandstiicks von 100 mW aber fiir humane Zahne mehr als ausreichend bemessen und

hatte somit auch fir die Anwendung an Rinderzdhnen genug Energie liefern miissen.

6.3. Vergleich der beiden Parallelprojekte

Wie bereits in der Einleitung erwdhnt, ist die vorliegende Arbeit Teil eines Parallelprojekts
[60]. Es wurde am gleichen in vitro Modell neben der antibakteriellen photodynamischen
Therapie auch die Wirkung von Natriumhypochlorit auf E. faecalis untersucht. Es kamen
unterschiedliche Konzentrationen der Losung von 0,5%, 1,0% und 3,0% zum Einsatz, die fir
30 bzw. 60 sec im Wurzelkanal belassen wurden. Die Wirkung des NaOC| wurde nach der
angegebenen Einwirkzeit mit dem Reduktionsmittel Natriumthiosulfat gestoppt.

Auch in der parallel durchgefiihrten Arbeit [60] zeichnete sich in den Infektionskontrollen die
Tendenz zum fallenden Tiefenprofil ab, die oberflachlichste Dentinschicht war etwas starker
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mit Mikroorganismen besiedelt, als die beiden tieferen Dentinschichten. In Hinblick auf die
Desinfektion konnte auch mit NaOC| fir die angegebenen Konzentrationen und
Einwirkzeiten keine biologisch relevante Desinfektion von mindestens 3 logyo Stufen erreicht
werden. Das Desinfektionsagens hatte durch die Inaktivierung mit der Stopplosung keine
Moglichkeit, in den Dentinkandlchen nachzuwirken. Die besten Ergebnisse fiir die kurzen
Einwirkzeiten von 30 und 60 sec konnten mit 3,0%igem NaOClI erzielt werden: Hier lagen die
relativen Kolonienzahlen nach Desinfektion fur alle Bohrschichten bei unter 4%. In der
obersten Bohrschicht verblieben nach 60 sec sogar nur noch 0,7% der urspriinglichen
bakteriellen Kontamination, was einer biologisch relevanten Desinfektion am nachsten kam.
Verglichen mit den Ergebnissen der aPDT, bei denen die Proben mit Farbstoff und mit Licht
behandelt wurden, konnte - auch fiir die tieferen Bohrschichten - mit 3,0%igem NaOCI
innerhalb einer kiirzeren Behandlungsdauer ein besseres Desinfektionsergebnis erreicht

werden.

6.4. Unterbindung der Bacillus subtilis Kontamination der Agarplatten

Wahrend der Vorversuche konnte auf den Casoplatten, auf denen die
Bohrspansuspensionen anfangs ausplattiert wurden, neben dem E. faecalis das Wachstum
eines weiteren Mikroorganismus beobachtet werden. Dies flhrte dazu, dass die
gewonnenen Proben nicht mehr ausgewertet werden konnten. Zu Bestimmungszwecken
wurde daher eine der kontaminierten Platten im Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene des
Klinikums der Universitat Regensburg untersucht. Die Keimbestimmung ergab neben den
verwendeten Enterokokken die Anwesenheit des aerob wachsenden Sporenbildners Bacillus
subtilis. Dieses Bakterium ist in der Lage, gegeniiber Umwelteinflissen sehr robuste
Endosporen zu bilden, weshalb mit gangigen Desinfekions- und Sterilisationsverfahren eine

Inaktivierung des Bakteriums nicht gelingt [26; 29; 68; 90].

Die im Versuch verwendeten Rinderzahne waren von Natur aus, bedingt durch die Nahrung
der Rinder, mit Bacillus subtilis kontaminiert. Dies stellte sich in der mikrobiologischen
Untersuchung heraus. In Zusammenhang mit der beschriebenen Sporenbildung des
Mikroorganismus erklart sich sein Vorhandensein trotz der Autoklavierung der Zahnstiicke.
Um dieser Tatsache Rechnung zu tragen, wurden in den Versuchen Kanamycin-Asculin-Azid-

Selektivnahrbéden verwendet. Diese sind gemal} ihrer Beschreibung [77] fiir den Nachweis
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von Enterokokken geeignet, wobei sie durch die Substanzen Kanamycin und Natriumazid das
Wachstum von Bacillus subtilis ATCC 6633 sowie Escherichia coli ATCC 25922 unterbinden
(= Negativkontrolle). Durch ein doppeltes Indikatorsystem wird das Wachstum von Asculin-
hydrolysierenden Streptokokken angezeigt, wobei sich Hofe aus schwarzen Eisen-Phenol-
Komponenten bilden. So konnte das Wachstum des Endosporenbildners vollstandig
unterbunden werden, ein Auszdhlen der Kolonien war uneingeschrankt moglich. Durch die
unter 4.14. beschriebenen Versuche konnte von einem gleichen Wachstum des E. faecalis
auf beiden Plattenarten ausgegangen werden. Uberlegungen, eine antibiotische
Vorbehandlung der Rinderzdhne durchzufiihren oder das verwendete Nahrmedium mit
Kanamycin anzureichern, wurden daher als nicht notwendig erachtet und verworfen. Zur
Dokumentation wurden Fotos der Infektionskontrolle b des Zahnstiickes 763 erstellt, um das
E. faecalis Wachstum auf den Enterokokkenplatten einerseits und das B. subtilis Wachstum

auf den Casoplatten andererseits zu veranschaulichen (Abb. 26).

]6db 3 763 4
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Abbildung 26: Vergleich der Enterokokken-Platten (Reihe oben) mit den in friheren Versuchen
verwendeten Caso-Platten (Reihe unten); ausplattiert wurden Proben einer Infektionskontrolle: Auf
den Enterokokken-Platten wachst lediglich der E. faecalis, seine Stoffwechselprodukte zeichnen sich
als braune Hofe um die Kolonien ab; auf den Caso-Platten ist das Wachstum des E. faecalis durch die
starke B. subtilis Kontamination nicht mehr zu erkennen

Auf den Enterokokken-Platten ist in diesem Beispiel auch das fallende Tiefenprofil der
unterschiedlichen Bohrschichten angedeutet: Oben links stellt das Ausmall der Infektion der
obersten Bohrschicht, oben rechts das der tiefsten Bohrschicht dar
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7. Zusammenfassung

Es wurde ein bereits bestehendes in vitro Modell [49] weiterentwickelt, mit dem die
Wirksamkeit unterschiedlicher endodontischer Desinfektionsmethoden an kiinstlich
infizierten Rinderzahnwurzeln getestet werden kann. Die Proben wurden fiir eine Woche mit
dem Bakterium Enterococcus faecalis infiziert. Als Desinfektionsmethode kam die
antibakterielle photodynamische Therapie zum Einsatz, wobei unterschiedliche
Belichtungszeiten von 4 und 6 min mit dem Diodenlaser und die Anwendung mit und ohne
Farbstoff untersucht wurden. Die Einwirkzeit des Photosensibilisators Toluidinblau lag bei
60 sec.

Anhand des optimierten Modells sollte versucht werden, ein Tiefenprofil der mit dem
Testmikroorganismus besiedelten Dentintubuli darzustellen. Mit einem selbst entwickelten,
vollstandig autoklavierbaren Bohrstander gelang es, Bohrspanproben definierter Volumina
aus drei unterschiedlich tiefen Schichten des Wurzeldentins zu entnehmen. Die
Bohrschichten besallen jeweils eine Dicke von 0,5 mm und lagen im Wurzeldentin in den
Intervallen JO; 0,5] mm, ]0,5; 1,0l mm und ]1,0; 1,5] mm. Die aus dem Wurzeldentin
isolierten Bohrspdne wurden in je 2 ml sterilem Medium aufgefangen und anschliefend
100 ul der gewonnenen Bohrspansuspension auf Enterokokkenplatten ausplattiert. Nach 24-
stiindiger Inkubation erfolgte die Auswertung anhand der gezdhlten koloniebildenden
Einheiten. Die Auswertung erfolgte fiir die Infektionskontrollen durch Darstellung der
absoluten Kolonienzahlen und fiir die Desinfektionsprifkérper durch Angabe der
verbliebenen Bakterien nach Desinfektion in Prozent. Hierbei war jeder Zahn seine eigene

Kontrolle.

Mit Hilfe des so durchgefiihrten Bohrvorgangs war es moglich, ein Tiefenprofil mit fallender
Tendenz in den Infektionskontrollen darzustellen. Es wurde festgehalten, dass sich in
oberflachlichen Dentinschichten mehr Bakterien befanden, als in den tieferen

Dentinschichten. Die Unterschiede bewegten sich innerhalb einer bis zwei log,o Stufen.

Eine biologisch relevante Desinfektion durch die Herabsetzung der anfanglichen
Bakterienkontamination um 3 log,o Stufen konnte in keinem Versuch erzielt werden. Die
Versuche, bei denen ohne Farbstoff belichtet wurde, ergaben, dass das Licht des

Diodenlasers keinen negativen Einfluss auf das Uberleben des Bakteriums E. faecalis nimmt.
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Durch die Wirkung des Photosensitizers Toluidinblau auf den Testmikroorganismus ohne
Belichtung wurde die bakterielle Anfangsinfektion auf Werte zwischen 22% und 42%
reduziert. Der separat durchgefiihrte Versuch, bei dem der Einfluss verschiedener
Farbstoffmengen auf E. faecalis-Suspensionen unterschiedlicher Konzentrationen getestet
wurde, konnte jedoch eine antimikrobielle Wirkung nicht bestatigen. Bei den Proben, die mit
Farbstoff und Licht behandelt wurden, konnte in der oberflachlichsten Dentinschicht eine
Reduktion der anfanglichen Infektion auf 7% bzw. 9% beobachtet werden. In den beiden
tieferen Bohrschichten konnte eine héhere bakterielle Kontamination beobachtet werden.
Zu vermuten ware, dass in der Tiefe des Dentins zu wenig Sauerstoff fir die Reaktion der
aPDT vorhanden war und damit kein suffizienter antimikrobieller Effekt durch reaktive

Sauerstoffspezies auf den Mikroorganismus Enterococcus faecalis entstehen konnte.

Um eine Kontamination der Agarplatten mit Bacillus subtilis, ein natlrlicherweise im
Rinderzahn vorkommender, aerob wachsender Sporenbildner, zu vermeiden, entschied man
sich fiir die Verwendung von speziellen Enterokokkenplatten. Der anfanglich verwendete
Trypticase-Soy-Broth-Agar erlaubte das Wachstum des sterilisationsunempfindlichen
Sporenbildners auf den Platten, wodurch die Ergebnisse unbrauchbar wurden. Durch die
Verwendung von selektiven Enterokokken-Platten konnte eine problemlose Auswertung des

E. faecalis Wachstums stattfinden.
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8. Anhang

8.1. Labormaterialien und Reagenzien

Bakterien

Enterococcus faecalis ATCC 29212, bezogen vom Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene des

Klinikums der Universitat Regensburg

Agar

Kanamycin-Asculin-Azid-Agar (KAA-Agar), bezogen vom Institut fiir Mikrobiologie und

Hygiene des Klinikums der Universitat Regensburg

42,7 g werden in 1 Liter Aqua dest. suspendiert, bis zum vollstandigen Losen erhitzt und

15 min bei 121 °C autoklaviert.

Typische Zusammensetzung in g pro 1 Liter Nahrmedium:

Caseinpepton 20,0 g

-  Hefeextrakt 5,0 g

- Natriumchlorid 5,0 g

- Asculin1,0g

- Natriumcitrat 1,0 g

- Ammoniumeisen(lll)-citrat 0,5 g
- Natriumazid 0,15 g

- Kanamycinsulfat 0,02 g

- Agarl100g

Gesamtmenge 42,7 g

Arbeitsschutz
Handschuhe: Sempermed, Semperit Technische Produkte (Wien, Osterreich)

Mundschutz: Sentinex Lite El, Lohmann & Rauscher (Neuwied)
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Handdesinfektion: Sterillium, Bode Chemie (Hamburg)

Flachendesinfektion: Ethanol 70%, Chemikalienausgabe Universitat Regensburg

Aufbewahrung
Becherglaser: Schott Duran, Schott (Mainz)
Laborkuhlschrank: FKS5002, Liebherr (Bulle, Schweiz)

Tiefkthlschrank: Forma -86 Freezer, Thermo Electron Corp. (Marietta, USA)

Messgerate

Photometer: Ultrospec 3300 pro, Amersham Biosciences (Little Chalfont, GB)
Kivetten: 1,5 halbmikro Kivetten, 12,5 mm x 12,5 mm x 45 mm, Brand (Wertheim)
Messpipetten: Eppendorf (Hamburg)

Multi-Pipette: Eppendorf (Hamburg)

Analysenwaage: Sartorius (Gottingen)

Accu-Jet® pro: Brand (Wertheim)

Zahnstiickeherstellung

Schlachthof: Schlachthof Vion (Furth im Wald)
Sagemikrotom: 1600 Leitz (Wetzlar)

Mikromotor: K9, KAVO (Biberach/RiR)

Handstlick: 10A KAVO Handstick 180C (Biberach/RiR)
Trennscheibe: Artikelnummer 196 090, Komet (Lemgo)

Wachsmesser: Artikelnummer 9001650, Henry Schein Dental Depot (Langen)

Chemikalien

Natriumchlorid: Artikelnummer 1.06406.1000, Merck (Darmstadt)
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Typticase-Soy-Broth: Becton & Dickinson (Sparks, USA)

Hefeextrakt: Bacto Yeast Extract, Becton & Dickinson (Sparks, USA)
Chloramin T Losung: Artikelnummer 1.02426, Merck (Darmstadt)

Glycerin 87%: Artikelnummer 1.04094, Merck (Darmstadt)

Farbstofffluid: PACT Fluid Endo, cumdente (Tlbingen)

Glutaraldehyd fiir Elektronenmikroskopie 2,5%, Nr. 23114, Serva (Heidelberg)

Sgrensen-Phosphat-Puffer 0,1 M: aus Sgrensen-Phosphat-Puffer 0,2 M mit Aqua bidest. 1:1
mischen

Herstellung des Sgrensen-Phosphat-Puffer 0,2M
flr 500 ml:

- 150 ml aus Losung A:
13,61 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PQO,) in 500 ml Aqua bidest. |6sen
- 850 ml aus Losung B:
14,19 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPOQ,4) in 500 ml Aqua bidest. |6sen

KH,POg: Artikelnummer 4873, Merck (Darmstadt)

Na,HPO,: Artikelnummer 6586, Merck (Darmstadt)

Herstellung der Fixierung fiir die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung
fiir 50 ml:

- 25ml 0,2 M Sgrensen-Phosphat-Puffer
- 20 ml Aqua Millipore
- 5ml 2,5% Glutaraldehyd

Verbrauchsmaterialien

PACT Light Guide Endo Ansatze: cumdente (Tlibingen)
PalaDur Autopolymerisat: Heraeus-Kulzer (Hanau)
RelyX Unicem: 3M ESPE (Neuss)

Exstirpationsnadeln: ISO Gr. 35, VDW-Dental GmbH (Miinchen)
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Zellstofftlicher: Mehrzwecktiicher, Novotex (Krefeld)

Petrischalen: Gr. 94/16 und Gr. 60/15 steril, Cellstar Greiner bio-one (Frickenhausen)
Eppendorfcups: Eppendorf (Hamburg)

Falcon tubes: 15 ml PP-Test tubes, 50 ml tubes, Cellstar Greiner bio-one (Poitiers, Frankreich)
Cryos: Cellstar Greiner bio-one (Poitiers, Frankreich)

Deckglaser: 15x15 Superior, Marienfeld (Kénigshofen)

Bohrer: 0,8 mm & 2,1 mm Rosenbohrer, Komet (Lemgo)

Wellplatten: Tissue Culture Cluster 12, Costar (Cambridge, USA)

Pipettenspitzen: 30 ul, 200 ul, 1000 pl, Sarstedt (Niimbrecht)

Stripetten: Cellstar greiner bio-one (Frickenhausen)

Skalpell: Feather Safety Razor Co. (Osaka, Japan)

Heilklebesticks: NO28194, Proxxon (Niersbach)

Parafilm: Pechiney (Disseldorf)

10 ml-Spritzen: BD 10 ml Syringe, BD (Franklin Lakes, USA)

Kanilenaufsatze: Miraject PL Super, Hager & Werken (Duisburg)

Aluminium Stub: Provac (Oestrich-Winkel)

Leit-C-Plast: Provac (Oestrich-Winkel)

Sonstige Gerate

PACT-Laserhandstiick: cumdente (Tlbingen)

MilliQUFplus: Millipore (Molsheim, Frankreich)

Sterile Werkbank HF48: GelaireFlow Laboratories (Opera, Italien)
Zentrifuge: Universal 320, Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)
Polymerisationslampe: Optilux 400, Demetron (Danbury, USA)
Bohrstander: Mechanikwerkstatt Physik der Universitdt Regensburg

Heilklebepistole: HKP220, Proxxon (Niersbach)
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Autoklav: Fedegari Autoclavi (Albuzzano, Italien)

Drigalski-Spatel Edelstahl rostfrei, Liferant VWR-Versand

Rittler: IKA-Vibaax-VXR, Janke & Kunkel GmbH (Staufen)
Kapselanmischgerat: Silamat S3, Vivadent (Schaan, Fiirstentum Liechtenstein)
Inkubator: B5060, Heraeus (Hanau)

Vortex: REAX2000, Heidolph (Schwabach)

Rasterelektronenmikroskop: FEI Quanta 400 FEG, FEI Deutschland GmbH (Frankfurt/Main)

Graphische Darstellung und statistische Auswertung

Sigma Plot Version 8.0, SPSS Inc. (Chicago, USA)

SPSS Version 18.0, SPSS Inc. (Chicago, USA)
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