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1 Einleitung

Vor allem in der Endodontie als Teilbereich der Zahnmedizin erscheint es sehr
schwierig, den Erfolg einer Therapie zu definieren. Der Therapieerfolg ist
multifaktoriell und unter anderem abhangig von angewandten Methoden (Card,
Sigurdsson et al. 2002, Chugal, Clive et al. 2003), dem Geschick des Behandlers
(Sipaviciute und Maneliene 2014, Pedro, Marques et al. 2016), der Qualitat der
Wurzelkanalfullung (Siqueira, Rocas et al. 2005), dem Verschluss des Zahnes nach
endodontischer Behandlung (Ray und Trope 1995, Pedro, Marques et al. 2016) oder
der Keimelimination im Wurzelkanalsystem (Schirrmeister, Liebenow et al. 2007,
Zhang, Hou et al. 2012). Zudem ist die Bestimmung der eigentlichen Definition des
,=Erfolgs® unklar und variiert in den wissenschaftlichen Studien. Die Deutsche
Gesellschaft fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (DGZMK) veroffentlichte im Jahr
2000 eine Stellungnahme, in der eine Kategorisierung fur die Einordnung eines
Erfolgs oder Misserfolgs einer Wurzelkanalbehandlung aufgestellt wurde. Daraus
konnen numerische Erfolgsraten ermittelt, aber auch Prognosen Uuber den
endodontisch behandelten Zahn gestellt werden (Weiger, Geurtsen et al. 2000). Bei
Misserfolg der initialen Behandlung ist die Revision, also die erneute Er6ffnung,
Desinfektion und Fullung des Wurzelkanalsystems, die routinemaRige
Vorgehensweise (He, White et al. 2017). Der Erfolg der Revision korreliert
malfdgeblich mit der bakteriellen Persistenz (Nair, Sjogren et al. 1990, Lin, Skribner et
al. 1992, Sjogren, Figdor et al. 1997), wobei das Bakterium Enterococcus faecalis
eine entscheidende Rolle bei reinfizierten Zahnen aufweist (Rocas, Siqueira et al.
2004) sowie der Anaerobier Parvimonas micra wesentlich an der primaren
Entstehung beteiligt ist (Ji, Li et al. 2014). Es stellt sich die Frage, ob eine gezielte
Elimination dieser beiden Keime zu hoheren Erfolgsquoten der endodontischen
Behandlung fuhren konnte. In dieser Studie sollen die Grundlagen zu dieser

Fragestellung ermittelt werden.



1.1 Endodontische Grundlagen

In der Zahnheilkunde liegt der Fokus auf zahlreichen Aspekten der oralen
Gesundheit, wobei der Schwerpunkt der konservierenden Zahnmedizin der Erhalt
der naturlichen Zahne ist (DeVan 1952). Hierbei ist die Wurzelkanalbehandlung die
Standardbehandlung fur den Versuch des Zahnerhalts (Doyle, Hodges et al. 2006).
Die endodontische Behandlung umfasst die chemomechanische Bearbeitung des
Wurzelkanalsystems mit dem Ziel der Sauberung und Desinfektion (Sipaviciute und
Maneliene 2014) und einem keimarmen Kanal als erwunschtes Endergebnis. Dieses
Endergebnis ist abhangig von einigen Faktoren, die letztlich den Erfolg der Therapie
bestimmen. Allerdings herrscht Einigkeit in wissenschaftlichen Studien, dass der
Bakterienbefall sowohl fir eine primare als auch eine Reinfektion der entscheidende
Faktor ist (Kakehashi, Stanley et al. 1965, Nair, Sjogren et al. 1990, Lin, Skribner et
al. 1992, Siqueira 2001).

1.1.1 Epidemiologische Grundlagen

Wahrend die wissenschaftliche Literatur im endodontischen Bereich eine grofRe
Auswahl an experimentellen, technischen und klinischen Studien aufweist, besteht
ein vergleichbar minimaler Teil aus epidemiologischen Daten (Eriksen, Kirkevang et
al. 2002). Eriksen und Mitarbeiter stellten dies im Jahr 2002 numerisch dar. Wahrend
im Zeitraum zwischen 1991 und 2000 in drei der wichtigsten endodontischen
Fachzeitschriften in den Bereichen experimentell, technisch und klinisch insgesamt
2246 Studien veroffentlicht wurden, gab es im Bereich der Epidemiologie 25
Publikationen (Eriksen, Kirkevang et al. 2002). In mancher Literatur wird die
endodontische Behandlung als die klinische Prozedur zur Behandlung und
Pravention von apikaler Parodontitis definiert (Tronstad 1992, Chugal, Mallya et al.
2017). Epidemiologisch ergibt sich dadurch eine Pravalenz von apikaler Parodontitis
nach endodontischer Behandlung von 30% bis zu 65% (Ray und Trope 1995,
Weiger, Hitzler et al. 1997, De Moor, Hommez et al. 2000, Tronstad, Asbjornsen et
al. 2000, Segura-Egea, Jimenez-Pinzon et al. 2004, Siqueira, Rocas et al. 2005,
Kirkevang, Vaeth et al. 2006, Stassen, Hommez et al. 2006, Sunay, Tanalp et al.
2007, Georgopoulou, Spanaki-Voreadi et al. 2008, Tavares, Bonte et al. 2009,
Siqueira 2010), wobei die Tendenz zu den hoheren Prozentsatzen geht, wie in einer

Querschnittstudie aus verschiedenen Landern ermittelt wurde. Die Spannbreite



dieser Zahlen konnte einen kulturellen Hintergrund suggerieren (Kamberi, Hoxha et
al. 2011), moglicherweise aufgrund des technischen Standards (Eckerbom,
Andersson et al. 1989) oder der Qualitat der zahnmedizinischen Ausbildung (De
Moor, Hommez et al. 2000). In einer 1997 veroffentlichten deutschen Studie von
Weiger und Mitarbeiter wurde rontgenologisch eine Pravalenz  von
pratherapeutischer apikaler Parodontitis von 88% festgestellt. Dieselbe Studie ergab,
dass bei 56% der untersuchten Menschen jeder Patient mindestens einen Zahn mit
Wurzelkanalfullung, Pulpanekrose oder irreversibler Pulpitis aufwies (Weiger, Hitzler
et al. 1997).

1.1.2 Erfolgs- und Uberlebensraten endodontisch behandelter Zahne

Innerhalb der publizierten Erfolgsraten besteht eine noch hodhere Schwankung.
Einerseits kann die oben genannte Pravalenz von apikaler Parodontitis umgekehrt
und daraus die Erfolgsrate entnommen werden, die demzufolge bei 35-70% lage.
Andererseits werden Zahlen von bis zu 95% genannt (Kerekes und Tronstad 1979,
Sjogren, Hagglund et al. 1990, Imura, Pinheiro et al. 2007, Siqueira, Rocas et al.
2008), diese stammen allerdings zumeist von endodontischen Spezialisten oder aus
Lehrinstitutionen. Um aus diesen Zahlen eine Aussage treffen zu kdnnen, missen
die vielen unterschiedlichen Kriterien, die in wissenschaftlichen Studien angewandt
werden, in Betracht gezogen werden. Es wird zwischen ,success rate®, also die
Erfolgsrate, und ,survival rate*, also die Uberlebensrate, unterschieden (Pak, Fayazi
et al. 2012). Es stellt sich die Frage, ob ein ,lUberlebender® Zahn mit
behandlungswurdiger apikaler Erkrankung als Erfolg gewertet werden kann (Siqueira
2010). Dazu hat Siqueira klar Stellung bezogen und stellt fest, dass eine apikale
Radioluzenz als Versagen der Behandlung zu werten ist (Siqueira, Rocas et al.
2005). Haufig werden die Kriterien kaum spezifiziert oder beschrieben. Zum Teil wird
nach ,geheilt, ,heilend” und ,nicht heilend” unterschieden (Doyle, Hodges et al.
2006), wobei verschiedene Gruppierungen von ,geheilt® und ,heilend” zu

verschiedenen Erfolgsraten fuhren.

Zumeist wird die rontgenologische Diagnostik zur Beurteilung verwendet (Frisk und
Hakeberg 2005). Haufig wurde das Orthopantomogramm (OPG) gewahlt, um daraus
die Anzahl an wurzelkanalgeflllten Zahnen sowie periapikalen Radioluzenzen zu
ermitteln (Eriksen und Bjertness 1991, Frisk und Hakeberg 2005). De Moor

kombinierte Rontgen mit der Betrachtung der koronalen Restauration (De Moor,
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Hommez et al. 2000), generell ein haufig betrachtetes Kriterium (Ray und Trope
1995, Tronstad, Asbjornsen et al. 2000, Siqueira, Rocas et al. 2005, Georgopoulou,
Spanaki-Voreadi et al. 2008, Pedro, Marques et al. 2016). Eine weitere Methode ist
die Ermittlung des periapikalen Index (PAl) zur weiterfuhrenden Beurteilung der
periapikalen Radioluzenz (Eriksen und Bjertness 1991, Kirkevang, Vaeth et al. 2006).
Kist und Mitarbeiter kombinierten rontgenologische und klinische Kriterien fur die
Bewertung (Kist, Kollmuss et al. 2017).

Die studienubergreifende Interpretation und Beurteilung des Erfolgs und der Heilung
nach endodontischer Behandlung ist nicht eindeutig. Doyle und Mitarbeiter stellten in
der 2006 veroffentlichten Querschnittstudie die Frage, ob die Notwendigkeit der
Durchfuhrung einer ,erfolgreichen® Revision mit Heilung als initialer Misserfolg oder
als gelungener, erkrankungsfreier Erhalt eines Zahnes und dadurch als ,erfolgreiche*
Wurzelkanalbehandlung zu bewerten ist (Doyle, Hodges et al. 2006). Auch fallt auf,
dass Ergebnisse aus Querschnittstudien aus verschiedenen epidemiologischen
Populationen sich zum Teil erheblich von Ergebnissen aus Langzeitstudien aus einer
Population unterscheiden (Thoden van Velzen 2005, Siqueira 2010, Pak, Fayazi et
al. 2012), was jedoch lange Zeit wenig beachtet wurde. Die umfangreiche Kritik an
endodontischen Studien wird nun seit einigen Jahren in verschiedenen Reviews
thematisiert (Ng, Mann et al. 2007, Siqueira 2010, Pak, Fayazi et al. 2012).

Es ergeben sich zwei wesentliche Schlussfolgerungen. Zum einen wird das
Bewusstsein erhoht, dass Studien im Bereich der endodontischen Epidemiologie und
deren Hintergrinde in essentiellen Aspekten kritisch zu betrachten sind. Zum
anderen wird festgestellt, dass endodontische Behandlungen generell drastisch

verbesserungswurdig sind.



1.2 Atiologie und Pathogenese der endodontischen Erkrankung

Die Atiologie einer endodontischen Erkrankung ist multifaktoriell, sie basiert jedoch
letztendlich auf Entzindungsprozessen im Pulpengewebe (Kim 1985, Siqueira
2011). Es muss zwischen infizierten und nicht infizierten Entzindungsprozessen
unterschieden werden, da eine bakterielle Infektion einen mal3geblichen Effekt auf
den Erfolg einer endodontischen Behandlung aufweist (Bystrom, Happonen et al.
1987, Sjogren, Hagglund et al. 1990, Siqueira 2005). Es ist erwiesen, dass in einem
bakteriell nicht infizierten Wurzelkanal keine apikale Parodontitis entsteht (Moller,
Fabricius et al. 2004). Ursachen fur nicht infizierte Entzindungen sind beispielsweise
Pulpitiden aufgrund traumatischer Zahnpraparation, die plotzliche und drastische
Veranderungen der Pulpa zur Folge haben (Kim 1985). Ebenfalls konnen iatrogen
hervorgerufene Eroffnungen der Pulpa eine Ursache flr eine notwendige
endodontische Behandlung sein (Langeland 1987). Daruber hinaus sind kombinierte
Lasionen des Parodonts und des Endodonts zu nennen, die beispielsweise durch
geschlossenes Zahntrauma (Wittgow und Sabiston 1975) aber auch infektids durch
Eindringen von Erreger Uber Strukturen des Parodonts zur endodontischen
Erkrankung fuhren (Hiatt 1977, Kipioti, Nakou et al. 1984, Adriaens, De Boever et al.
1988).

1.2.1 Bakterielle Infektion des Pulpengewebes infolge karidser Lasionen

Die Ursachen endodontischer Erkrankungen sind Uberwiegend mit bakterieller
Infektion assoziiert (Kakehashi, Stanley et al. 1965, Moller, Fabricius et al. 2004,
Athanassiadis, Abbott et al. 2007). Karies zahlt nach wie vor zu den haufigsten
Erkrankungen des Menschen (Langeland 1987). Kariose Lasionen sind die
Hauptursache fur infizierte entzindliche Prozesse der Pulpa. da sie untherapiert eine
bestandige, kontinuierliche Quelle fur Bakterien, deren Virulenzfaktoren und Toxine
darstellen (Siqueira 2011). Das Keimspektrum der caries profunda und die klinische
Relevanz werden immer weiter erforscht (Rocas, Lima et al. 2015). Generell ist der
Entzindungsverlauf in den meisten Fallen langsam und schrittweise (Cvek, Cleaton-
Jones et al. 1982, Kim 1985, Langeland 1987). Sukzessive erfolgt ein Ubergang von
einer irreversiblen Pulpitis zur Nekrose. Teilnekrosen von koronal nach apikal fuhren
letztendlich zur vollstandigen Nekrose der Pulpa (Kim 1985, Yu und Abbott 2007,
Siqueira 2011). Es sind verschiedene Stadien zu beobachten, da eine bakterielle

Infektion oder Teilnekrose der koronalen Pulpa noch nicht zwingend eine
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Entzindung des radikularen Teils der Pulpa bedeuten muss (Langeland 1987,
Siqueira 2011). Unbehandelt fuhrt eine vollstandige Nekrose infolge caries profunda

zur apikalen Parodontitis (Siqueira 2011).

1.2.2 Apikale Parodontitis

Eine nach apikal vollstandig nekrotisierte und infizierte Pulpa bildet eine apikale
Parodontitis aus (Langeland 1987, Yu und Abbott 2007, Siqueira 2011). Diese ist
Ublicherweise zunachst symptomatisch und akut, wobei die Auspragung der
Symptomatik variieren kann und wiederum bakteriell bedingt ist. Einige Studien
zeigen deutliche Zusammenhange zwischen gewissen Bakterienstammen und
klinischen Symptomen und Schmerzarten (Gomes, Drucker et al. 1994, Gomes,
Lilley et al. 1996, Gomes, Pinheiro et al. 2004, Qi, Cao et al. 2016). In manchen
Fallen kann es zur Ausbildung eines akuten apikalen Abszesses mit den
charakteristischen Symptomen Schmerz, Schwellung oder einer Kombination daraus
kommen (Siqueira, Rocas et al. 2001). Der akute apikale Abszess hat das Potential,
sich in die Logen des Hals-Kopf-Bereichs oder in andere fasziale Bereiche des
Gesichtes auszubreiten und kann dadurch gefahrlich oder gar lebensbedrohlich
werden (Williams, McCann et al. 1983, Siqueira, Rocas et al. 2001, de Sousa, Ferraz
et al. 2003). Meistens jedoch fuhrt eine unbehandelte symptomatische apikale
Parodontitis zur chronischen, asymptomatischen apikalen Parodontitis. Siqueira stellt
dies in seinem 2011 veroffentlichten Buch klar. Fir ihn gilt als Fazit, dass
unbehandelte Karies zur apikalen Parodontitis fuhrt (Siqueira 2011), also der

beschriebene atiologische Verlauf der Haufigste ist.

Es ist bewiesen, dass eine apikale Erkrankung nicht selbststandig und ohne
Intervention heilt (Kakehashi, Stanley et al. 1965, Kirkevang, Vaeth et al. 2006) und
somit eine Therapie klar indiziert ist. Die chemomechanische endodontische
Therapie (Sipaviciute und Maneliene 2014) umfasst die Erweiterung des Kanals Uber
einen koronalen Zugang mit mechanischer Entfernung von Debris und infiziertem
Gewebe sowie die chemische Desinfektion des Kanals im Sinne der Aufbereitung
des Wurzelkanalsystems (Bystrom, Happonen et al. 1987). Der aufbereitete Kanal
wird verschlossen, indem das gesamte Wurzelkanalsystem ordnungsgemaf® und
dreidimensional unter Beachtung der Lange und Dichtigkeit mit gangigen
Falltechniken obturiert wird (Reader, Himel et al. 1993, Yucel, Guler et al. 2006).
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1.2.2.1  Apikale Parodontitis nach endodontischer Primartherapie

Besonderes Augenmerk ist auf die apikale Parodontitis zu legen, die nach
abgeschlossener Primarbehandlung entsteht. Wie bereits genannt, ist deren
Pravalenz unumstritten hoch und atiologisch durch Prasenz von Bakterien
begrundbar. Wissenschaftliche Studien geben hier zwei grundsatzliche Hypothesen
an, wie diese Prasenz genau zu erklaren ist. Eine Theorie beruht auf der Annahme,
dass bestehende Bakterien bei endodontischer Therapie nicht vollstandig oder
ausreichend entfernt werden (Rocas, Hulsmann et al. 2008). Die andere Theorie
besagt, dass Bakterien in das Wurzelkanalsystem wahrend oder nach der
Behandlung eindringen oder iatrogen eingebracht werden (Sundqvist, Figdor et al.
1998, Gomes, Berber et al. 2015, Estrela, Pécora et al. 2017). Beide Theorien fuhren
schlieBlich zu Bakterien im Wurzelkanalsystem, dem entscheidendsten Faktor fur

Misserfolg.

1.2.3 Mikrobiologie des Wurzelkanalsystems

Eine apikale Parodontitis kann zum einen nicht ohne Bakterien entstehen und zum
anderen wird daruber meist der Erfolg der Behandlung definiert. Ein erheblicher Teil
endodontischer Studien wurden in Bereichen der Mikrobiologie durchgefuhrt.
Uberdeutlich ist die h&ufig zitierte, entscheidende Studie von Kakehashi und
Mitarbeiter, die bereits 1965 im Tierversuch mit Ratten mit komplett exponierter
Pulpa darstellen konnten, dass steriles, bakterienfreies Umfeld weder Schaden an
der Pulpa noch Abszedierung oder apikale Entzindung hervorgerufen hat. Dies steht
im klaren Gegensatz zu den konventionell, nicht steril gehaltenen Ratten mit komplett
eroffneter Pulpa, bei denen Schaden an der Pulpa klar ersichtlich waren (Kakehashi,
Stanley et al. 1965). Auch die aktuellere Forschung bestatigt, dass ohne
Bakterienprasenz keine Infektion und keine apikale Parodontitis entsteht (Moller,
Fabricius et al. 2004). Die Geschichte der muhsamen Entwicklung der
endodontischen Behandlung wurde 1997 von Spangberg vorgetragen, auch wie das
Verstandnis uber die visuell ,gut” ausgefuhrte Wurzelbehandlung hinaus in Richtung
Verstandnis fur die Rolle des Mikrobioms wuchs (Spangberg 1998). Eine
rontgenologisch gute Wurzelfullung steht nicht fur gute Endodontie (Ricucci und
Langeland 1998). In der Forschung ist man sich einig, dass der periapikale Zustand
vor der Therapie direkt mit dem Erfolg der Behandlung korreliert (Sjogren, Hagglund
et al. 1990). Auch ist mehrfach nachgewiesen, dass persistierende Bakterien
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mafgeblich verantwortlich fur periapikale Entzindungen sind (Nair, Sjogren et al.
1990, Lin, Skribner et al. 1992, Ricucci und Siqueira 2010), wahrend die Lange der
Wourzelfullung nicht immer ausschlaggebend ist (Lin, Skribner et al. 1992). Ebenfalls
soll der Fokus auf mikrobielle Ursachenfindung gelegt werden, wenn apikale
Lasionen bestehen beziehungsweise nicht heilen (Bystrom, Happonen et al. 1987).
Somit wird die Prognose und die Heilung deutlich verbessert, wenn der Fokus auf
maximale Bakterienentfernung vor der Obturation gelegt wird (Sjogren, Figdor et al.
1997). Die genannten Studien behandeln verschiedene Aspekte der Aussage, dass
der Erfolg der endodontischen Behandlung mit der Keimelimination steht und fallt.
Gleichzeitig ist erforscht, dass es nicht moglich ist, hundertprozentige Keimfreiheit zu
erlangen, da nicht hundert Prozent des Kanalsystems gesaubert werden konnen
(Siqueira, Araujo et al. 1997, Ricucci und Langeland 1998, Mancini, Armellin et al.
2009). Daher muss die Notwendigkeit der Einhaltung der Behandlungsschritte und -
konzepte betont werden, durch die alle Moglichkeiten der Keimelimination

ausgeschopft werden sollen.

Es wurde festgestellt, dass bakterielle Infektion im Wurzelkanal in Form eines
komplexen Biofilms vorkommt (Carr, Schwartz et al. 2009). In diesem Biofilm sind
grampositive und gramnegative Spezies, Kokken, Stabchen und andere Formen
mikroskopisch erkennbar (Nair 1987, Nair, Sjogren et al. 1990, Carr, Schwartz et al.
2009). Bakterien als Biofilmkomplex sind aus einer Vielzahl von Grunden viel
schwieriger zu entfernen (Kishen 2010, Siqueira, Rogas et al. 2010). Beispielsweise
ist die Wirkung von Antibiotika signifikant vermindert, wobei die Grunde
wahrscheinlich auf zellularen Widerstand durch den Aufbau des Biofilms
zuruckzufuhren sind (Nichols, Evans et al. 1989, Vrany, Stewart et al. 1997, Anderl,
Franklin et al. 2000). Auch die Wirkung von in der Endodontie verwendeten
antimikrobiellen Losungen ist verandert, wobei Natriumhypochlorit gegen E. faecalis-
Biofilm wirksam war (Chavez de Paz, Bergenholtz et al. 2010), in einer anderen
Studie aber keine vollstandige Keimelimination erzeugen konnte (Tagelsir, Yassen et
al. 2016). Huth und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass Natriumhypochlorit und
CHX sowohl gegen P. micra als auch E. faecalis als Biofiimkomplex wirksam waren,
gleichzeitig geht aus der 2011 durchgefuhrten Studie die Divergenz zwischen
Keimelimination einiger Reinkulturen gegen Elimination derselben Bakterien als
Biofilmkomplex hervor (Huth, Quirling et al. 2009, Huth, Quirling et al. 2011). Ein gut
erforschtes Spulprotokoll, wie die Kombination aus Natriumhypochlorit und EDTA,
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kann jedoch signifikant Biofilm im Wurzelkanal vermindern (Ozdemir, Buzoglu et al.
2010).

Verschiedene Krankheitsstadien eines Wurzelkanals weisen unterschiedliche
Mikroorganismen auf. So zeigten primar infizierte, also unbehandelte Zahne mit
nekrotischer Pulpa eine Vielfalt von Keimen, grampositive und gramnegative, jedoch
grofldtenteils anaerobe Bakterien (Gomes, Pinheiro et al. 2004, Sassone, Fidel et al.
2008, Gomes, Sarkis-Onofre et al. 2013). Sekundar infizierte Zahne, also
endodontisch behandelte Zahne mit apikaler Infektion, zeigten haufig grampositive,
fakultative Anaerobier (Molander, Reit ef al. 1998, Sundqvist, Figdor et al. 1998,
Gomes, Pinheiro et al. 2004). Als diagnostisch zu beachtender Fall werden durch
Trauma nekrotisierte Zahne genannt, da in der Studie im Groldteil der Wurzelkanale
Infektionen bestanden und haufig opportunistische Keime aus der physiologischen
Mundflora vorkamen (Wittgow und Sabiston 1975). Dies erfordert wiederum

Bewusstsein fur die Therapie bei Diagnose mit Bakterienbefall.

Die meisten Studien nennen entsprechend der Diagnose dieselben isolierten
Bakterienspezies. Vielfach wurde belegt, dass E. faecalis bei misslungener
endodontischer Behandlung der pradominante Keim ist, mit Pravalenzen bis zu 78%
(Molander, Reit et al. 1998, Sundqvist, Figdor et al. 1998, Siqueira und Rocas 2004).
Als haufigster Anaerobier wurde Parvimonas micra isoliert, vor allem aus primaren
Infektionen (Bystrom und Sundqvist 1981, Gomes, Pinheiro et al. 2004, Gajan,
Aghazadeh et al. 2009). Im Folgenden wird speziell auf diese beiden fur die

Forschungsarbeit relevanten Keime eingegangen.

1.2.3.1 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis gehort zu den fakultativ anaeroben, grampositiven Kokken
(Molander, Reit et al. 1998, Gomes, Pinheiro et al. 2004). Die Tatsache, dass diese
Spezies bei apikaler Parodontitis besteht, aber sehr selten bis nicht in primaren
Infektionen, suggeriert ein Eindringen in das Kanalsystem wahrend endodontischer
Behandlung (Sundqvist, Figdor et al. 1998, Kist, Kollmuss et al. 2017). Der Keim ist
vor allem mit asymptomatischen apikalen Infektionen assoziiert (Rocas, Siqueira et
al. 2004). E. faecalis ist habituell ein Gastrointestinalkeim und ist vorwiegend in
humanem Stuhl zu finden (Noble 1978, Benno, Suzuki et al. 1986). Enterokokken
konnten oral sowohl in Speichel (McCrary, Streckfuss et al. 1989) als auch in Plaque
(Smyth, Halpenny et al. 1987) nachgewiesen werden. Die hohe Pravalenz in
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sekundaren Infektionen suggeriert Schwierigkeiten bei der Elimination. Fakultative
Anaerobier sind schwieriger zu eliminieren als Anaerobier (Moller, Fabricius et al.
2004). E. faecalis ist sehr widerstandsfahig gegen den antimikrobiellen Effekt von
Calciumhydroxid (Bystrom, Claesson et al. 1985, Haapasalo und Orstavik 1987).
Auch das fur E. faecalis nachgewiesene tiefe Eindringen in die Dentintubuli
erschwert die Elimination (Siqueira, De Uzeda ef al. 1996). Ferner sind Resistenzen
gegen einige Antibiotika erwiesen, auch aullerhalb des Biofilms (Dahlen,
Samuelsson et al. 2000). E. faecalis hat eine hohe Infektionsgeschwindigkeit
(Haapasalo und Orstavik 1987) und kann lange ohne Nahrstoffe bestehen (Orstavik
und Haapasalo 1990). Eine detaillierte Studie von Figdor und Mitarbeiter hat
erwiesen, dass E. faecalis in kleinsten Mengen ohne Nahrstoffe und unter
schwierigsten Bedingungen Uber Monate nicht nur Uberlebte, sondern sich durch
Zugang zu Nahrstoffen sogar erholen und vermehren konnte (Figdor, Davies et al.
2003). Selbst ausgehungerte Zellen kdnnen nachweislich einen Biofilm bilden (Liu,
Wei et al. 2010). Mit diesem Mechanismus kann eine apikale Infektion eintreten und
bestehen, auch nach langer Zeit (Figdor, Davies et al. 2003). Zugleich kann der Keim
als Monokultur im Wurzelkanal bestehen, im Gegensatz zu anderen endodontischen
Keimen (Fabricius, Dahlen et al. 1982) Der Erfolg einer Revisionstherapie kann
durch Vorhandensein von E. faecalis negativ beeinflusst werden (Sundqvist, Figdor
et al. 1998), moglicherweise aufgrund dieser Widerstandsfahigkeit. Die Kombination
aus Pravalenz, Persistenz und Resistenz macht E. faecalis zum wesentlichen Keim

und wird daher in dieser Forschungsarbeit verwendet.

1.2.3.2 Parvimonas micra

Parvimonas micra gehort zu den obligat anaeroben, grampositiven Kokken
(Molander, Reit et al. 1998). In frUherer Forschung war er unter dem Namen
Peptostreptococcus micros bekannt (Bystrom, Claesson et al. 1985, Molander, Reit
et al. 1998). Heutzutage ist mehrfach erforscht, dass P. micra vor allem mit primar
infizierten Wurzelkanalen mit nekrotischer Pulpa assoziiert ist, mit hohen oder
hochsten Pravalenzen unter den Anaerobiern (Gomes, Pinheiro et al. 2004, Gajan,
Aghazadeh et al. 2009, Qi, Cao et al. 2016, Kist, Kollmuss et al. 2017). Es wurde
herausgefunden, dass gewisse Keime in primaren Infektionen mit bestimmten
Symptomen verknUpft waren. Dementsprechend ging der Nachweis von P. micra

signifikant mit Perkussionsschmerz einher, wahrend andere Kombinationen von
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Anaerobiern, auch mit P. micra, bei Symptomen wie Schwellung, Exsudation,
vorangegangenem Schmerz oder putridem Geruch nachgewiesen werden konnten
(Hashioka, Yamasaki et al. 1992, Gomes, Lilley et al. 1996, Gomes, Pinheiro et al.
2004). Es gilt dies bei der Aufbereitung zu bedenken, da die Uberpressung virulenter
Keime die Chancen des Aufkommens eines Flare-ups erhoht (Wittgow und Sabiston
1975, Siqueira 2003). P. micra zeigt vermehrte Penetration in Dentintubuli (Matsuo,
Shirakami et al. 2003) und wurde auf3erdem aus unterschiedlichen orofazialen
odontogenen Infektionen isoliert (Kuriyama, Karasawa et al. 2002). Als
wahrscheinliche Eintrittspforte abgesehen vom Ablauf Uber Karies und die
irreversible Pulpitis (Rocas, Lima et al. 2015) wird der pathologische Parodontalspalt
bei Zahnen mit Parodontitisbefall diskutiert (Kipioti, Nakou et al. 1984) sowie der
bereits erwahnte mdgliche Verlauf Uber den verletzten Sulkus bei traumatisch
nekrotisierten Zahnen (Wittgow und Sabiston 1975). Die niedrige Pravalenz in
sekundaren Infektionen (Gomes, Pinheiro et al. 2004) sowie die Entfernbarkeit durch
korrekte Spulung bei der Aufbereitung (Spratt, Pratten et al. 2001) und wenig
Resistenzen gegen viele Antibiotika (Kuriyama, Karasawa et al. 2002) macht das
Bakterium zwar weniger problematisch bei Misserfolgen als den resistenten E.
faecalis, es muss aber durch die hohe Assoziation mit Primarinfektion gezielt

eliminiert werden.

15



1.3 Die endodontische Therapie, Materialien und Behandlungskonzepte

Die grundsatzliche Prozedur der endodontischen Therapie wurde bereits 1979 von
Kerekes und Tronstad beschrieben (Kerekes und Tronstad 1979) und bleibt in ihrem
Kern bis heute unverandert. Die Therapie besteht aus der Aufbereitung und der
Obturation des Wourzelkanalsystems (Kerekes und Tronstad 1979, Bystrom,
Happonen et al. 1987, Haapasalo, Udnees et al. 2003).

1.3.1 Vergleiche und Diskrepanzen der Behandlungskonzepte und Methoden in

der Wissenschaft

Aus der Vielzahl an Forschungsarbeiten ergeben sich einige Unterschiede und
Abweichungen in erforschten Kriterien. Manche Studien richten sich nach der
Diagnose und untersuchten nekrotische, periapikal erkrankte Zahne (Trope, Delano
et al. 1999, Akbar, Igbal et al. 2013, Dorasani, Madhusudhana et al. 2013) oder vitale
Zahne mit endodontischem Therapiebedarf (Gesi, Hakeberg et al. 2006, Wang, Xu et
al. 2010). Andere Studien bezogen beide Diagnosen mit ein (Albashaireh und
Alnegrish 1998, Ince, Ercan et al. 2009, Singh und Garg 2012, Wong, Tsang et al.
2015). Auch die Ablaufe der Behandlung wurden untersucht und unterschieden.
Wenn ein- und mehrzeitige Verfahren untersucht wurden, war der Vergleich zumeist
zwischen ein- und zweizeitiger Prozedur (Gesi, Hakeberg et al. 2006, Ince, Ercan et
al. 2009, Wang, Xu et al. 2010, Akbar, Igbal et al. 2013, Dorasani, Madhusudhana et
al. 2013, Manfredi, Figini et al. 2016, Patil, Joshi et al. 2016). In der Studie von Wong
aus dem Jahr 2015 richtete sich die Anzahl der Termine nach der Komplexitat der
Behandlung (Wong, Tsang et al. 2015), wahrend andere Studien die Anzahl der
Termine nicht spezifizierten (Oginni und Udoye 2004). Auch fur die einzelnen Schritte
wahrend der Therapie gibt es umfangreiche Variationen. Bei mehrzeitigen Verfahren
wurde als medikamentose Einlage zwischen den Terminen zumeist Calciumhydroxid
verwendet (Gesi, Hakeberg et al. 2006, Ghoddusi, Javidi et al. 2006, Wang, Xu et al.
2010, Akbar, Igbal et al. 2013, Dorasani, Madhusudhana et al. 2013, Wong, Tsang et
al. 2015). Andererseits gab es Studien, bei denen die medikamentdse Einlage nicht
genannt wurde (Oginni und Udoye 2004) und einige Studien, in denen gar keine
medikamentose Einlage zwischen Terminen verwendet wurde (Albashaireh und
Alnegrish 1998, Ince, Ercan et al. 2009, Patil, Joshi et al. 2016). Trope stellte bereits
1999 die Bedeutung der medikamentosen Einlage fest und unterschied zwischen

zweizeitig behandelten Gruppen mit und ohne Calciumhydroxid (Trope, Delano et al.
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1999). Beschriebene Methoden der Aufbereitung der Kanale waren die
konventionelle Technik mittels Handfeilen (Gesi, Hakeberg et al. 2006, Ince, Ercan et
al. 2009), maschinelle Aufbereitung mittels rotierender Nickel-Titan-Feilen (Wong,
Tsang et al. 2015) und beide Feilenarten kombiniert (Wang, Xu et al. 2010, Rao,
Kandaswamy et al. 2014). Vereinzelte Studien machten keine genaue Angaben zur
Art der instrumentellen Aufbereitung (Albashaireh und Alnegrish 1998). Die
verwendete Spullosung war zumeist Natriumhypochlorit (Albashaireh und Alnegrish
1998, Trope, Delano et al. 1999, Ince, Ercan et al. 2009, Wang, Xu et al. 2010, Rao,
Kandaswamy et al. 2014, Wong, Tsang et al. 2015), wobei die Konzentration
zwischen 2,5% (Rao, Kandaswamy et al. 2014) und 5,25% (Wong, Tsang et al.
2015) variierte, wahrend eine altere Studie Spulung nur mit steriler Kochsalzlésung
beschrieb (Soltanoff 1978). Wiederum gab es eine Studie, in der die Spulldsung nicht
spezifiziert wurde (Oginni und Udoye 2004). Um die Arbeitslange der Aufbereitung zu
bestimmen, wurde sich entweder auf Rontgenmessaufnahmen bezogen (Gesi,
Hakeberg et al. 2006, Ince, Ercan et al. 2009) oder elektronische Apexlokatoren
verwendet (Wang, Xu et al. 2010). Oft wurde die Nutzung beider Techniken
beschrieben (Risso, Cunha et al. 2008, Rao, Kandaswamy et al. 2014, Patil, Joshi et
al. 2016) oder wiederum keine Technik genannt (Oginni und Udoye 2004, Wong,
Tsang et al. 2015). In nahezu allen in diesem Abschnitt spezifizierten Studien erfolgte
die Obturation oder Fullung der praparierten Kanale mit der Technik der lateralen
Kondensation mittels Guttaperchastiften und einem Sealer, wobei Wong die Methode
der warmen, tragerbasierten Obturation beschrieb (Wong, Tsang et al. 2015).
Generell werden sehr heterogene Methoden beschrieben und teilweise nicht naher

spezifiziert.

Nicht nur die verwendeten Materialien und Techniken wurden verglichen, auch
menschliche Komponenten wurden in Betracht gezogen. In mehreren Studien wurde
die Ausfuhrung von einem Behandler (Trope, Delano et al. 1999, Patil, Joshi et al.
2016) durchgefuhrt, in anderen zwei oder mehr (Ince, Ercan et al. 2009, Wong,
Tsang et al. 2015). Hierbei wurde in manchen dieser Studien zumindest eine
Abstimmung der Behandler erwahnt (Ince, Ercan et al. 2009, Wong, Tsang et al.
2015). Beispielsweise wurde versucht, menschliche Diskrepanzen zu minimieren,
indem die Behandlung zwar von zwei, die Auswertung jedoch von einem Behandler
durchgefuhrt wurde und zufallig in die Behandlungsgruppe eingeteilt wurde (Ince,
Ercan et al. 2009). Wong gab an, im Vorfeld mit beiden Behandlern einen
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,Kalibrierungs-Workshop“ durchgefuhrt zu haben (Wong, Tsang et al. 2015).
Weiterhin gab es Studien aus studentischer Behandlung (Risso, Cunha et al. 2008)
sowie Studien, in denen die Behandler als professioneller oder erfahrener bezeichnet
wurden (Ince, Ercan et al. 2009, Wang, Xu et al. 2010). Einige Studien wiederum
machten keine Angaben zum Behandler (Rao, Kandaswamy et al. 2014).

Ein Aspekt des therapeutischen Ablaufs, der nicht behandlerabhangig sein darf, ist
die Nutzung von Kofferdam in der endodontischen Behandlung. Diese Art der
Keimreduktion wurde in einigen Studien genutzt (Risso, Cunha et al. 2008, Ince,
Ercan et al. 2009, Rao, Kandaswamy et al. 2014, Wong, Tsang et al. 2015), in
anderen aber nicht erwahnt (Soltanoff 1978, Albashaireh und Alnegrish 1998, Oginni
und Udoye 2004), wodurch die Verwendung ungewiss ist. Fehlende Nutzung von
Kofferdam ist nicht die einzige Schwachstelle in der endodontischen Therapie, im
ganzen genannten Verlauf besteht Raum fur behandlerabhangige Fehler und

dadurch verursachte Misserfolge.

Die Ziele der endodontischen Therapie sind unterschiedlich formuliert. Die
chemomechanische Aufbereitung und der Verschluss des Wurzelkanalsystems soll
moglichst schmerzfrei fur den Patienten sein und die Heilung der periapikalen
Strukturen ermaglichen (Udoye, Jafarzadeh et al. 2011, Sipaviciute und Maneliene
2014). Auch die Pravention wird angestrebt, was mit Verstandnis der Ursachen der
endodontischen Erkrankungen einhergeht (Haapasalo, Udnaes et al. 2003). Bystrom
stellte bereits 1987 unmissverstandlich fest, dass Keimelimination das oberste Ziel
der Therapie ist und die Behandlung dementsprechend auf Erreichen dieses Ziels
aufgebaut ist (Bystrom, Happonen et al. 1987). Diese Meinung ist nach heutigem
Wissensstand fundamental, was im Laufe dieser Forschungsarbeit beschrieben wird

und die Grundidee dieser Forschungsarbeit darstellt.

1.3.2 Aufbereitung des Wurzelkanalsystems

Die Aufbereitung des Wurzelkanals soll den Kanal instrumentell erweitern, sodass
infiziertes Gewebe und Debris entfernt wird und ein Zugang zum apikalen Teil des
Kanalsystems entsteht. Zum einen wird der Wurzelkanal auf die gesamte Lange
mechanisch gesaubert, zum anderen wird ebenfalls auf die gesamte Lange eine
chemische Desinfektion mit diversen flissigen Losungen angestrebt (Hand, Smith et
al. 1978, Bystrom, Happonen et al. 1987). Dies wird als chemomechanische
Aufbereitung bezeichnet (Hand, Smith et al. 1978, Sipaviciute und Maneliene 2014),
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die bis heute gelehrt wird. In der darauffolgenden Obturation wird der gereinigte und

desinfizierte Wurzelkanal gefullt und verschlossen.

Das standardmafige Protokoll vor der eigentlichen Aufbereitung des
Wurzelkanalsystems umfasst nach Diagnostik gegebenenfalls eine Anasthesie,
Isolierung des Zahnes mit Kofferdam, Eroffnung des Pulpenkavums und Praparation
einer angemessenen Zugangskavitat zum Wurzelkanalsystem (Ince, Ercan et al.
2009, Rao, Kandaswamy et al. 2014), um Zugang zu allen vorhandenen Kanalen zu

ermoglichen und die Entfernung des koronalen Pulpengewebes zu gewahrleisten.

1.3.2.1 Spullésungen

Mit dem Zugang zum koronalen Anteil der Pulpa, der zumeist den Beginn der
Infektion darstellt, beginnt die Notwendigkeit der Eliminierung der Infektionsquelle.
Eine gemeinsame Stellungnahme der Deutschen Gesellschaft fur Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde (DGZMK) und der Deutschen Gesellschaft fur Zahnerhaltung (DGZ)
stellt klar, dass das sogenannte Spulprotokoll ein fundamentaler Teil der Behandlung
ist (Barthel, Georgi et al. 2006). Die therapeutische Anforderung an die Spullésung
ist die Desinfektion und Keimelimination, sowie der Abtransport von Debris, Gewebe
und Dentinspanen von apikal nach koronal. Somit ist die Spulung, deren
Konzentration, Kontaktzeit, Menge, Temperatur und Kombinationen der
verschiedenen Spullosungen einer der entscheidendsten Schritte in der
endodontischen Behandlung (Bystrom, Happonen et al. 1987, Barthel, Georgi et al.
2006, Diogenes, Ruparel et al. 2014, Tagelsir, Yassen et al. 2016).

Natriumhypochlorit (NaOCI) ist die wichtigste und wirksamste Spullosung. Es wirkt
sowohl desinfizierend als auch gewebeauflosend (Hand, Smith et al. 1978, Harrison
1984, Shabahang und Torabinejad 2003), beides unentbehrliche Eigenschaften in
der Aufbereitung. Die Effektivitat der Desinfektion wurde sowonhl in vitro (Chavez de
Paz, Bergenholtz et al. 2010, Soares, Roque de Carvalho et al. 2010, Tagelsir,
Yassen et al. 2016) als auch in vivo erforscht (Bystrom, Happonen et al. 1987,
Rocas, Provenzano et al. 2016), wobei Konzentrationen zwischen 0,5% (Bystrom,
Happonen et al. 1987) und einmalig 6% (Morgental, Singh et al. 2013) vertreten sind,
aber auch die heute vorwiegend verwendete Konzentration von 3% (Kist, Kolimuss et
al. 2017). Sehr haufig wurde die bis vor einigen Jahren gebrauchliche Konzentration
von 5,25% in den Studien verwendet (Soares, Roque de Carvalho ef al. 2010). Ein

ausgiebiger Gebrauch von Natriumhypochlorit sowohl im Sinne der Kontaktzeit und
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der Menge als auch der Konzentration ist notwendig (Hand, Smith et al. 1978,
Siqueira, Rocas et al. 2000, Spratt, Pratten et al. 2001, Tagelsir, Yassen ef al. 2016).
Ein Nachteil des Natriumhypochlorits ist die Unfahigkeit, die sogenannte
Schmierschicht (smear layer) zu entfernen (Baumgartner und Mader 1987). Eine
konstante Zufuhr im Wurzelkanal wird bendtigt, da Natriumhypochlorit chemisch
selbstlimitierend ist (Zehnder, Schmidlin et al. 2005, Stojicic, Zivkovic et al. 2010).
Auch muss durch seine potente Wirksamkeit auf besonders sorgfaltige Handhabung
am Patienten geachtet werden, sodass es ausschlie3lich in den Wurzelkanal gelangt
und nicht in die Mundhohle, in Augen, auf Kleidung oder aber Uber den Apex hinaus.
Uberpressung in den periapikalen Raum ist unbedingt zu vermeiden, da dieser
sogenannte Spulunfall zu sofortigen erheblichen Schmerzen, Schwellung und
weiteren Komplikationen fuhrt (Becker, Cohen et al. 1974, Becking 1991, Hulsmann
und Hahn 2000). In Studien Uber die Effektivitat der verschiedenen Konzentrationen
wird sich auch mit der Zytotoxizitat des Natriumhypochlorits befasst, mit heterogenen
Ergebnissen. Spangberg befand 1973 (Spangberg, Engstrom et al. 1973), dass die
Uber lange Zeit gangige Konzentration von 5,25% unverhaltnismallig toxisch war im
Vergleich zur antimikrobiellen Wirkung und somit nicht geeignet, um als
standardmafige Spullosung verwendet zu werden. Gegenteilige Ergebnisse lieferten
zwei andere Studien, in denen die erhOhte Zytotoxizitat weder bei hoheren
Konzentrationen noch im Vergleich zu Chlorhexidingluconat (CHX) erwiesen wurde
(The, Maltha et al. 1980, Yesilsoy, Whitaker et al. 1995). Bei Spulung mit niedrigeren
Konzentrationen besteht die Moglichkeit, die Wirkung uber erhohtes Volumen und
langere Einwirkzeit zu erhdhen (Siqueira, Rocas et al. 2000). Eine weitere Methode,
um die Effektivitat der Spulung zu erhdhen, ist die Schall- oder Ultraschallaktivierung
(Mancini, Cerroni et al. 2013, Urban, Donnermeyer et al. 2017), wobei auch dies von
den verwendeten Spulldsungen abhangig ist (Walker und del Rio 1991, Zeng,
Willison et al. 2018).

Chlorhexidingluconat (CHX) gehort ebenfalls zu den gebrauchlichen Spullésungen.
Es weist eine starke antibakterielle Wirkung auf, selbst bei niedrigen Konzentrationen
von 0,2% (Delany, Patterson et al. 1982) und erwiesenermallen mit beachtlicher
Wirkung gegen im Wurzelkanal vorhandenen Bakterien (Ohara, Torabinejad et al.
1993, Siqueira, Batista et al. 1998, Basrani, Tjaderhane et al. 2003). Vorteilhaft ist
die unbedenkliche Handhabung trotz effektiver Wirkung durch die geringere
Zytotoxizitat (Loe 1973, Yesilsoy, Whitaker et al. 1995). Eine Desinfektion wird
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ebenfalls beschrieben, wobei die desinfizierende Wirkung bei CHX mit 2%
Konzentration vergleichbar mit Natriumhypochlorit ist (Jeansonne und White 1994,
Rocas, Provenzano et al. 2016). Studien dazu beurteilen die Eignung als Spullésung
unterschiedlich, da manche die Wirkung des CHX im Vergleich zu Natriumhypochlorit
als Uberlegen (Ohara, Torabinejad et al. 1993), als unterlegen (Siqueira, Batista et al.
1998) oder auch als vergleichbar (Jeansonne und White 1994) bewerten. Ein
spezifischer, individueller Vorteil ist die sogenannte Substantivitat, also
Dentinadhasion oder -anhaftung, wodurch die Wirkung und Desinfektion am Dentin
deutlich verbessert beziehungsweise teilweise erheblich verlangert wird (Rosenthal,
Spangberg et al. 2004, Souza, Menon et al. 2018). Allerdings weist CHX keine
gewebsauflosenden Eigenschaften auf (Okino, Siqueira et al. 2004), wodurch es in
der Endodontie nicht zum ausschliel3lichen Gebrauch geeignet ist. Es sei darauf
hinzuweisen, dass chemische Wechselwirkungen zwischen Natriumhypochlorit und
Chlorhexidingluconat zum Ausfall eines braunlichen, unldslichen Prazipitats fuhrt
(Basrani, Manek et al. 2007, Marchesan, Pasternak Junior et al. 2007, Krishnamurthy
und Sudhakaran 2010). Analysen des Prazipitats ergaben ein neutrales Salz, aber
auch die Entstehung des sogenannten Parachloroanilin (Krishnamurthy und
Sudhakaran 2010). Die Karzinogenitat und Toxizitdt des Parachloroanilin ist in
Tierversuchen erforscht (Chhabra, Huff et al. 1991). Das Prazipitat lagert sich im
Wurzelkanal ab und fuhrt zu Verfarbung des Dentins, kann aber durch
Zwischenspulungen mit Kochsalz oder destillietem Wasser verringert oder durch
Zwischenspulungen mit Alkohol vermieden werden (Krishnamurthy und Sudhakaran
2010).)

Wasserstoffperoxid (H20;) sei der Vollstandigkeit halber zu nennen, jedoch ist der
alleinige Gebrauch wegen der geringen antimikrobiellen Wirkung (Shahriari,
Mohammadi et al. 2010, Hasheminia, Farhad et al. 2013) und dank wesentlich

effektiverer Spulldsungen in der Endodontie obsolet.

Die mechanische Bearbeitung und Instrumentierung des Kanalsystems hinterlasst
eine schmierige Schicht an den Wanden des Wurzelkanals, die oftmals mit Debris
und Dentinspanen festgesetzt ist und die Zugange zu den Dentintubuli verblockt
(McComb und Smith 1975). Diese 1-2 ym dicke Schicht (Mader, Baumgartner et al.
1984) ist der sogenannte ,smear layer® (Schmierschicht) und enthalt sowohl
organisches als auch anorganisches Material, unter anderem Gewebsreste,
Bakterien und Dentinfragmente (McComb und Smith 1975, Mader, Baumgartner et
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al. 1984, Torabinejad, Khademi et al. 2003). Der smear layer kann durch
mechanische Instrumentation alleine nicht entfernt werden (Heard und Walton 1997).
Auch die zur Desinfektion genutzten Spullésungen sind nicht ausreichend, um einen
Kanal ohne smear layer zu hinterlassen (McComb und Smith 1975). Die anfangliche
Erforschung des smear layers ergab die Theorie, dass ein Belassen des smear
layers erwunscht sein konnte, da er wie eine Schutzbarriere wirken und die
bakterielle Penetration im Dentin durch die Dentintubuli moglicherweise verhindern
konnte (Pashley, Michelich et al. 1981). Die andere Vermutung besagte, dass der
smear layer zu viele Bakterien enthalt oder bedeckt, um nicht entfernt zu werden
(Baumgartner und Mader 1987).) Einerseits konnte eine Entfernung des smear
layers eine tiefere Penetration von Bakterien und infiltrierendes Wachstum zulassen
(Drake, Wiemann et al. 1994). Andererseits ware ohne die Entfernung des smear
layers ein Erreichen der Seitenkanalchen sowohl fur die angewandten Spullésungen
als auch fur die Bindung des Wurzelfullmaterials in der Obturation problematisch
(McComb und Smith 1975, Moodnik, Dorn et al. 1976, Mader, Baumgartner et al.
1984). Es wurden einige Studien zur Wirksamkeit verschiedener Spulldsungen zur
Entfernung des smear layers durchgefuhrt, wobei hauptsachlich EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid), und Zitronensaure untersucht wurden (Pashley,
Michelich et al. 1981, Siqueira, Batista et al. 1998, Hulsmann, Heckendorff et al.
2003, Zehnder, Schmidlin et al. 2005). Ebenfalls gab es einige vergleichende
Studien, in denen antibiotische Praparate als Spullésung erforscht wurden
(Barkhordar, Watanabe et al. 1997, Shabahang und Torabinejad 2003, Mancini,
Armellin et al. 2009).

EDTA und Zitronensaure sind Chelatoren. Durch die demineralisierende Wirkung
konnen anorganischen Teile des smear layers gelost werden, speziell durch die
Bindung von Calcium (Hulsmann, Heckendorff et al. 2003, Zehnder, Schmidlin et al.
2005). Die Effektivitat dieser beiden Wirkstoffe bei der Entfernung des smear layers
ist mehrfach belegt (Zehnder, Schmidlin et al. 2005, Mancini, Armellin et al. 2009).
Zehnder berichtet in seinem umfangreichen Review aus dem Jahr 2006 von in der
Endodontie verwendeten Konzentrationen zwischen 10% und 17% fur EDTA und
zwischen 10% und 50% fur Zitronensaure (Zehnder 2006). Einige Studien ergaben,
dass EDTA und ahnliche Chelatoren uber die Demineralisierung hinaus wirksam sind
und einen antimikrobiellen Effekt haben (Yoshida, Shibata et al. 1995, Siqueira,
Batista et al. 1998, Al-Bakri, Othman et al. 2009, Chavez de Paz, Bergenholtz et al.
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2010). Siqueira interpretiert die antimikrobielle Wirkung als zusatzlichen, nicht als
hauptsachlichen Vorteil, also sieht dennoch die Hauptaufgabe bei der Entfernung
des smear layers als Abschlussspulung (Siqueira, Batista et al. 1998). Ein relativer
Nachteil des EDTA ist die selbstlimitierende Wirkung (Seidberg und Schilder 1974),
weshalb die Zufuhr an ungebundenen Chelate aufrecht erhalten werden muss. Fur
den Anwender ist dies im Sinne einer hochvolumigen Anwendung mit verlangerten

Spulzeiten und ausreichender Menge zu verstehen.

Es wurden verschiedene Studien zu Spullosungen mit antibiotischen Zusatzen zur
Entfernung des smear layers veroffentlicht. MTAD ist eine Losung, die ein Isomer
aus der Gruppe der Tetrazykline enthalt sowie eine Saure und ein Reinigungsmittel.
Aus vergleichenden Studien gibt es kein eindeutiges Ergebnis, ob die Entfernung des
smear layers durch EDTA oder durch MTAD erfolgen soll, beziehungsweise wie ein
.ideales” Spulprotokoll mit Zusatz von Antibiotikum kombiniert werden konnte
(Shabahang und Torabinejad 2003, Torabinejad, Khademi et al. 2003, Mancini,
Armellin et al. 2009). Auch wurde 1997 mit einer sauren Doxycyclin-Spullésung
geforscht und in dieser Studie als effektiv befunden (Barkhordar, Watanabe et al.
1997). Als Nachteil ist zu nennen, dass Resistenzen von aus Wurzelkanalen
isolierten Bakterien gegen Tetrazykline erwiesen wurden (Dahlen, Samuelsson et al.
2000), wodurch einerseits die Effektivitat solcher Spullésungen infrage gestellt wird

und andererseits Resistenzen moglicherweise vermehrt werden.

Bereits im Jahr 1987 stellte Baumgartner (Baumgartner und Mader 1987) fest, dass
keine Spulung alleine in der Lage war, sowohl organisches als auch anorganisches
Material zu entfernen. Diese Behauptung wurde in aktuelleren Studien (Torabinejad,
Handysides et al. 2002, Torabinejad, Khademi et al. 2003) bestatigt, wodurch es bis
in die heutige Forschung hinein zu zahlreichen Studien uber Kombinationen diverser
Spullésungen und das Etablieren eines universellen Spulprotokolls fuhrt. Es wird
angestrebt, eine Kombination aus Desinfektion, Gewebsauflosung, Keimreduktion
und Entfernung der Schmierschicht zu erreichen. Studien mit verschiedenen
getesteten Kombinationen erachten die Kombination aus Natriumhypochlorit und
EDTA als nutzlichste, erfolgsversprechendste Variante (Yamada, Armas et al. 1983,
Baumgartner und Mader 1987, Peters und Barbakow 2000, Niu, Yoshioka et al.
2002, Pascon, Kantovitz et al. 2012). Allerdings sind die Wechselwirkungen
zwischen EDTA und Natriumhypochlorit zu beachten und gegebenenfalls als
Nachteil zu nennen, da EDTA signifikant die Wirksamkeit des aktiven Chlors in
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Natriumhypochlorit reduziert und somit seine Wirkung neutralisiert (Zehnder,
Schmidlin et al. 2005, Clarkson, Podlich et al. 2011). Um dies zu vermeiden, muss
die Reihenfolge der Spullosungen eingehalten werden oder Malnahmen zur
Vermeidung der Wechselwirkungen mussen ergriffen werden, wie vermehrte
Natriumhypochlorit-Spulung, Zwischenspulung oder -trocknung (Clarkson, Podlich et
al. 2011). Andersherum hat Natriumhypochlorit keinen Einfluss auf die Wirksamkeit
des EDTA (Saquy, Maia Campos et al. 1994). Dennoch fehlen weitere Studien, um
Einigkeit Uber ein optimales Spulprotokoll zu erlangen (Yamada, Armas et al. 1983,
Hulsmann, Heckendorff et al. 2003, Clarkson, Podlich et al. 2011).

Grundsatzlich bestehen die wissenschaftlichen Grundlagen zu den Spullésungen,
auch wenn die Vielfalt der Studien zeigt, dass noch kein ausnahmsloser
Goldstandard besteht. Das Spulprotokoll ist eine Kombination aus chemischem
Wissen und Verstandnis der Wirkung der Losungen. Die desinfizierende Wirkung von
CHX ist vergleichbar mit Natriumhypochlorit und CHX weist eine geringe Toxizitat
auf. Jedoch hat CHX keine gewebsauflosende Wirkung, die fur die
Kanalaufbereitung unerlasslich ist (Jeansonne und White 1994). Insofern mussen
alle Eigenschaften der Losungen in Betracht gezogen und Prioritaten fur eine
endodontische Spullésung gesetzt werden (Jeansonne und White 1994, Siqueira,
Rocas et al. 2007, Rocas, Provenzano et al. 2016).

1.3.2.2 Medikamentose Einlagen

Medikamentose Einlagen werden empfohlen, um die Keime zu eliminieren, die durch
Aufbereitung und Spulung nicht abgetotet wurden (Bystrom und Sundqvist 1985). Die
Einlagen werden bei mehrzeitigen endodontischen Behandlungen zwischen den
Terminen in den Wurzelkanal eingebracht, da es nicht moglich ist, allein durch die
chemomechanische Aufbereitung alle Bakterien zu eliminieren. Somit gilt eine
mehrzeitige endodontische Behandlung mit medikamentoser Einlage bei bakteriellem
Befall als erfolgsversprechender (Sjogren, Figdor et al. 1997). In einer Studie aus
dem Jahr 1981 wurde dargestell, dass die Bakterienzahlen nach der
Instrumentierung ohne medikamentose Einlage zwischen den Terminen wieder
deutlich anstiegen (Bystrom und Sundqvist 1981). Diverse Praparate wurden zu
diesem Zweck genutzt und getestet (Trope 1990, Almyroudi, Mackenzie et al. 2002),
wobei Calciumhydroxid inzwischen als das Mittel der Wahl empfohlen wird (Sjogren,
Figdor et al. 1991, Spangberg und Haapasalo 2002). Seine antimikrobielle Wirkung
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ist mehrfach erwiesen (Sjogren, Figdor et al. 1991, Sjogren, Figdor et al. 1997,
Trope, Delano et al. 1999) und ist den anderen derzeit erforschten medikamentdsen
Einlagen uberlegen (Bystrom, Claesson et al. 1985). Durch Calciumhydroxid kdnnen
bakterielle Endotoxine inaktiviert werden (Tanomaru, Leonardo et al. 2003).
Zusatzlich wurden hohere Heilungsraten bei apikaler Parodontitis mit
Calciumhydroxid als Einlage belegt (Trope, Delano et al. 1999). Es wurde auch mit
Calciumhydroxid als Spullésung oder Kurzzeiteinlage geforscht und herausgefunden,
dass kurze Kontaktzeiten keine ausreichende Effektivitat aufwiesen (Sjogren, Figdor
et al. 1991, Ohara, Torabinejad et al. 1993).

Weiterhin werden in aktuelleren Studien medikamentenversetzte Einlagen wie
beispielsweise Ledermix-Paste erforscht, die durch Zugabe eines Antibiotikums und
eines Kortikosteroids signifikant postoperative Schmerzen reduziert (Ehrmann,
Messer et al. 2003) und somit eine diagnoseabhangige Erganzung darstellt. Jedoch
gilt es zu beachten, dass Schmerzfreiheit mit Ledermix als Einlage durch die
antiinflammatorische Wirkung des Kortikosteroids maoglicherweise verfalscht ist und
eine abschlieBende medikamentose Einlage mit Calciumhydroxid vor der Obturation
sinnvoll sein konnte. Dadurch wird Ledermix bei nekrotischen, symptomatischen
Zahnen zu einem wertvollen Medikament, ist allerdings nicht als Ersatz fur
Calciumhydroxid oder fur sorgfaltiges Procedere zu sehen (Ehrmann, Messer et al.
2003). Auch Tagelsir und Mitarbeiter forschten im Jahr 2016 mit ,double antibiotic
paste“ (DAP), wobei dessen Vorteile dieser Studie nach nicht Uberwogen (Tagelsir,
Yassen et al. 2016).

Um das Wurzelkanalsystem vor Keimen aus der Mundhohle und vor Reinfektion
zwischen den Behandlungen zu schutzen, wird der Zahn provisorisch verschlossen.
Hierflr werden unter anderem Praparate wie Cavit, IRM, Glasionomerzemente,
Zinkoxid-Eugenolpasten oder auch Adhasivsysteme verwendet (Madison und Wilcox
1988, Kazemi, Safavi et al. 1994, Barthel, Strobach et al. 1999, Deveaux, Hildelbert
et al. 1999). Die koronale Dichtigkeit wird als einer der ausschlaggebenden Faktoren
fur den Erfolg einer endodontischen Behandlung beurteilt (Madison und Wilcox
1988). Cavit wird als adaquater temporarer Verschluss gewertet (Kazemi, Safavi et
al. 1994, Deveaux, Hildelbert et al. 1999) und gilt als Standard fur den Verschluss
zwischen Behandlungen. Allerdings wies auch Cavit Uber einen Zeitraum von 12
Tagen Undichtigkeiten auf (Barthel, Strobach et al. 1999). Der Verlust des
provisorischen Verschlusses oder zu lange Zeitraume zwischen Terminen fuhren zu
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erheblichen Undichtigkeiten (Swanson und Madison 1987, Torabinejad, Ung et al.
1990, Kazemi, Safavi et al. 1994, Barthel, Strobach et al. 1999, Deveaux, Hildelbert
et al. 1999). Der Behandlungsverlauf sollte an die Zeitrdume angepasst werden und
gegebenenfalls auf Materialien oder Materialkombinationen ausgewichen werden,

die Uber langere Zeitraume hohere Dichtigkeiten aufweisen.

1.3.3 Obturation des Wurzelkanalsystems

Die Obturation bezeichnet das vollstandige, dichte Abflullen und Verschlieen des
moglichst keimarmen Wurzelkanalsystems (Sjogren, Figdor et al. 1997) mit
biokompatiblen Wurzelfillmaterialien (Orstavik 1988, Qrstavik 2005). Das gesamte
dreidimensionale Kanalsystem muss berucksichtigt werden (Schilder 2006). Daraus
ergeben sich gewisse Anforderungen an Wurzelfullmaterialien, die bereits 1978 von
Grossman benannt wurden und bis heute gelehrt werden (Grossman 1978, Jrstavik
2005, Hellwig, Klimek et al. 2009). Die Kombination aus Guttapercha und Sealer gilt
als die meist genutzte und bewahrteste (Friedman, Sandrik et al. 1977, Reader,
Himel et al. 1993, Orstavik 2005, Hellwig, Klimek et al. 2009), wobei es verschiedene
Techniken der Applikation gibt. Diese umfassen die klassische Methode der lateralen
Kondensation sowie die Einstifttechnik, aber auch aufwendigere Methoden mit
erwarmtem Guttapercha wie die warme vertikale oder die warme laterale
Kondensation (Reader, Himel et al. 1993, El Sayed, Taleb et al. 2013, Samiei,
Aghazade et al. 2014, Sadr, Golmoradizadeh et al. 2015). Guttapercha macht den
festen, inerten Hauptbestandteil aus und wurde mit diversen Arten von Sealer
erforscht (Orstavik 1988, Saleh, Ruyter et al. 2002), da es nicht mdoglich ist,
Guttapercha selbst mit den Kanalwanden zu verbinden (de Souza Filho, Gallina et al.
2012). Somit wird unter anderem der Anspruch an den Sealer gestellt, die
Wourzelfillung mit der Zahnhartsubstanz zu verbinden und abzudichten (Jrstavik
2005, Hellwig, Klimek et al. 2009).

Sealer mussen im Allgemeinen gewisse Anforderungen erflllen. Zunachst waren
medikamentose Eigenschaften nicht erwunscht (Hellwig, Klimek et al. 2009),
andererseits ist grundsatzlich eine Anforderung an eine Wurzelfullung die
bakteriostatische oder bestenfalls bakterizide Funktion (Hellwig, Klimek et al. 2009).
Es gibt verschiedene Arten von Sealer, die den heutigen Anforderungen
entsprechen, beispielsweise Sealer auf Zinkoxid-Eugenol-Basis, Kalziumhydroxid-

Basis und Glasionomerzemente (Drstavik 2005). Etablierte Zinkoxid-Eugenol-Sealer
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weisen eine zytotoxische Wirkung auf (Al-Awadhi, Spears et al. 2004), die ungezielt
und nicht beabsichtigt ist, wodurch Uberpressung in den periapikalen Bereich
besonders vermieden werden muss (Ricucci und Langeland 1998). In manchen
aktuelleren Studien wird unter Beachtung der Rolle der Keime geforscht. So hat
Kitagawa 2014 einen Sealer auf Kunststoffbasis entwickelt, mit dem Ziel, E. faecalis
abzutodten (Kitagawa, Kitagawa et al. 2014). Ein weiterer Ansatz der Keimfreiheit in
der Wurzelfillung wurde von Senia und Mitarbeiter 1975 erforscht, wobei
Guttapercha vor der Obturation mit Natriumhypochlorit erfolgreich desinfiziert wurde
(Senia, Marraro et al. 1975).

Die Dichtigkeit einer Wurzelfullung, somit auch die Formstabilitat, Unloslichkeit und
Haftung eines Sealers im Sinne des eigentlichen ,seals”, also des Verschlusses
durch den Sealer, ist eine wesentliche Anforderung (Hellwig, Klimek et al. 2009) und
steht bedeutend im Zusammenhang zur Keimbelastung. Sehr viele Studien
beschaftigen sich mit der Dichtigkeit im Sinne des ,microleakage“ entlang der
Wourzelfullung, wobei verschiedene Methoden wie Farb- oder Bakterienwanderung
angewandt werden (Goldman, Goldman et al. 1980, Swanson und Madison 1987,
Torabinejad, Ung et al. 1990, Yucel, Guler et al. 2006, Yilmaz, Tuncel et al. 2009).
Allerdings werden diese Studien unlangst kritisch hinterfragt und kontrovers
betrachtet (drstavik 2005). Li und Mitarbeiter vergleichen in ihrem Review aus dem
Jahr 2014 diverse Methodiken und zweifeln die klinische Relevanz sowie die
Bedeutsamkeit der erforschten Erkenntnisse an (Li, Niu et al. 2014). Auch gibt es
beispielsweise einen Vergleich zwischen Leakage-Studien, dessen Autoren die
Standardisierung der statistischen Methoden fur verfehlt und nicht ausreichend
halten (Lucena, Lopez et al. 2013). Ferner gibt es Studien mit dem Ziel, die
Dichtigkeit beispielsweise Uber Dentinkonditionierung und somit verbesserte
Dentinadhasion zu erhohen (Saleh, Ruyter et al. 2002). Bis heute wird versucht, die
Methoden und Materialien fur die oben genannten Anforderungen und Ziele zu

optimieren.

1.3.4 Moglichkeiten der sekundaren endodontischen Behandlung

Bei fehlgeschlagener Ersttherapie gibt es indizierte BehandlungsmalRhahmen zum
Erhalt des Zahnes wie die Revision oder Wurzelspitzenresektion. Bei der Revision
werden nach Entfernung der alten Wurzelfullung alle Schritte der Wurzelbehandlung

wiederholt. Die Prognose der Sekundarbehandlung ist schlechter als bei der
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Ersttherapie (Allen, Newton et al. 1989), da eine fehlgeschlagene Ersttherapie eine
apikale Parodontitis bedeutet, die ohne Prasenz von Bakterien unmoglich ist
(Siqueira  2011). Dadurch ist eines der Ziele, alle desinfizierenden und
antibakteriellen Mallnahmen auszuschopfen. Ein Vorschlag dafur ist die Nutzung von
CHX als medikamentose Einlage, da einige Studien die Effektivitat von CHX gegen
E. faecalis belegen (Heling, Steinberg et al. 1992, Almyroudi, Mackenzie et al. 2002,
Schafer und Bossmann 2005). Dies ist relevant, da E. faecalis der mal3geblich
pravalente Keim in apikal infizierten Zahnen ist (Molander, Reit et al. 1998). Hinzu
kommt, dass E. faecalis lange Zeit unter schwierigen Bedingungen Uberleben kann
(Figdor, Davies et al. 2003). Dadurch ist die Chance auf eine erfolgreiche Revision

deutlich erschwert und macht mikrobiologisches Verstandnis umso wichtiger.

Eine weitere Form der Sekundartherapie ist die Wurzelspitzenresektion. Die gangige
Methode umfasst die chirurgische Darstellung der Wurzelspitze mit Zugang durch
den Knochen und das Abtrennen des apikalen Anteils sowie die Entfernung des
infizierten periapikalen Gewebes. Je nach Moglichkeit wird auch eine retrograde
Wourzelfullung durchgefuhrt oder zumindest ein neuer apikaler Verschluss hergestellt
(Kvist und Reit 1999). Hierbei muss beachtet werden, dass die Qualitat der initialen
Wourzelfullung, wenn sie belassen wird, Einfluss auf den Erfolg der Therapie hat
(Hirsch, Ahlstrom et al. 1979). Allerdings gibt es auch bei der Wurzelspitzenresektion
Variationen und Verbesserungen der Technik, wie beispielsweise die Verfeinerung
des Verfahrens durch mikrochirurgisches Vorgehen und Nutzung von optischer
VergroRerung (Rubinstein und Kim 1999). Auch die Verwendung hochwertiger
Materialien ist relevant, da mehrfach erwiesen wurde, dass MTA als retrogrades
Wourzelfullmaterial sehr gute Ergebnisse erzielt (Chong, Pitt Ford et al. 2003,
Christiansen, Kirkevang et al. 2009, von Arx, Hanni et al. 2010, Kim, Song et al.
2016).

Es gibt keinen Konsens Uber eine standardmaflige Therapie nach Misserfolg der
Wurzelbehandlung und die Entscheidung liegt oft im Ermessen des Behandlers
(Aryanpour, Van Nieuwenhuysen et al. 2000, Kvist und Reit 2002). Selbst die Grunde
der Behandler fur die Entscheidung der Wiederbehandlung wurden mehrfach
erforscht und Strategien analysiert (Reit, Grondahl et al. 1985, Reit und Grondahl
1987, Kvist, Reit et al. 1994, Kvist 2001), wodurch die Komplexitat und die
Kontroversitat, aber auch die Subjektivitat des Themas dargestellt wird.
Vergleichende Studien zu Methoden der Wiederbehandlung liefern ahnliche
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Ergebnisse der chirurgischen und nicht-chirurgischen Wiederbehandlung (Danin,
Stromberg et al. 1996, Kvist und Reit 1999, Riis, Taschieri et al. 2018). Aus einer
Uber einen langeren Forschungszeitraum erfolgten Studie geht hervor, dass die
chirurgische Therapie moglicherweise nur anfanglich ahnliche Erfolge aufweist wie
die orthograde Revision, spater allerdings wieder zu schlechteren Ergebnissen fuhrt
(Kvist und Reit 1999). Torabinejad und Mitarbeiter kommen in ihrem umfangreichen
Review ebenfalls zu diesem Schluss (Torabinejad, Corr et al. 2009).

Die Uneinigkeit Uber die Sekundartherapie kombiniert mit den stark variierenden
Erfolgsraten der Initialtherapie sollte den Fokus der Forschung auf zuverlassigere
Methoden lenken, um die Wiederbehandlung zuganglicher, erfolgreicher und
subjektiv rentabler fur den Groldteil der Behandler zu machen. Es ist festzustellen,
dass auch fur diese Studien die Kritik der Definition des ,Erfolgs” wie unter Punkt 1.1
gilt. Mit entsprechender Aufklarung des Behandlers und der Patienten konnte die
erneute Behandlung zum Zahnerhalt vermehrt durchgefuhrt werden. Die Revision
sollte primar durchgefuhrt werden, unter anderem weil bei umfangreicher, sehr
genauer Behandlung patientenorientierte Erfolgsraten von bis zu 90% erwiesen
wurden (He, White et al. 2017), aber auch weil die Wurzelspitzenresektion die letzte
Therapiemoglichkeit vor Extraktion darstellt, wahrend nach Revision prinzipiell die
Wourzelspitzenresektion immer noch moglich ist. Der Zahnerhalt sollte generell im
Vordergrund stehen, allerdings sind Patientenwunsch, Aussicht auf Erfolg und
Wirtschaftlichkeit in Relation zu Aufwand zu beachten.

1.3.5 Verwendete Materialien

1.3.5.1 MTA — Mineral Trioxide Aggregate

MTA wird umfangreich und wirksam bei retrograden Wurzelfullungen eingesetzt
(Chong, Pitt Ford et al. 2003, Kim, Song et al. 2016). Es findet jedoch weitere
Verwendung im endodontischen Bereich. Verbreitet ist die Deckung von iatrogenen
Perforationen (Main, Mirzayan et al. 2004, Krupp, Bargholz et al. 2013, Mente, Leo et
al. 2014). Es wird fur die direkte Uberkappung, also zur Deckung von freigelegtem
Pulpengewebe, verwendet (Brizuela, Ormeno et al. 2017). Auch wird es in der
Apexifikation eingesetzt, indem es bei Zahnen mit nicht abgeschlossenem
Wurzelwachstum als apikaler Plug angewandt wird (Witherspoon, Small et al. 2008).

Seine Funktion als regularer Sealer wird aullerdem zunehmend gebrauchlich
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(Samiei, Aghazade et al. 2014, Zhou, Du et al. 2015, Singh, Gupta et al. 2016). Die
Uberlegenheit von MTA gegeniiber anderen, teilweise bewahrten Materialien wird
ebenfalls erforscht. So liefert MTA bei der direkten Uberkappung bessere Ergebnisse
als bewahrtes Calciumhydroxid (Mente, Hufnagel et al. 2014). Auch im Bereich der
Apexifikation stellt sich MTA als uberlegen heraus (Damle, Bhattal et al. 2012),
allerdings besteht Forschungsmangel in diesem Bereich. Zwei Reviews zur
regenerativen Endodontie stellen Studien mit erfolgreichen, vielversprechenden
Ergebnissen des MTAs neben Studien mit Calciumhydroxid, erkennen jedoch die
fehlende vergleichende Forschung in diesem Gebiet an (Bakland und Andreasen
2012, Torabinejad, Nosrat et al. 2017).

MTA ist ein medizinisch modifizierter hydraulischer silikatbasierter Zement. Es ist ein
hydrophiles Pulver bestehend aus Calciumverbindungen, vornehmlich Calcium-
Silikatverbindungen und Mineraloxiden, wie dem fur Rontgenopazitat beigesetzten
Bismutoxid. Durch Zugabe von Wasser verfestigt es sich. Seine weiteren
Eigenschaften im Sinne eines endodontischen Materials wie pH-Wert, Loslichkeit
und Abbindezeit wurden ebenfalls detailliert erforscht (Torabinejad, Hong et al. 1995,
Roberts, Toth et al. 2008). Verschiedene MTA-Produkte mit verschiedenen
Spezifikationen wurden untersucht. Auch das in dieser Forschungsarbeit verwendete
Medcem MTA wurde im Kontrast zum Goldstandard der retrograden
Wurzelfullmaterialien erforscht und liefert vergleichbare Ergebnisse (Kollmuss, Preis
et al. 2017), wird aber noch weiter untersucht und in der Forschung verwendet. Die
oben genannten Anwendungen mit teils Uberlegenen Resultaten ergeben sich aus
diversen Vorteilen. MTA ist besonders biokompatibel (Torabinejad, Hong et al. 1995,
Osorio, Hefti et al. 1998, Camilleri, Montesin et al. 2004, Samara, Sarri et al. 2011),
selbst Zellproliferation und -erhalt wurde in vitro nachgewiesen. Entsprechend gibt es
Studien speziell zur Bioaktivitat, von der Erforschung der =zellularen Ebene
(Torabinejad, Hong et al. 1995, Thomson, Berry et al. 2003, Samara, Sarri et al.
2011) bis zur Untersuchung der Bildung einer zementahnlichen Barriere angrenzend
an MTA (Torabinejad, Hong et al. 1995, Shabahang, Torabinejad et al. 1999,
Apaydin, Shabahang et al. 2004). MTA als Sealer weist sogar eine antibakterielle
Wirkung auf (Singh, Gupta et al. 2016). Speziell wurde nachgeforscht, ob CHX als
Anmischflussigkeit anstatt sterilem Wasser den antimikrobiellen Effekt verstarkt
(Stowe, Sedgley et al. 2004). Zum Nachteil wird der vergleichsweise hohe Preis
(Kim, Song et al. 2016). Auch kann als Nachteil die relativ lange Abbindezeit genannt
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werden (Torabinejad, Hong et al. 1995), wegen der eine mogliche Kontamination mit
Blut die Eigenschaften verschlechtern kann (Nekoofar, Stone et al. 2010), wobei das
Abbinden und die Moglichkeit der Nutzung trotz Blutung als Vorteil zu sehen ist.
Torabinejad und Mitarbeiter argumentieren in einer Studie von 1995, dass MTA trotz
Kontamination mit Blut hohere Dichtigkeit durch weniger Leakage aufweist als
andere retrograde Fullmaterialien (Torabinejad, Higa et al. 1994), auch dank seiner
hydrophilen Eigenschaft. Weiterhin wird festgestellt, dass manche MTA-Praparate
grauliche Verfarbungen im Zahn verursachen, vor allem graues MTA (Karabucak, Li
et al. 2005). Daraufhin wurde weilles MTA entwickelt, das allerdings ebenfalls zu
Verfarbungen fuhren kann (Felman und Parashos 2013). Zur Vermeidung dieser
Verfarbungen wird beispielsweise die Zugabe gewisser Stoffe untersucht (Marciano,
Camilleri et al. 2017), wobei auch die Behandlung bestehender Verfarbungen
erforscht  wird  (Belobrov und Parashos 2011). Andererseits sind
Forschungsergebnisse zu finden, die die Verfarbungen als akzeptabel und

vergleichbar zu anderen Sealern einordnen (Lee, Lim et al. 2016).

In dieser Forschungsarbeit wurde Medcem MTA mit Gentamicin versetzt, um die

antimikrobiellen Eigenschaften von MTA mit antibiotischem Zusatz zu untersuchen.

1.35.2 Gentamicin

Gentamicin ist ein Antibiotikum aus der Gruppe der Aminoglykoside. Es ist wirksam
gegen Staphylokokken, Streptokokken und Enterokokken sowie gegen weitere
gramnegative Spezies (Bartal, Danon et al. 2003, Beraud, Le Moal et al. 2012).
Bisher wird es unter anderem in der Orthopadie haufig eingesetzt, beispielsweise als
Zusatz zu Zementen bei Gelenkersatz als prophylaktischer Infektionsschutz (Bourne
2004, Gutowski, Zmistowski et al. 2014) oder als Zusatz zu
Knochenersatzmaterialien (Wu, Huang et al. 2018). Die Freisetzung aus
Knochenzementen ist zwar erforscht, allerdings sind die Mechanismen noch nicht
klar, wie vor allem in einem Review von van de Belt und Mitarbeiter dargestellt (van
de Belt, Neut et al. 2000, van de Belt, Neut et al. 2001). Im Bereich der
antibiotikaversetzten Knochenzemente findet bereits die Prufung der Indikation statt,
vor allem im Zusammenhang mit Resistenzen, von bereits genanntem generellen
prophylaktischen Einsatz Uber individuelle Nutzen-Risiko-Abwagung (Hanssen 2004)
bis hin zu strenger Indikation ausschlief3lich fur Patienten mit hohem Infektionsrisiko

(Jiranek, Hanssen et al. 2006). Im Review von van de Belt und Mitarbeiter wird die
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Steigerung der Resistenzen speziell gegenuber Gentamicin im Laufe weniger
Jahrzehnte beschrieben (van de Belt, Neut et al. 2001). Weiterhin ist es in anderen
Bereichen der Medizin zu finden. In der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde wird es bei
Morbus Meniére eingesetzt, da trotz ototoxischer Wirkung vor allem eine signifikante
Verringerung der Schwindelepisoden beobachtet wurde (Sam, Chung et al. 2016).
Verbreitet ist auch die lokale Nutzung bei externen Augeninfekten mit bakteriellem
Ursprung (Gwon 1992). Ebenfalls wird es bei bakteriell infizierter Endokarditis
empfohlen, die zumeist durch Staphylokokken, Enterokokken und Streptokokken

verursacht wird (Beraud, Le Moal et al. 2012).
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1.4 Griinde fur Misserfolg der endodontischen Behandlung

Nachdem die endodontische Behandlung sehr anspruchsvoll ist und aus vielen
einzelnen, teils empfindlichen Schritten besteht, ist sie in ihrer Gesamtheit relativ
anfallig fur Fehler (Estrela, Pécora et al. 2017). Dies ist letztendlich eine mogliche
Erklarung fur Falle ohne primaren Therapieerfolg. Die Literatur beschreibt einige
Fehlerquellen, groBtenteils im Ablauf der Behandlung, allerdings mit entscheidenden
Konsequenzen. Den bereits erorterten Behandlungsschritten sind Fehlerquellen zu
entnehmen wie beispielsweise Missachtung der Diagnose und der entsprechenden
Behandlungsabfolge sowie Nichteinhaltung der Sterilitdt im Ablauf durch Arbeiten
ohne Kofferdam oder wungenugende Durchfihrung des entsprechenden
Spulprotokolls. Auch die unvollstandige Obturation fuhrt folglich zu Undichtigkeiten.
Letztendlich fihren beinahe alle Mangel in der Behandlung zur Keimbelastung,
welche den bedeutendsten Fehler darstellt. Im Folgenden wird darauf naher

eingegangen und die Zusammenhange erlautert.

1.4.1 Fehlerquellen aus Behandlungsablaufen

Wie bereits verdeutlicht, soll die Aufbereitung infiziertes Gewebe und Bakterien
entfernen. Mancini und Mitarbeiter konnten zeigen, dass es trotz verschiedener
Spulprotokolle sehr schwierig ist, das apikale Drittel zu reinigen (Mancini, Armellin et
al. 2009). Die Schallaktivierung als zusatzlicher Aufwand verbessert die Reinigung,
auch im apikalen Bereich (Sjogren und Sundqvist 1987, Mancini, Cerroni et al. 2013).
Allerdings kann auch Verstandnis der genutzten Materialien das Spulprotokoll
verbessern, da Natriumhypochlorit bei kurzer Kontaktizeit und bei niedriger
Konzentration E. faecalis nicht eliminieren kann (Retamozo, Shabahang et al. 2010).
Weiterhin macht die individuelle Anatomie eines jeden Wurzelkanals die
Aufbereitung kritisch. Allein bakterielles Eindringen in Dentintubuli erschwert deutlich
die Reinigung des gesamten Wurzelkanalsystems (Matsuo, Shirakami et al. 2003).
Ebenfalls ist die vollstandige Desinfektion von ovalen Kanalen eine Herausforderung
(Alves, Almeida et al. 2011), wobei generell alle nicht aufbereiteten Flachen Debris
und Bakterien aufweisen und daher problematisch sind (Siqueira, Perez et al. 2017).
Anatomische Anomalien und Seltenheiten haben generell Einfluss auf die
endodontische Therapie (Ahmed und Dummer 2018). Ein haufig missachteter Aspekt
sind zusatzliche Wurzelkanale wie der reprasentative zweite mesiobukkale Kanal in

den ersten Molaren des Oberkiefers. Es herrscht Einigkeit, dass erhohtes
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Bewusstsein fur die Pravalenz und erhdhter Aufwand zum Auffinden des Kanals die
Prognose verbessern wirde, da eine Haufigkeit von mindestens 60% erwiesen
wurde (Wolcott, Ishley et al. 2002, Wolcott, Ishley et al. 2005, Chakradhar Raju,
Sathe et al. 2010, Hosoya, Yoshida et al. 2012).

Eine Uberpressung und Verschleppung von infiziertem Material nach periapikal
durch Uberinstrumentierung oder unvorsichtiges Arbeiten kann zur Reizung und zum
sogenannten Flare-up fuhren (Wittgow und Sabiston 1975). Die Definition des Flare-
ups ist nicht genau festgelegt und variiert mit den Studien, beschreibt aber
grundsatzlich eine akute Exazerbation wahrend oder nach endodontischer
Behandlung, eingegrenzt auf Stunden bis wenige Tage nach der Behandlung,
oftmals einhergehend mit Schmerzen und Schwellung (Trope 1990, Walton und
Fouad 1992, Igbal, Kurtz et al. 2009, Udoye, Jafarzadeh et al. 2011). Es konnte ein
signifikanter Unterschied in der Pravalenz bei Zahnen mit oder ohne apikaler
Parodontitis festgestellt werden (Trope 1990, Igbal, Kurtz et al. 2009). Auch wurde
erforscht, dass bestimmte Bakterien mit der Exazerbation assoziiert sind, unter
anderem der Anaerobier P. micra (Hashioka, Yamasaki et al. 1992, Gomes, Drucker
et al. 1994, Gomes, Lilley et al. 1996, Siqueira 2003). Torabinejad und Mitarbeiter
konnten in ihrer Studie einen Zusammenhang zwischen Schmerzen vor der
Behandlung und Flare-up nachweisen (Torabinejad, Cymerman et al. 1994).
Generell sind die Ursachen der Entstehung mechanischen, mikrobiellen oder
chemischen Ursprungs (Seltzer und Naidorf 1985, Torabinejad, Kettering et al. 1988,
Siqueira und Barnett 2004). Ein Ansatz, um diese Komplikation zu heilen oder gar zu
vermeiden, ist die systemische Gabe von Antibiose (Walton und Chiappinelli 1993,
Torabinejad, Cymerman et al. 1994, Fouad, Rivera et al. 1996, Pickenpaugh, Reader
et al. 2001). Allerdings hat sich das mehrmals als unwirksam und somit ungeeignet
erwiesen (Walton und Fouad 1992, Walton und Chiappinelli 1993, Fouad, Rivera et
al. 1996, Pickenpaugh, Reader et al. 2001). Haapasalo und Mitarbeiter stellten in
ihrem Review von 2003 fest, dass systemische Antibiose in der Endodontie keinen
Wert hat, aulRer der Patient zeigt allgemeinmedizinische Indikationen fur Antibiotika
wie beispielsweise Fieber (Haapasalo, Udnees et al. 2003). Dieselbe Aussage treffen
Fouad und Mitarbeiter in ihrem Review und erforschen tiefgehend die Effektivitat der
systemischen Antibiose gegen Schmerzen (Fouad 2002). Generell ist in der

Endodontie die lokale Keimelimination angezeigt.
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Signifikant ist die Tatsache, dass Keimarmut des Wurzelkanals zum Zeitpunkt der
Obturation essentiell und ausschlaggebend fur den Erfolg der Behandlung ist
(Fabricius, Dahlen et al. 2006). Wenn Bakterien bei einer irreversiblen Pulpitis noch
nicht bis nach apikal durchgedrungen sind, kann diagnoseabhangig auf ein
zweizeitiges Vorgehen moglicherweise verzichtet werden (Gesi, Hakeberg et al.
2006). Im Umkehrschluss ist dadurch das zweizeitige Vorgehen bei Infektion zu
betonen. Dem zugehorig ist wiederum die Wichtigkeit der chemomechanischen
Aufbereitung sowie der Bakterienelimination durch medikamentose Einlage bei
zweizeitigem Vorgehen (Sjogren, Figdor et al. 1997). Fehlerquellen bei der
Obturation sind hauptsachlich mit der Dichtigkeit verknupft, es kommen allerdings
auch methodische Mangel vor, wie beispielsweise Nichteinhaltung der Arbeitslange.
Prognostisch ist die Uberpressung von Wurzelfillmaterial am schlechtesten, eine
sogenannte zu lange Wurzelfullung, da somit selbst in Abwesenheit von Bakterien
eine periapikale Entzindung hervorgerufen werden kann. Dies hat auch mit der
geringen Biokompatibilitat der Materialien zu tun (Ricucci und Langeland 1998).
Ebenfalls fiihrt Uberpressen zu Schmerzen nach dem Abfiillen, was es zu vermeiden
gilt (Gesi, Hakeberg et al. 2006). Zu kurze Wurzelfillungen fiuhren zu
Undichtigkeiten, wobei es zu beachten gilt, dass die apikale Konstriktion bis zu 3 mm
vom radiologischen Apex entfernt sein kann und somit die individuelle Anatomie zum
Tragen kommt (Ricucci und Langeland 1998). Ubergeordnet gilt es, das
Wurzelkanalsystem vollstandig zu fullen (Ingle 1961). Die Methode der warmen
vertikalen Obturation zeigte durchdringende Fullung bis in die Seitenkanalchen
(Reader, Himel et al. 1993), wobei eine aktuelle Studie die Qualitat der Wurzelfullung
als prognostisch wichtiger einschatzt als die Methode (Sarin, Gupta et al. 2016). Es
gilt zu bedenken, dass eine einfachere Methode auch behandlerabhangige Fehler
ausgleichen kann und somit insgesamt erfolgreichere Ergebnisse liefert. Daher sollte
das Ziel sein, eine standardmafige Technik zu entwickeln (Kerekes und Tronstad
1979).

1.4.2 Undichtigkeiten

Es gibt verschiedene Ursachen, weswegen Undichtigkeiten entstehen. Eine der
groRten Fehlerquellen ist der koronale Verschluss nach erfolgter Wurzelfillung. Es
wurde mehrfach erforscht, dass ohne adaquaten koronalen Verschluss unter

anderem bakterielles Leakage entlang der Wurzelfullung erfolgt (Madison und Wilcox
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1988, Torabinejad, Ung et al. 1990, Trope, Chow et al. 1995). Es wurde sogar
erwiesen, dass im direkten Vergleich eine dichte koronale Restauration signifikant
bessere Ergebnisse liefert als eine radiologisch vollstandige Wurzelfullung (Ray und
Trope 1995). Andererseits besteht die Ansicht, dass die koronale Restauration
hauptsachlich bei unvollstandiger Wurzelfullung bedeutend ist (Siqueira, Rocas et al.
2005). Es wurden auch Undichtigkeiten im Sinne des unzureichenden apikalen Seals
erforscht, welcher bei unvollstandigen, aber auch zu kurzen Wurzelfullungen mit
persistierenden Keimen entstehen kann (Dow und Ingle 1955, Yilmaz, Tuncel et al.
2009). Allerdings wurde bereits 1983 festgestellt, dass in vivo und in vitro
Microleakage-Studien schwierig zu vergleichen sind und moglicherweise in vitro-
Studien Uberbewertet wurden (Pitt Ford 1983). Es wurde selbst eine Studie speziell
zu den statistischen Defiziten der Leakage-Studien und der damit verbundenen
unterschiedlichen Interpretationen durchgefuhrt (Lucena, Lopez et al. 2013). Im
Review von Li und Mitarbeiter aus dem Jahr 2014 wird die Forschung und deren
Schwerpunkte in den entsprechenden zeitlichen, derzeit akademischen
Zusammenhang gesetzt und die Schwierigkeit der Analyse des Leakage beschrieben
(Li, Niu et al. 2014).

14.3 Mikrobielle Ursachen und Persistenz der Bakterien

In Abwesenheit von Bakterien entsteht keine Infektion und keine apikale Parodontitis
(Moller, Fabricius et al. 2004). Ein steriles, bakterienfreies Umfeld ruft weder
Schaden an der Pulpa noch Abszedierung oder apikale Entzindung hervor
(Kakehashi, Stanley et al. 1965). Es wurde mehrfach nachgewiesen, dass
persistierende Bakterien mafgeblich verantwortlich fur periapikale Entzundungen
sind (Nair, Sjogren et al. 1990, Lin, Skribner et al. 1992, Ricucci und Siqueira 2010).
Ebenfalls soll der Fokus auf mikrobielle Ursachenfindung gelegt werden, wenn
apikale Lasionen bestehen beziehungsweise nicht heilen (Bystrom, Happonen et al.
1987). Somit wird die Prognose und die Heilung deutlich verbessert, wenn der Fokus
auf komplette Bakterienentfernung vor der Obturation gelegt wird (Sjogren, Figdor et
al. 1997). AulRerdem ist der periapikale Zustand vor der Therapie einzuschatzen und
der Einfluss der Keime bei pratherapeutischer apikaler Parodontitis zu beachten
(Sjogren, Hagglund et al. 1990). Nachdem es nicht mdglich ist, das gesamte
Wurzelkanalsystem zu saubern und somit absolute Keimfreiheit nicht erlangt werden

kann (Siqueira, Araujo et al. 1997, Ricucci und Langeland 1998, Mancini, Armellin et
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al. 2009), geht der Erfolg der endodontischen Behandlung mit der gro3tmoglichen
Keimelimination einher. Bakterieller Biofilm im infizierten Wurzelkanalsystem kann
durch das gangige Spulprotokoll, Natriumhypochlorit und EDTA, signifikant reduziert
werden (Ozdemir, Buzoglu et al. 2010). Somit erhoht sich das Verstandnis fur die
Rolle des endodontischen Mikrobioms trotz vermeintlich visuell korrekter
Wourzelfullung (Spangberg 1998) und kann zum Verstandnis der Therapie abhangig
von der Diagnose fuhren. In primar infizierten Zahnen mit nekrotischer Pulpa konnte
eine Vielfalt von Keimen, grampositive und gramnegative, jedoch grofltenteils
anaerobe Bakterien nachgewiesen werden (Gomes, Pinheiro et al. 2004, Sassone,
Fidel et al. 2008, Gomes, Sarkis-Onofre et al. 2013). Einer der am haufigsten
isolierten Anaerobier war P. micra, vor allem aus Zahnen mit unbehandelten
Wurzelkanalen (Bystrom und Sundqvist 1981, Gomes, Pinheiro et al. 2004, Gajan,
Aghazadeh et al. 2009, Kist, Kollmuss et al. 2017). Zumeist Uber eine kariose Lasion
und infolgedessen entstehender irreversibler Pulpitis kann P. micra in das
Wurzelkanalsystem eindringen (Rocas, Lima et al. 2015), kann aber durch diverse
desinfizierende MalRnahmen wirksam entfernt werden (Spratt, Pratten et al. 2001,
Huth, Quirling et al. 2009). Gewissermalden wird dies durch niedrige Pravalenzen im

Keimspektrum der Misserfolge bekraftigt (Gomes, Pinheiro et al. 2004).

Sekundar infizierte Zahne mit apikaler Parodontitis nach endodontischer Behandlung
zeigten haufig grampositive, fakultative Anaerobier (Molander, Reit et al. 1998,
Sundqvist, Figdor et al. 1998, Gomes, Pinheiro et al. 2004). Mit zum Teil sehr hohen
Pravalenzen wurde E. faecalis aus Fallen mit misslungener primarer Therapie am
haufigsten nachgewiesen (Molander, Reit et al. 1998, Sundqvist, Figdor et al. 1998,
Siqueira und Rocas 2004). Andererseits kommt E. faecalis selten bis kaum in der
Flora eines primar infizierten Zahnes vor, wodurch ein Eindringen in das
Kanalsystem wahrend endodontischer Behandlung vermutet wird (Sundqvist, Figdor
et al. 1998). Einmal ins Kanalsystem eingebracht, zeigt die hohe Pravalenz in
sekundaren Infektionen die Schwierigkeit der Elimination. Daher kann der Erfolg
einer Revisionstherapie durch Vorhandensein von E. faecalis negativ beeintrachtigt
werden (Sundqvist, Figdor et al. 1998). Generell kann dieser Keim unter schwersten
Bedingungen Uberleben und somit auch nach langer Zeit zur apikalen Infektion
fuhren (Figdor, Davies et al. 2003). Es sollten alle MalRnahmen ergriffen werden, um
sowohl ein Eindringen von Bakterien zu vermeiden als auch alle beschriebenen

Maoglichkeiten der Keimelimination zu nutzen.
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2 Ziel der Studie

Allein in der endodontischen Primartherapie gibt es zahlreiche Moglichkeiten der
Keimreduktion. Die hohe Anzahl und Vielfalt der Studien zur Keimelimination und
generell Erforschung der endodontischen Mikrobiologie zeigt, dass die
Zusammenhange zwischen mikrobiellen Ursachen und Erfolg vermehrt verstanden
werden. Trotzdem besteht in der Praxis ausreichend Bedarf fur eine erneute
Behandlung primar misslungener Falle. Demnach kann die endodontische Therapie
durch Verbesserung des mikrobiologischen Verstandnisses der Zahnmediziner
deutlich optimiert werden. Um weitere Aspekte der Keimreduktion zu untersuchen,
wurden Erkenntnisse aus bestehenden Studien zum Keimspektrum mit
Moglichkeiten der Keimreduktion kombiniert. Dazu soll untersucht werden, ob eine
Kombination aus Medcem MTA und einem lokal wirksamen Antibiotikum zur
Reduktion der Bakterien mit hochsten Pravalenzen bei primarer und sekundarer
Infektion fuhrt. Ziel dieser Studie ist es, die Freisetzung des Gentamicins aus
Medcem MTA zu ermitteln sowie die Wirksamkeit verschiedener Konzentrationen

des Gentamicins gegen E. faecalis und P. micra-Biofilme zu untersuchen.

Zur Untersuchung der Freisetzung sollen Proben aus Medcem MTA mit Gentamicin
versetzt werden und die daraus ausgetretene Gentamicinmenge mittels ELISA-
Assay gemessen werden. Parallel dazu soll mittels Gentamicin-Etest eine
Konzentration von Gentamicin ermittelt werden, die mindestens aus der Freisetzung
erreicht werden muss, um E. faecalis und P. micra abzutoten. Darauf folgend sollen
verschiedene Proben aus mit Gentamicin versetztem MTA mit dem jeweiligen Biofilm
der beiden Keime in Kontakt gebracht werden. Die verbliebenen Bakterien sollen
nach dem Kontaktzeitraum quantifiziert und daraus Desinfektionsstufen abgeleitet

werden.

Die Hypothese ist somit, dass Gentamicin aus der Medcem MTA-Probe austritt und
einen antimikrobiellen Effekt sowohl auf E. faecalis-Biofilm als auch auf P. micra-

Biofilm zeigt. Dadurch soll zusatzliche Keimreduktion erforscht werden.
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3 Material und Methode

Im ersten Abschnitt wurde zunachst ermittelt, ob eine Freisetzung von Gentamicin
aus medizinischem Portlandzement erfolgt. Dafir wurden verschiedene
Konzentrationen des Gentamicins zu Medcem MTA beigemischt. In festgelegten
Zeitabstanden wurden Proben entnommen und die Menge an herausgeldstem
Gentamicin mithilfe eines ELISA-Assays gemessen. Die Auswertung erfolgte
qualitativ. und quantitativ. Die Ergebnisse der Freisetzung des Gentamicins

bestimmen die Parameter fur weitere Versuche.

Im zweiten Abschnitt wurde die antimikrobielle Wirkung bestimmt, indem untersucht
wurde, inwieweit mit Gentamicin versetztes MTA eine bakterizide Wirkung auf E.
faecalis und P. micra aufweist. Dazu waren einige Vorversuche notwendig, um
letztendlich  einen  Kontaktversuch  zwischen bakteriellem  Biofim  und
gentamicinhaltigem Medcem MTA durchfihren zu konnen. Zunachst wurde mittels
Etest die Minimum Inhibitory Concentration (MIC) von Gentamicin fur beide
Bakterienarten ermittelt, um Konzentrationen fur die Zementproben festzulegen. Es
wurde aus Rinderzahnen Dentin entnommen und darauf Biofilme der jeweiligen
Bakterienspezies angezuchtet. Letztlich wurde ein Kontaktversuch zwischen
bakteriellem Biofilm und Zementproben mit verschiedenen Gentamicinmengen
durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden mittels einer Verdlinnungsreihe und Messung
der Anzahl der bestehenden Bakterienkolonien (CFU) ermittelt. Die Auswertung
erfolgte sowohl numerisch, graphisch als auch logarithmisch und es wurden daraus

Statistiken ermittelt.

Nachfolgend werden alle Methoden beider Abschnitte beschrieben. Ebenfalls wird
die Wahl der Auswertungsmethoden erklart, die fur die jeweiligen Versuche

notwendig waren.
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31 Gentamicin-Freisetzung aus Zementproben

Im ersten Abschnitt wurde die Freisetzung des Gentamicins aus MTA bestimmt, die
fur alle weiteren Versuche erforderlich ist. In diesem Versuch wurde Medcem MTA
(MEDCEM MTA Rontgensichtbarer Medizinischer Portlandzement, Lot RX150627,
Medcem GmbH, Weinfelden, Schweiz) verwendet. 50 ml einer Stammlosung mit
einer Konzentration von 1000 pg/ml wurden in einem Falcon-Roéhrchen aus
Gentamicin (Gentamicin sulfate, Lot P500077, Sigma-Aldrich, USA) und Phosphate
Buffered Saline (PBS) (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Lot RNBD2639,
Sigma-Aldrich, USA) hergestellt. Die Konzentration von 1000 pg/ml wurden aus dem
in 2.2 beschriebenen Gentamicin-Etest-Versuch entnommen, da diese beiden

Versuche parallel zueinander geschahen.

3.1.1 Versuchsaufbau und Probenentnahmen

Fir die Herstellung der Zementproben wurden Gentamicinlosungen mit PBS in den
Konzentrationen 0 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml und 1000 pg/ml bendtigt.
Die Konzentration 0 pg/ml wurde durch reines PBS erreicht, die Konzentration von
1000 pg/ml wurde aus der Stammldosung entnommen. In drei weiteren
ReaktionsgefalRen (Reagiergefa® 1,5 ml EASY CAP, Sarstedt, Nurnbrecht,
Deutschland) wurden die Konzentrationen 100 pg/ml, 250 pg/mil, 500 pg/mi
hergestellt. In das erste Reaktionsgefaly wurden 900 pl PBS und 100 pl Gentamicin-
Stammlosung pipettiert (Pipette Eppendorf research 1000ul, Eppendorf AG,
Hamburg; Pipettierspitzen epT.l.P.S. Standard 50-1000 pl, Lot E164805R, Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland), um eine Konzentration von 100 pg/ml zu erreichen. In
das zweite Gefald wurden 750 pl PBS und 250 pl Stammldsung pipettiert, um eine
Konzentration von 250 ug/ml zu erreichen. In das dritte Reaktionsgefaly wurden
jeweils 500 yl PBS und Stammldsung pipettiert, um eine Konzentration von 500

Mg/ml zu erreichen.

Medcem MTA wird als Kapsel vertrieben. Laut Hersteller enthalt eine Kapsel circa
0,35 g Portlandzement (www.medcem.ch), die Flussigkeitsmenge ist nicht konkret
definiert. 116 pl Flussigkeit pro Kapsel wurden determiniert, da der Zement mit der
Konsistenz bei diesem Verhaltnis gut zu verarbeiten war. Auf einem Anmischblock
aus beschichtetem Papier wurden zwei Kapseln des medizinischen Portlandzements

entleert und mit 232 yl PBS angemischt. Diese Probe wurde als Kontrollprobe flr
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Zement ohne Gentamicin mit einer Konzentration von 0 ug/ml hergestellt. Die Masse
wurde zur Formgebung in die Offnung eines Metallrings (20 mm Innendurchmesser,
2 mm Hohe) eingestrichen. Fur jede Konzentration wurden zwei gefullte Metallringe
hergestellt. Dieser Vorgang wurde mit Gentamicinlosungen mit den Konzentrationen
100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml und 1000 pg/ml wiederholt. Es wurden insgesamt
zehn Zementproben hergestellt. Der Metallring wurde vor der Aushartung entfernt, da
es schwierig ist, die Probe vollstandig im ausgeharteten Zustand herauszulésen. Die
Form der Zementprobe soll unversehrt bleiben, da die Oberflache fur den Versuch
wesentlich ist. Die Proben wurden anschliefend zur Aushartung im Inkubator
(Inkubator INNOVENS, Jouan, USA) in einer feuchten Kammer mit 100%
Luftfeuchtigkeit bei 37°C gelagert. Laut Webseite des Herstellers (FAQs der
Webseite medcem.ch) ist nach circa 195 min die erste Abbindephase
abgeschlossen. Demzufolge wurden mindestens vier Stunden Aushartungszeit

gewahrleistet.

Fir den nachsten Schritt wurden zwei 6-Well-Platten (6 Well Cell Culture Plate sterile
with lid, CELLSTAR greiner bio-one, Osterreich) vorbereitet. Dazu wurde in die erste
6-Well-Platte in funf Wells jeweils 7 ml PBS pipettiert und jeweils eine der
Zementproben der unterschiedlichen Konzentrationen eingelegt. In die zweite 6-Well-
Platte wurde in funf Wells jeweils 7 ml Alpha Medium (MEM Alpha Medium (1X) +
GlutaMAX-l Minimum Essential Medium, gibco by Life Technologies Corporation,
UK) pipettiert und ebenfalls jeweils eine der Zementproben der unterschiedlichen
Konzentrationen eingelegt. Somit wurde jede Zementprobe in zwei verschiedenen
Medien eingelegt, wie auf Abbildung 1 dargestellt. Beide 6-Well-Platten wurden in
einem Inkubiercontainer (BD GasPak EZ Incubation Container, Becton, Dickinson
and Company, USA) aufbewahrt, um Verdampfung des Mediums zu vermeiden.
Dieser wurde bei 37°C in den Schuttler (Forma Orbital Shaker, Thermo Electron
Corporation, USA) bei 25 rpm gestellt.
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Abbildung 1: Gentamicinversetzte Zementproben im Inkubiercontainer

Nach jeweils 12 h, 24 h, 36 h und 48 h wurden 300 pl aus jeder Probe entnommen
und in beschriftete Reagiergefalie pipettiert, wie auf Abbildung 2 dargestellt.

Abbildung 2: Entnommene Proben

3.1.2 Assay und Auswertungsmethode

Fir die Quantifizierung des Gentamicins wurde ein GEN (Gentamicin) ELISA Kit
(Gentamicin (GEN) ELISA Kit, Lot LO4AQGE28, MyBioSource, San Diego, CA, USA)
verwendet. Bei diesem ELISA handelt es sich um ein kompetitives Immunoassay,
wobei ein markiertes Antigen mit dem zu messenden Gentamicin konkurriert. Die
Bindung an den Antikdrper erfolgt in negativer Korrelation. Somit ist die beobachtete
Farbung umgekehrt proportional zur vorhandenen Menge an Gentamicin, da eine
hohe Farbentwicklung flr eine groRe Menge an gebundenem markierten Antigen
spricht. Die im Kit enthaltenen Redissolving Solution, HRP-Conjugate und
Waschpuffer wurden zunachst nach Anleitung verdinnt. Die Standardlésungen

wurden unverdinnt aus dem Kit entnommen. Bei Durchfihrung wurde stets die
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Anleitung fur ,Serum® befolgt. Um im Messbereich des Assays zu liegen, wurde
zunachst eine Verdunnungsreihe hergestellt. Dazu wurden 12,5 pl aus jeder der 20
Proben entnommen und in entsprechend beschriftete Reaktionsgefafie mit 987,5 pl
der entsprechenden Lésung, PBS oder Alpha Medium, pipettiert. Daraus wurden die
zu messenden Proben hergestellt, indem aus den jeweiligen verdunnten Proben 50
gl entnommen wurden und mit 950 ul der verdiinnten Redissolving Solution fir 1 min
vermischt wurden. In die 48-Well-Platte wurden 50 pl der Standardlésungen
beziehungsweise der Proben pipettiert. Jedem Well wurden 50 pl HRP-conjugate
beigefligt. Die Platte wurde gevortext (Vortex Mixer, neolLab, Heidelberg,
Deutschland), mit der Verschlussmembran versiegelt und bei 25°C fur 30 min
inkubiert. Danach wurden alle Reagenzien entfernt, indem die Platte geleert und
durch viermaliges Waschen mit jeweils 250 yl Waschpuffer von Uberschissiger
Flussigkeit befreit wurde. AnschlieBend wurde die Platte mittels Farbesubstrat
eingefarbt. Dazu wurden 50 pl der Substrate A Solution und 50 pl der Substrate B
Solution nacheinander in jedes Well pipettiert. Abbildung 3 zeigt die Mikroplatte nach
dem Einfarben. Nach einer weiteren Inkubation im Dunklen fir 15 min bei 25°C muss
die Farbungsreaktion angehalten werden. Dazu wurden 50 ul der Stop Solution in
jedes Well pipettiert, wodurch sich die Farbe von blau zu gelb veranderte. Abbildung
4 zeigt diese farbliche Veranderung. Die Platte konnte daraufhin gemessen und

ausgewertet werden.

Abbildung 3: Mikroplatte nach Einférben
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Abbildung 4: Mikroplatte vor Messung

Es wurden im Photometer (VARIOSKAN, Thermo Electron Corporation, USA) die
Extinktionen der Proben bei 450 nm gemessen. Fur die Auswertung wurden die
Messwerte der bekannten Standards mit den Messwerten der Proben verglichen.
Dazu wurden nach Anleitung des Assays die prozentuale Absorption errechnet und
graphisch aufgetragen, um eine Standardkurve zu erhalten. Dieser Wert wurde mit
dem Verdunnungsfaktor multipliziert, um die absolute Menge an freigesetztem
Gentamicin zu ermitteln. Diese Ergebnisse wurden graphisch aufgetragen, jeweils fur
den Versuch mit PBS und Alpha MEM.

Vor der quantitativen Auswertung konnte anhand des farblichen Vergleichs der
Proben auf der Platte mit dem Standard qualitativ festgestellt werden, dass eine
wesentliche Freisetzung erfolgt ist, wie auf den Abbildungen 3 und 4 zu sehen ist.
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3.2 Grundlagen der Bakterienanzucht

In dieser Studie wurden Enterococcus faecalis (ATCC 29212) und Parvimonas micra
(ATCC 33270) verwendet. Aufgrund der jeweiligen mikrobiologischen Eigenschaften
mussten Unterschiede in der Anzucht beachtet werden, unter anderem bei der Wahl

des Nahrmediums, des Sauerstoffgehalts und der Wachstumszeit.

3.2.1 Nahrmedien, Erstanzucht und Stammerhaltung

Es wurden zwei verschiedene Nahrmedien verwendet. Zur Anzucht des E. faecalis
wurden Columbia-Agarplatten (Columbia Agar with 5% Sheep Blood, BD, USA)
benutzt, fur die Anzucht des P. micra wurden Schaedler-Agarplatten (Schaedler Agar
with Vitamin K1 and 5% Sheep Blood, BD, USA) verwendet. Die Wahl des
Nahrmediums richtete sich nach dem anzuzuichtenden Bakterium, da Columbia-Agar
als unspezifisches, fur Enterokokken geeignetes Nahrmedium gilt und Schaedler-
Agar fur obligate Anaerobier das entsprechende unspezifische Nahrmedium darstellt.
Die genaue Zusammensetzung der Nahrmedien ist dem Verzeichnis unter

Stichpunkt 9 zu entnehmen.

Fur die Anzucht von E. faecalis und P. micra wurde ein Impfosenausstrich auf die
jeweilige Platte durchgefuhrt. Es wurde ein Dreifelderausstrich gewahlt, um isoliert
wachsende Reinkulturen als Einzelkolonien fur die Weiterverarbeitung zu erhalten.
Dies wird erreicht, indem man zuerst eine etwas groRere Menge des Bakteriums auf
eine Seite einer Impfose aufnimmt. Die Flache der Impfose wird mit sanftem Druck in
Serpentinenform Uber knapp die Halfte der Agarplatte gestrichen. Die Impfose wird
um 180° gedreht, mit der anderen Flache wird einmal Uber die bereits beimpfte
Flache gestrichen und damit eines der freien Viertel bestrichen. Fur das letzte Viertel
wird das Procedere mit der Kante der Impfose wiederholt. Abbildung 5 zeigt einen
Dreifelderausstrich von P. micra. Nach dieser ersten Anzucht wurden die isolierten
Einzelkolonien neu Uberimpft. Bei E. faecalis wurde eine einzelne Kolonie Uberimpft,
bei P. micra wurden circa zehn Einzelkolonien fur ausreichendes Wachstum
uberimpft (Bast 2014).
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Abbildung 5: Dreifelderausstrich von P. micra

Fir die Stammerhaltung wurden 100 ml Brain-Heart-Infusion (BHI) (Brain-Heart-
Infusion (BHI), BD, USA) mit 10% Glycerin hergestellt. Dafir wurden, den
Herstellerangaben folgend, 37 g des BHI-Pulvers in 1000 ml destilliertem Wasser
aufgelést. Nach Autoklavierung wurden 10 ml Glycerin hinzugefigt. Die genaue
Zusammensetzung ist dem Verzeichnis unter Stichpunkt 9 zu entnehmen. Es wurden
2 ml BHI in ein Falcon-Réhrchen pipettiert und eine grole Menge Bakterien mittels
einer Impfése aufgenommen und hinzugegeben. Zunachst wurde das
Reaktionsgefall bei -20°C eingefroren und nach circa 5 Tagen in der
Stickstoffkuhlung (flissiges N2, Gasphase) gelagert.

322 Inkubation und Wachstum

Neben der passenden Wahl des Mediums sind die Inkubationskonditionen
entscheidend fir das Wachstum eines Bakteriums. Beide in diesem Versuch
verwendeten Keime wurden bei 37°C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 70%
und 5,8% CO; inkubiert (Steri-Cult CO, Incubator, Thermo Electron Corporation,
USA).
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Die Inkubation der Platten mit E. faecalis kann im aeroben Milieu geschehen. Die
beimpften Columbia-Agarplatten wurden fur 24 h in den Inkubator gestellt, der
Wachstumszeit fur E. faecalis entsprechend. P. micra hingegen wird anaerob
inkubiert. Die beimpften Platten wurden im bereits beschriebenen Containersystem
von BD im anaeroben Milieu, erzeugt durch EZ GazPaks (GasPak EZ Anaerobe Gas
Generating Pouch System with Indicator, Becton, Dickinson and Company (BD),
USA), im Inkubator aufbewahrt. Die Wachstumszeit betragt 5 Tage.

Fur den folgenden Versuch, den Gentamicin-Etests, wurden vier Platten E. faecalis

und P. micra angezulchtet.
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3.3 Gentamicin-Etest

Um die Minimum Inhibitory Concentration (MIC) von Gentamicin bei jeweils E.
faecalis und P. micra zu bestimmen, wurden Etests durchgefuhrt. Die MIC beschreibt
die geringste bendtigte Konzentration eines antibakteriellen Mittels, um das

Wachstum eines Mikroorganismus zu hemmen (Hof, Dorries et al. 2009).

Der Versuchsaufbau ist fur E. faecalis und P. micra identisch, bis auf die anaerob
gehaltene Inkubation des P. micras Uber die Wachstumszeit und der
unterschiedlichen Agarplatten. Fur den Versuch wurde von mehreren Agarplatten
mithilfe einer Impfose (Impfésen starr 10 pl, VWR International, Darmstadt,
Deutschland) eine groRere Menge Bakterien aufgenommen und mit 500 pl PBS in
einem Reaktionsgefall fur 30 s gevortext. Aus dieser hochkonzentrierten
Bakterienlosung wurden Verdinnungen von 1:10 und 1:100 hergestellt. Dazu wurden
in zwei weitere Reagiergefalle jeweils 900 pl PBS pipettiert. Aus der konzentrierten
Bakterienlosung wurden 100 pl entnommen und dem ersten Reagiergefald beigefugt.
Dieses entspricht der 1:10-Verdinnung und wurde fur 10 s gevortext. Aus der 1:10-
Verdinnung wurden 100 pl entnommen und dem zweiten Reagiergefaly beigefugt.

Diese wurde als die 1:100-Verdunnung beschriftet und fur 10 s gevortext.

Es wurden 100 pl der 1:100-Verdinnung entnommen und auf einer Columbia- bzw.
Schaedler-Agar-Platte ausplattiert, um einen gleichmalligen Bakterienrasen zu
bilden. Dafur wurde die Agarplatte mit der Bakterienlosung auf dem Petrischalen-
Drehtisch (Petrischalen Drehtisch petriturn-M, schuett-biotec.de) gedreht und mit
einem Spatel (Spatel T-Form, VWR International, Darmstadt) gleichmaRig auf das
Nahrmedium ausplattiert. Abbildung 6 zeigt das Ausplattieren der jeweiligen
Bakterienlosung. Dies wird mit der 1:10-Verdinnung sowie mit der

hochkonzentrierten Bakterienlosung wiederholt.
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Abbildung 6: Ausplattieren der Bakterienlésung

Auf jede der drei beimpften Platten wurde ein Gentamicin-Etest-Streifen (Gentamicin
GM 256, bioMérieux USA, North Carolina, USA) mittig aufgelegt und inkubiert. Die
Inkubationszeit und -art richtet sich nach dem Bakterium. Die Platten mit E. faecalis
wurden fur 24 Stunden bei den bereits beschriebenen Konditionen inkubiert,

wahrend die Platten mit P. micra fur finf Tage im anaeroben Milieu bebrutet wurden.

Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Platten entnommen und nach
Anleitung des Herstellers ausgewertet, indem der Wert auf dem Gentamicin-Etest-
Streifen an der Wachstumsgrenze des Bakterienfiims, an der Grenze der
sogenannten Hemmhof-Ellipse, abgelesen wurde. Dieser Wert entspricht der
Gentamicinkonzentration an dieser Stelle des Streifens und reprasentiert die
Konzentration des Gentamicins, bei der die Hemmung des Bakterienwachstums
beginnt. Abbildungen 7 und 8 zeigen einen Etest-Versuch mit E. faecalis. Abbildung
8 ist die Nahaufnahme der Platte auf Abbildung 7. Der gesamte Versuch wurde
dreimal durchgefuhrt, um einen Mittelwert der MIC zu ermitteln. Fur die Freisetzungs-
und Kontaktversuche wurde ein Vielfaches der Konzentration des Gentamicins
gewahlt, da die freigesetzte Menge zu Beginn nicht bekannt war.
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Abbildung 7: Etest-Versuch mit E. faecalis in
héchster Verdiinnung mit Inhibitionszone
(Hemmbhof-Ellipse)
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Abbildung 8: Nahaufnahme der
Inhibitionszone (Hemmhof-Ellipse)



3.4 Rinderzahnextraktion und -aufbereitung

Fir den anschlieBenden Versuch wurde ein Dentin-Biofilm aus dem jeweiligen
Bakterium bendtigt. Um eine mdéglichst groRe Dentinflache zur Verfigung zu haben,
wurden Rinderfrontzahne verwendet, sodass eine dementsprechend grofe
Biofilmflache angezichtet werden konnte. Es wurden in diesem Versuch zwei
Frontzdhne verwendet. Diese wurden aus einem Rinderunterkiefer extrahiert und
dem Querschnitt nach mithilfe einer Diamantsdge in 2 mm dicke Scheiben
zugeschnitten. Abbildung 9 zeigt das Sagen der extrahierten Rinderzahne, Abbildung
10 zeigt einen solchen Rinderzahn und Abbildung 11 zeigt ein gesagtes

Dentinscheibchen.

Abbildung 9: Ségen der extrahierten Rinderzédhne
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Abbildung 11: Geségtes Scheibchen
Abbildung 10: Extrahierter Rinderfrontzahn des extrahierten Rinderfrontzahns

Zur Keimreduktion der Dentinplattchen wurde zunachst mechanisch der Pulpaanteil
entfernt. Die chemische Aufbereitung erfolgte mit Natriumhypochlorit und EDTA. Die
Dentinplattchen wurden fur 15 min in 3%-iges Natriumhypochlorit (HISTOLITH
NaOCl 3%, lege artis Pharma GmbH, Dettenhausen, Deutschland) eingelegt, wobei
die antimikrobielle und gewebsauflosende Wirkung des Natriumhypochlorits genutzt
wurde. Anschlie3end wurden sie fur 5 min in 17%-iges EDTA (hauseigene Apotheke,
LMU Klinikum) eingelegt, um anorganische Verunreinigungen zu losen und den
smear layer zu entfernen. AbschlieBend wurden die Dentinplattchen autoklaviert
(Varioklav  Dampfsterilisator, Schembera, = Muinchen, Deutschland). Diese
Vorgehensweise sollte im Vorfeld des Hauptversuches moglichst eine Sterilitat des
Dentins gewabhrleisten.
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3.5 Biofilmanzucht

Nach Aufbereitung der Dentinplatichen wurde ein Biofilm der jeweiligen Bakterien
angezuchtet. Dafur wurden im Vorfeld funf Platten der beiden Bakterienarten frisch

uberimpft, da eine grofiere Menge Bakterien benotigt wurde.

3.51 Enterococcus faecalis-Biofilmanzucht

Das in diesem Versuch verwendete Modell soll moglichst genau die Konditionen im
menschlichen Wurzelkanal simulieren. Daher wurde zur Biofilmanzucht das von
Wong und Mitarbeiter im Jahr 2007 beschriebene Medium Basal Medium Mucin
(BMM) hergestellt und verwendet. BMM simuliert orales Fluid, enthalt
Speichelproteine und Aminosauren und eignet sich speziell fur die Anzucht des
bendtigten Dentinbiofilms. Die genaue Zusammensetzung des Mediums ist dem

Verzeichnis unter Stichpunkt 9 zu entnehmen. (Wong und Sissons 2007).

Abbildung 12 zeigt den nachfolgend beschriebenen Versuchsaufbau. In eine 6-Well-
Platte wurde in zwei der Wells ein gereinigter und desinfizierter Stander fur die
Dentinplattchen hineingelegt. Diese selbst hergestellten Stander wurden benutzt, um
moglichst viel Dentinoberflache fur das Biofiimwachstum zuganglich zu machen. In
die Reihen des Standers wurden pro Well sechs Dentinplatichen gestellt. Es wurde
darauf geachtet, dass die zusammengehdrigen Dentinplattchen in einem Well
annahernd die gleiche GroRe haben, sodass die zu bewachsende Flache etwa gleich
ist. Jedes Well wurde mit BMM befullt, bis alle Dentinplattchen mit Medium bedeckt
waren und die Menge wurde auf dem Deckel notiert. Es wurden zwei Reagiergefalie
mit 300 yl sterilem Wasser befllt. Mit Impfésen wurde eine grol3e Menge Bakterien
von jeder der im Vorfeld uberimpften Platten entnommen und im Reagiergefal® mit
dem Wasser vermengt und gevortext. Es wurde darauf geachtet, dass in etwa
dieselbe Menge Bakterien gleichmalig von allen Platten beiden Reagiergefallen
zugesetzt wurde. Die Bakteriensuspensionen wurden jeweils in die beiden Wells
hineinpipettiert und vorsichtig mit der Pipette vermischt. Die Well-Platte wurde bei
37°C im Shaker bei 25 rpm inkubiert.
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Abbildung 12: Biofilmanzucht auf Dentinplattchen in BMM-N&hrmedium

Die Wachstumszeit fir den Biofilm war flinf Tage. Nachdem E. faecalis relativ aktiv
ist und schnell metabolisiert, wurde taglich das Medium gewechselt und frisches
BMM hinzugegeben. Daflr wurde die Halfte des Mediums aus jedem Well pipettiert
und die gleiche Menge frisch hinzugegeben. Am dritten Tag wurden frische Bakterien
hinzugeflgt. Dazu wurden zwei Reagiergefalle mit jeweils 300 pl sterilem Wasser
geflllt und jedem der Reagiergefalle von zwei verschiedenen Platten E. faecalis mit
einer Impfése beigegeben. Dies wurde gevortext und den beiden Wells hinzugefugt.
Es muss darauf geachtet werden, dass rechtzeitig, unter Beachtung der
Wachstumszeit von 24 Stunden, frische E. faecalis-Platten Gberimpft werden.

Dieser Biofilm wurde fir den nachfolgend beschriebenen Kontaktversuch hergestellt,
sodass die Anzahl der Wiederholungen sich an der Versuchsanzahl des
Kontaktversuchs orientiert. Dementsprechend muss der Biofim jedes Mal
voneinander unabhangig, in separaten Wells flir den jeweiligen Versuch,

angezuchtet werden.

352 Parvimonas micra-Biofilmanzucht

Die grundlegende Anzucht des P. micra-Biofilms gleicht der beschriebenen E.
faecalis-Anzucht, allerdings mussen einige essentielle Unterschiede beachtet
werden. Als Anaerobier muss die Biofilmanzucht des P. micra im sauerstofffreien

Milieu erfolgen. Demnach wurde die praparierte 6-Well-Platte fir die gesamte
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Biofilmanzucht im Containersystem von BD gelagert, in dem mithilfe der EZ GazPaks
ein anaerobes Milieu erzeugt wurde. Dies musste bei jedem Offnen von Neuem
gewahrleistet werden. Fur den im Vergleich zu E. faecalis etwas langsamer
metabolisierenden P. micra reichte es aus, lediglich einmal das Medium zu wechseln
und im Zuge dessen frische Bakterien hinzuzugeben. Dies erfolgte ebenfalls am
dritten Tag der Anzucht. Auch hierfur ist es wesentlich, die langere Wachstumszeit
des P. micra von funf Tagen zu beachten, um rechtzeitig eine ausreichende
Bakterienmenge fur alle Schritte des Versuchs Uberimpft zu haben. Im Vorfeld des
Versuchs wurde das BMM vorreduziert, um im Medium selbst die Sauerstoffmenge
moglichst gering zu halten. Dazu wurde das Behaltnis mit BMM in einen passenden
Container gestellt und leicht geoffnet mit einem EZ GazPak gelagert.
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3.6 Zementprobenherstellung

Fir den Kontaktversuch zwischen Dentinbiofilm und gentamicinversetztem MTA
wurden Zementproben wie fur den unter Abschnitt 3.1.1 beschriebenen
Freisetzungsversuch hergestellt. Es wurden Zementproben mit Konzentrationen 0
pg/ml; 500 pg/ml und 1000 pg/ml hergestellt. Fur jeden der Kontaktversuche,
dementsprechend fur jedes separate Well mit biofiimbewachsenen Dentinplattchen,

werden jeweils eine Probe pro Konzentration bendtigt.
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3.7 Kontaktversuch zwischen gentamicinhaltiger Zementprobe und

biofiimbewachsenen Dentinplattchen

Fur diesen Versuch wurden die mit Biofilm bewachsenen Dentinplattchen mit den
gentamicinhaltigen Zementproben in Kontakt gebracht. Dadurch sollte festgestellt
werden, ob eine Bakterienreduktion auf den Dentinplattchen erfolgte und welchen
Einfluss die Gentamicinkonzentration hat. Eine Ubersicht des Kontaktversuchs ist
Abbildung 13 zu entnehmen, Abbildung 14 zeigt eine Nahaufnahme eines Teils des

Versuchs.

Um Austrocknung zu vermeiden, wurden die Proben wahrend des Kontaktversuchs
in einer feuchten Kammer gelagert. In diesem Versuch wurden dazu separate
Zellkulturplatten (Cell Culture Dishes, PS, 60x15 mm, Lot E10100DU, Greiner Bio-
One, Frickenhausen, Deutschland) verwendet. Es wurde destilliertes Wasser
hineinpipettiert, sodass der Boden ausreichend bedeckt war. Die fur die
Biofilmanzucht beschriebenen Dentinplattchenstander wurden als Erh6hung benutzt,
um die Proben in der Zellkulturplatte in unmittelbarer Nahe des destillierten Wassers

zu lagern.

FUr jede Versuchsreihe wurde eine Zellkulturplatte als Kontrolle prapariert. Demnach
wurde die Platte mit jeweils einer Positivkontrolle, einem mit Biofilm bewachsenen
Dentinplattchen ohne Zementkontakt und einer Negativkontrolle, einer Zementprobe
ohne Gentamicinzusatz, vorbereitet. Fur die Zementproben mit Gentamicinzusatz
wurden separate Platten verwendet. Auf die Zementproben mit 500 pg/ml sowie auf
die Zementproben mit 1000 pg/ml wurden jeweils zwei mit Biofilm bewachsene
Dentinplatichen gelegt. Die Entnahme der Dentinplattchen und der Zementproben
erfolgte mit sterilen Pinzetten. Es wurden auf jedes Dentinplattchen zwei Tropfen
PBS pipettiert. Die Kontaktzeit wurde auf 24 Stunden festgelegt und fur diese Zeit in

einem geschlossenen Containersystem bei 37°C inkubiert.

FUr jede separate Versuchsreihe wurden drei Zellkulturplatten dem beschriebenen

Versuchsaufbau folgend vorbereitet. Der Versuch wurde viermal durchgefuhrt.

Der Versuchsaufbau ist fur die Versuchsreine des P. micra-Biofilms identisch, die

Inkubation fur die Dauer des Kontaktversuchs erfolgt im anaeroben Milieu.
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Abbildung 13: Ubersicht des Kontaktversuchs

Abbildung 14: Nahaufnahme des Kontaktversuchs
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3.8 Der Effekt der Zementproben auf den Biofilm

Es musste eine Methode des Nachweises gewahlt werden, um sowohl die
Auswirkung der verschiedenen Zementproben auf den Bakterienbiofilm darzustellen
als auch um die verschiedenen Gentamicinkonzentrationen zu vergleichen. Dazu
wurden nach der festgelegten Kontaktzeit die Bakterien von den Dentinplatichen
gelost und auf dem Bakterium entsprechenden Agarplatten in einer
Verdinnungsreihe ausplattiert. Somit konnten die Bakterienkolonien, die
sogenannten colony forming units (CFU) mit einer Spanne von funf log-Stufen
quantifiziert werden, die je nach Menge der verbliebenen Bakterien auf den
dementsprechenden Platten gezahlt werden konnten. Im Vergleich zu den
Kontrollversuchen konnten Keimzahlreduzierungen und daraus logarithmische

Desinfektionsstufen ausgewertet werden.

3.8.1 Verdunnungsreihe und Koloniendarstellung

Nach Ablauf der Kontaktzeit wurden die Dentinplattchen mithilfe einer sterilen
Pinzette von den Zementproben vorsichtig aufgehoben und jeweils in ein mit 500 pl

PBS gefulltes Reagiergefal® gelegt und verschlossen.

Es wurden nacheinander Verdunnungsreihen fur jedes Dentinplattchen hergestellt,
wie auf Abbildung 15 dargestellt. Das erste Reagiergefald mit Dentinplattchen wurde
fur 60 s gevortext, um die am Dentin haftenden Bakterien abzulésen und dem PBS
zuzusetzen. Aus diesem Gemisch wurden 100 pl entnommen und in ein zweites
Reagiergefald mit 900 ul PBS pipettiert. Diese Mischung wurde fur 5 s gevortext und
daraus 100 pl in ein drittes Reagiergefa® mit 900 pyl PBS pipettiert. Flur jedes
Dentinplattchen wurden diese Schritte wiederholt, um fur jede Bakterienlosung eine

Verdlinnungsreihe von vier Zehnerpotenzen herzustellen.
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Abbildung 15: Herstellung der Verdiinnungsreihe fir E. faecalis fiir n=1 und n=2

Um die Kolonien darzustellen und folglich die Menge an Bakterien zdhlen zu kdnnen,
wurden die Bakterienldsungen in allen finf Verdinnungen ausplattiert. Die Methode
der Ausplattierung dient dazu, Bakterienkolonien auf die gesamte Flache einer
Agarplatte auszubreiten, wie es bereits flir den unter Abschnitt 3.3 beschriebenen
Gentamicin-Etest durchgefiihrt wurde. Dazu wurden auf die dem Bakterium
entsprechende Agarplatte 100 pl der am meisten verdinnten Losung der
Verdlnnungsreihe pipettiert und auf dem Petrischalen-Drehtisch ausplattiert. Auf der
Drehplatte wurde mithilfe eines T-Spatels die Flussigkeit auf dem Agar gleichmaRig
verteilt. Um einen gleichmaRigen Bakterienrasen zu erzeugen, wurde die Lésung mit
dem Spatel unter leichtem Druck sowohl tber die Mitte der Agarplatte als auch bis zu
dem Rand des Agars verteilt. Die Ausplattierung wurde fir alle vier weiteren

Verduinnungen einer Reihe vorgenommen.

Alle Proben der Verdinnungsreihen der jeweiligen Dentinplattchen wurden auf diese
Weise ausplattiert. Abbildung 16 zeigt beispielhaft die ausplattierte
Verdunnungsreihe der Kontrollprobe ohne Zement im Versuch n=4 mit P. micra.
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Abbildung 16: Ausplattierte Verdiinnungsreihe der Kontrollprobe ohne Zement im
Versuch n=4 mit P. micra

In dieser Arbeit wurden zuerst alle Versuche mit E. faecalis durchgefuhrt und
abgeschlossen, von der Erstanzucht bis zur Ausplattierung. Die auf Columbia-Agar
ausplattierten Agarplatten wurden fur die festgelegte Dauer der Inkubationszeit von
24 h aerob im COy-Inkubator bei 37°C bebrutet. Das Procedere fur die Versuche mit
dem Anaerobier P. micra unterschied sich nur durch die Inkubation, da die
ausplattierten Schaedler-Agarplatten anaerob uUber eine Wachstumszeit von funf
Tagen inkubiert wurden.

3.8.2 Auswertungsmethode des Biofilmversuchs

Nach der entsprechenden Inkubationszeit des verwendeten Keims wurden die CFU
gezahlt. Dafur wurden aus jeder Verdunnungsreihe zwei eindeutig zahlbare Platten
ausgesucht, auf denen die einzelnen Bakterienkolonien gut sichtbar und voneinander
abgegrenzt waren. Um die Platten mit einer hohen Anzahl von CFU moglichst genau
zahlen zu konnen, wurde der Umfang einer Agarplatte auf ein kariertes Blatt
gezeichnet und in acht Anteile eingeteilt. Die Linien waren in direktem Licht durch
den Agar zu erkennen. So konnten die einzelnen Anteile gezahlt und im Nachhinein
addiert werden. Bei niedrigen Verdlinnungsstufen waren die Zahlen sehr hoch,

sodass nur die halbe Platte gezahlt und die Zahl verdoppelt wurde.
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Abbildung 17 Unterschied in CFU Abbildung 18: Unterschied in CFU

innerhalb einer Verdinnungsreihe innerhalb einer Verdiinnungsreihe
zwischen zwei log-Stufen mit E. faecalis  zwjschen zwei log-Stufen mit E. faecalis
— Verdinnung bei log10 — Verdiinnung bei log10™

Die Auswertungsmethode soll die Bakterienreduktion bestmoglich darstellen. Durch
die Verdunnungsreihe als Methode konnten fur jedes der Dentinplattchen die
Kolonien jeweils um den Faktor 10 dargestellt werden, um die Genauigkeit durch
zwei mittelbare Werte von zwei zahlbaren Platten zu erhdhen. Der Unterschied
zwischen Platten einer Verdunnungsreihe wird auf Abbildungen 17 und 18 gezeigt,
zwischen denen zwei log-Stufen Verdinnung liegen. Fur die Auswertung wurden die
absoluten CFU-Mengen durch Multiplikation mit den jeweiligen Verdinnungsfaktoren
errechnet und bei verschiedenen Gentamicinkonzentrationen graphisch dargestellt.
Es wurden prozentuale und logarithmische Reduktionsstufen errechnet und ebenfalls

graphisch dargestellt. Daraus konnten die Ergebnisse statistisch verglichen werden.

3.8.3 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden sowohl graphisch als auch deskriptiv dargestellt. Fur die
statistische  Auswertung wurde eine univariate Varianzanalyse (ANOVA)
durchgefuhrt. Fur diese einfaktorielle ANOVA mussen gewisse Voraussetzungen
erfullt werden, die im Zusammenhang mit der Skalierung der Variablen, der
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Unabhangigkeit der Messwerte und der Normalverteilung stehen. Je nach
Varianzhomogenitat wird der dementsprechende Post-Hoc-Test ausgewahlt. Die
statistische Auswertung wurde mithilfe des Programms SPSS (V26, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

41 Gentamicinfreisetzung aus MTA

Die Ergebnisse der Freisetzung von Gentamicin in PBS sind Abbildung 19 zu
entnehmen. Es wird jeweils die Menge an herausgeldstem Gentamicin im PBS Uber
den Versuchszeitraum von 48 Stunden der jeweiligen Zementproben dargestellt.
Dazu wurde aus den Extinktionen und den Verdunnungsfaktoren eine absolute
Menge berechnet, wie im Methodenabschnitt beschrieben. Die geringste Freisetzung
war 136,38 ng/ml nach 12 Stunden bei 100 uyg/ml Gentamicin in der Zementprobe,
die meiste Freisetzung fand mit geringer Abweichung bei allen Messungen der
Zementprobe mit 1000 pg/ml Gentamicin statt, bei einer Freisetzung von 195,31 +
2,14 ng/ml. In allen Proben wurde eine Mindestmenge von 193,32 ng/ml Gentamicin

innerhalb des Versuchszeitraums erreicht.

Freisetzung von Gentamicin in PBS uber 48 Stunden
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Abbildung 19: Absolute Menge an freigesetztem Gentamicin lber 48 Stunden im
Versuch mit PBS

Die Ergebnisse der Freisetzung von Gentamicin in Alpha MEM sind Abbildung 20 zu
entnehmen. Es wird jeweils die Menge an herausgelostem Gentamicin im MEM Uber
den Versuchszeitraum von 48 Stunden der jeweiligen Zementproben dargestellt.
Dazu wurde aus den Extinktionen und den Verdunnungsfaktoren eine absolute
Menge berechnet, wie im Methodenabschnitt beschrieben. Die geringste Freisetzung
war 12,10 ng/ml nach 12 Stunden bei 100 pg/ml Gentamicin in der Zementprobe, die
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meiste Freisetzung fand mit geringer Abweichung bei allen Messungen der
Zementprobe mit 1000 pg/ml Gentamicin statt, bei einer Freisetzung von 196,39 +
2,62 ng/ml. In allen Proben wurde eine Mindestmenge von 193,57 ng/ml Gentamicin

innerhalb des Versuchszeitraums erreicht.

Freisetzung von Gentamicin in Alpha MEM uber
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Abbildung 20: Absolute Menge an freigesetztem Gentamicin lber 48 Stunden im
Versuch mit Alpha MEM

Sowohl im Versuch mit PBS als auch mit Alpha MEM wurden ahnliche
Gentamicinkonzentrationen gemessen, allerdings unterschied sich die Freisetzung
der Zementprobe mit 100 pg/ml in der Geschwindigkeit der Freisetzung uber den
Messzeitraum, wobei die absolute Menge nach 48 Stunden vergleichbar war. In
beiden Versuchen wiesen die Zementproben mit 500 pg/ml und 1000 pg/ml innerhalb
des gesamten Versuchszeitraums hohe Freisetzungswerte auf. Diese Werte liegen
alle im Bereich von 194,57 £ 1,19 ng/ml. Um die Grenzen der Freisetzung zu
ermitteln, muss der Verdunnungsfaktor entsprechend gewahlt werden. Im unteren
Freisetzungsbereich, der in diesem Versuch gemessen wurde, wird der Messbereich

durch die Sattigung des Assays eingegrenzt.
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4.2 Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

Die Ermittlung der MIC fur beide Keime erfolgte quantitativ durch Ablesen des Werts
auf dem Etest-Streifen an der Hemmhof-Ellipse, die auf Abbildung 21 zu sehen ist.
Daflr wurden mit einer hochauflésenden Kamera Fotos gemacht, um mdglichst
genau den Wert ermitteln zu kénnen. Die MIC fir beide Keime war 0,5 ug/ml, bei 1,0

pMg/ml waren jeweils keine Einzelkolonien mehr zu sehen.
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Abbildung 21: Etest fiir Gentamicin mit Inhibitionszone
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4.3 Bakterienreduktion im Dentinbiofilm durch gentamicinhaltiges MTA

4.3.1 Auswertung der Bakterienreduktion im E. faecalis-Biofilm

Abbildung 22 zeigt die Mittelwerte aller Versuche der CFU pro Milliliter. Diese wurden
durch  Multiplikation der Zahlwerte der CFU mit den entsprechenden
Verdunnungsfaktoren errechnet. Der Verdunnungsfaktor 5 fur die unverdinnte Probe
erhohte sich um Faktor 10 fur jede Verdunnung (50 bei erster, zehnfacher
Verdinnung, 500 bei zweiter Verdinnung, 5000 bei dritter Verdunnung, 50000 bei

vierter Verdunnung).

Mittelwerte der Colony Forming Units - E. faecalis
2,50E+07
2,11E+07
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Abbildung 22: Mittelwert der Colony Forming Units pro Milliliter aller
Bakterienreduktionsversuche mit E. faecalis

Abbildung 23 zeigt die CFU pro Milliliter in logarithmischer Darstellung. Es wurde
eine signifikante Bakterienreduktion von 3 log-Stufen sowohl im Vergleich zwischen
der Negativkontrolle und der Probe mit 500 pg/ml Gentamicin (SD + 0,5) als auch im
Vergleich der Negativkontrolle zur Probe mit 1000 pg/ml Gentamicin (SD + 0,6)
nachgewiesen (p < 0,0001).
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Bakterienreduktion durch gentamicinhaltiges MTA im E. faecalis-Biofilm
- logarithmische Darstellung
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Abbildung 23: Logarithmische Darstellung der Bakterienreduktion im E. faecalis-
Biofilm durch Probenkdérper mit verschiedenen Gentamicinkonzentrationen

Die prozentuale Bakterienreduktion wird in Tabelle 1 prasentiert.

Prozentuale Bakterienreduktion
MW * SD (%, n=4)

Negativkontrolle > c (0) 47,16 £ 20,84

Negativkontrolle > ¢ (500) 99,83+ 0,15

Negativkontrolle > ¢ (1000) 99,79+ 0,16

Tabelle 1: Mittelwerte mit Standardabweichung der prozentualen Bakterienreduktion
im Versuch mit E. faecalis

4.3.2 Auswertung der Bakterienreduktion im P. micra-Biofilm

Die Vorgehensweisen fur alle Versuche mit P. micra waren den Versuchen mit E.

faecalis entsprechend.

Abbildung 24 zeigt die Mittelwerte aller Versuche der CFU pro Milliliter. Diese wurden
durch  Multiplikation der Zahlwerte der CFU mit den entsprechenden
Verdunnungsfaktoren errechnet. Der Verdunnungsfaktor 5 fur die unverdunnte Probe
erhohte sich um Faktor 10 fur jede Verdunnung (50 bei erster, zehnfacher
Verdinnung, 500 bei zweiter Verdinnung, 5000 bei dritter Verdiunnung, 50000 bei

vierter Verdunnung).
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Mittelwerte der Colony Forming Units - P. micra
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Abbildung 24: Mittelwert der Colony Forming Units pro Milliliter aller
Bakterienreduktionsversuche mit P. micra

Abbildung 25 zeigt die CFU pro Milliliter in logarithmischer Darstellung. Es wurde
eine signifikante Bakterienreduktion von 1,3 £ 0,7 log-Stufen im Vergleich zwischen
der Negativkontrolle und der Probe mit 500 pg/ml Gentamicin (p = 0,010) sowie eine
signifikante Bakterienreduktion von 2 * 0,6 log-Stufen im Vergleich der
Negativkontrolle zur Probe mit 1000 pg/ml Gentamicin nachgewiesen (p < 0,0001).
Die Bakterienmenge auf der Ausgangsprobe, der Negativkontrolle, war im Versuch

mit P. micra kleiner als im Versuch mit E. faecalis.
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Abbildung 25: Logarithmische Darstellung der Bakterienreduktion im P. micra-Biofilm
durch Probenkérper mit verschiedenen Gentamicinkonzentrationen

Die prozentuale Bakterienreduktion wird in Tabelle 2 prasentiert.

Prozentuale Bakterienreduktion
MW * SD (%, n=5)

Neg > [0] 69,11 £ 21,90
Neg > [500] 87,83 + 10,39
Neg > [1000] 96,56 + 4,86

Tabelle 2: Mittelwerte mit Standardabweichung der prozentualen Bakterienreduktion
im Versuch mit P. micra
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5 Diskussion

Ziel dieser Studie war es, eine Keimreduktion durch mit Gentamicin versetztes
Medcem MTA nachzuweisen. Dadurch musste die Konzentration von Gentamicin
ermittelt werden, bei der Bakterienwachstum gehemmt beziehungsweise Keime
eliminiert werden sowie eine Freisetzung des Gentamicins aus der MTA-Probe

nachgewiesen werden konnte.

Der erste Teil der Versuche sollte eine Freisetzung des Gentamicins aus MTA-
Proben nachweisen. Innerhalb des Versuchszeitraums von 48 Stunden konnte eine
deutliche Gentamicinfreisetzung ermittelt werden, wobei bereits innerhalb der ersten
24 Stunden ein sehr hoher Freisetzungswert gemessen wurde. Das
Versuchsspektrum des ELISA-Assays wurde gewahlt, um die anfangliche
Freisetzung zu quantifizieren, daher die Sattigung des Assays in hohen
Freisetzungsbereichen bei 48 Stunden. Auch in Studien zu Gentamicinfreisetzung
aus Knochenzementen wurde dieser friUhe Freisetzungszeitraum bestatigt (Dunne,
Hill et al. 2008). Die per Gentamicin-Etest ermittelten Konzentrationen ergaben eine
Hemmbhof-Ellipse bei 0,5 pg/ml, bei 1,0 uyg/ml wurden alle Einzelkolonien komplett
entfernt. Demzufolge wurden Konzentrationen fur die Zementproben im
Freisetzungsversuch gewabhlt, bei denen bei lokaler Wirkung sichere Keimelimination
erfolgt. Fur die antimikrobielle Wirkung des Gentamicins auf bakteriellen Biofilm

muss eine gewisse Menge im Kontaktversuch freigesetzt werden.

Im Kontaktversuch konnte signifikante Keimreduktion erwiesen werden. Im Versuch
mit E. faecalis wurden hohere Keimreduktionsstufen erreicht als im Versuch mit P.
micra. Allerdings war die Ausgangsmenge der Bakterien im Versuch mit E. faecalis
hoher als bei P. micra, wodurch die Keimreduktion effektiver war, die absolute finale
Bakterienmenge jedoch ahnlich. Auch die Kontrollgruppe von MTA ohne Gentamicin
hatte eine antibakterielle Wirkung, wie bereits von Singh und Mitarbeiter erforscht
(Singh, Gupta et al. 2016). Die keimreduzierende Wirkung der Kontroligruppe von
MTA ohne Gentamicin (c (0)) war hoher fur P. micra als fur E. faecalis. Dies
unterstutzt die Annahme, dass P. micra empfindlicher ist und unter anderem durch
desinfizierende MalRnahmen malgeblich vermindert werden kann (Spratt, Pratten et
al. 2001). Auch wird dies durch niedrige Pravalenz in sekundaren Infektionen
verglichen mit pradominanter Pravalenz in primarer Infektion unterstutzt (Gomes,

Pinheiro et al. 2004). Demgegenuber steht E. faecalis in pradominanter Pravalenz
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bei sekundarer, persistierender Infektion und geringer Pravalenz in primarer Infektion
(Gomes, Pinheiro et al. 2004, Gajan, Aghazadeh et al. 2009), wodurch die
Assoziation mit Misserfolg verdeutlicht wird. Somit ist das Ergebnis der
Keimreduktion von E. faecalis um drei log-Stufen besonders vielversprechend,
wahrend die Keimreduktion um zwei log-Stufen mit theoretischer vorangegangener
Instrumentierung und Aufbereitung sich fur P. micra als sehr effektiv erweisen durfte.
In dieser Studie wird die Grundlagenforschung zur Keimreduktion durch lokal
appliziertes Gentamicin behandelt, diese Ergebnisse mussen jedoch im Kontext der
endodontischen Behandlung angesehen werden. Keine einzelne desinfizierende
Malnahme ist in der Wurzelkanalbehandlung ausreichend und das hohere Ziel soll

sein, die endodontische Behandlung zu verbessern.

In dieser Studie wurde die MIC auf einer Agarplatte und nicht als Biofilm ermittelt. Es
wurde erforscht, dass die Permeabilitat von manchen Aminoglykosiden in Biofilmen,
unter anderem Gentamicin, im Vergleich zu anderen Antibiotika reduziert war
(Shigeta, Tanaka et al. 1997) und dass die MIC von Gentamicin fur Anaerobier
signifikant hoher war als von anderen Antibiotika (Tack und Sabath 1985).
Moglicherweise konnten prazisere Konzentrationen ermittelt werden, wenn der
Versuch mit E. faecalis und P. micra als Biofilm durchgefuhrt werden wiurde.
Nichtsdestotrotz war die fur diese Studie gewahlte Methode effektiv, wie die positiven
Ergebnisse der Keimelimination darlegen. Ein weiterer zu diskutierender Punkt ist
das Alter des Biofilms, da bereits nach drei Wochen Biofilme resistenter gegen die
gleichen antimikrobiellen Mittel waren als nach einer Woche (Stojicic, Shen et al.
2013). Andererseits, auf ein Wurzelkanalsystem Ubertragen, wirde dem Einbringen
einer medizinisch wirksamen Substanz eine aufwendige chemomechanische
Aufbereitung vorangehen, wodurch bereits ein erheblicher Teil des Biofilms eliminiert

werden sollte.

Generell ist es sinnvoll, die Anzahl der Versuche maoglichst zu maximieren. So hatte
die statistische Relevanz durch vermehrte Kontaktversuche verbessert werden
konnen. Auch kann bedacht werden, dass die Resultate des Kontaktversuchs durch
Zahlen der ausplattierten CFU stattgefunden hat. Zwar wurde aus diesem Grund
eine Verdunnungsreihe angefertigt, sodass eine Bakterienkonzentration entstand, bei
der die Zahlung moglich war. Zudem wurden fir die Proben mit
Gentamicinkonzentrationen von 500 pg/ml und 1000 pg/ml  jeweils zwei
Dentinplattchen verwendet, sodass ein Mittelwert aus letztlich acht Versuchsreihen
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fur E. faecalis und zehn fur P. micra errechnet werden konnte, um das Ergebnis
weiter zu prazisieren. Trotzdem kann diese Methode bei hohen CFU-Zahlen
fehleranfallig sein. Die Erhohung der Versuchsanzahl konnte auch in diesem Fall die
Fehleranfalligkeit ausgleichen. Auch im Freisetzungsversuch ware dies eine
Maoglichkeit, um die Gentamicinmenge aus dem MTA praziser zu quantifizieren.
Allerdings ist das qualitative Ergebnis praktisch ausreichend, da die nachgewiesene
Freisetzung in Kombination mit den Ergebnissen des Kontaktversuchs eine

signifikante Keimelimination von drei log-Stufen aufweist.

Als generelle Kritik an eine in vitro-Studie sei festzustellen, dass nicht alle
Bedingungen simuliert werden koénnen. Zwar wurden alle MTA-Proben in allen
Versuchsabschnitten bei 100% Luftfeuchtigkeit gelagert, jedoch konnten nicht alle
Konditionen vor, wahrend und nach einer endodontischen Behandlung reproduziert
werden. Weiterhin simuliert das Biofiim-Modell mit Dentinplattchen nicht die
komplexe Anatomie des Wurzelkanalsystems, wie auch andere Biofilm-Modelle
diese Limitation aufweisen (Spratt, Pratten et al. 2001). Spratt und Mitarbeiter
bemerken jedoch, dass Forschung mit extrahierten Zahnen nicht die eigentliche
Effektivitat des Desinfektionsmittels ermittelt, da im Wurzelkanal nicht alle Flachen zu
erreichen sind (Spratt, Pratten et al. 2001). Dies steht im Kontrast zum eigentlichen
Ziel der endodontischen Desinfektion. Daflur wird ein akkurateres in vitro-Modell mit
infizierten extrahierten Zahnen genutzt (Ozdemir, Buzoglu et al. 2010, Soares,
Roque de Carvalho et al. 2010), in dem die Schwierigkeit des Zugangs zum
Kanalsystem das Ergebnis beeinflusst. Dennoch ergab die hier verwendete Methode
die Grundlage fur weitere Forschung, sodass zunachst weitere Parameter in vitro
gemessen werden sollten, bevor aufwendige in vivo-Methoden entworfen werden.
Dazu kann auch die weitere Forschung klaren, ob die erheblich geringeren Mengen
des MTA in vivo im Wourzelkanal eine hohere Konzentration von Gentamicin
erforderlich macht oder ob die Keimzahl in Relation ahnliche Dimensionen aufweist

und somit die tatsachliche Menge an Gentamicin ausreichend ware.

Das Konzept, MTA fur endodontische Nutzung mit einem antibakteriellen Zusatz zu

versehen, wurde bereits mit CHX erforscht (Stowe, Sedgley et al. 2004). Die Wahl

von Gentamicin als Zusatz entstand aus der bereits etablierten Nutzung in

Knochenzementen (Gutowski, Zmistowski et al. 2014). In diesem Bereich der

Forschung existieren bereits Studien zur Veranderung der Eigenschaften des

Zements, wie beispielsweise der Langzeitstabilitat oder des Abbindeverhaltens
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(Samara, Moriarty et al. 2017). Ferner wurde geforscht, ob durch weitere Zusatze im
Knochenzement die Freisetzung von Gentamicin verbessert werden kann, ohne die
Eigenschaften erheblich zu verandern (Frutos, Pastor et al. 2010, Letchmanan, Shen
et al. 2017). In der Mischung von MTA mit CHX wurde beobachtet, dass die
Abbindezeit von MTA sich verkirzte, ohne dass dies ein Forschungsparameter der
Studie war (Stowe, Sedgley et al. 2004). Da diese Studie die erste ist, in der MTA mit
Gentamicin versetzt wird, besteht die Grundlagenforschung zu mechanischen,
chemischen und physikalischen Eigenschaften dieser Kombination noch nicht.
Vermutlich sind die Prioritaten und Anforderungen an orthopadisch genutzten
Zement anders als bei endodontisch genutztem Zement, da mechanische
Eigenschaften wie Druckfestigkeit oder Flexibilitat in einem Zement zum
Gelenkersatz essentiell sind, auch fur die Langzeitprognose (Dunne, Hill et al. 2008,
Letchmanan, Shen et al. 2017), wahrend fur diese Studie relevant ware, wie
Dichtigkeit, Porositat, Abbindeverhalten, Biokompatibilitat und andere mechanische
und physische Eigenschaften beeinflusst werden. Auch unterscheiden sich gangige
Knochenzemente von MTA, die zumeist auf Acrylatbasis sind und durch die
Temperatur der initialen exothermen Abbindereaktion eine Verschlechterung der
Stabilitat von Gentamicin erwiesen wurde, was bei Korpertemperatur aber nicht der
Fall war (Samara, Moriarty et al. 2017). Zu MTA existiert eine Studie, in der pH-Wert
und Anmischflussigkeit variiert wurden (Watts, Holt et al. 2007), allerdings ist auch
dies nicht ausreichend relevant fur diese Studie. Daher gilt es, diese Eigenschaften

speziell fur die Kombination in Hinblick auf endodontische Nutzung zu erforschen.

Weiterhin ist die lokale Applikation von Antibiotika im Wurzelkanal Uber langere Zeit,
also als medikamentose Einlage, bereits erforscht und bewahrt (Ehrmann, Messer et
al. 2003). Der Versuch, durch eine antibiotische medikamentose Einlage die
Bakterienzahl zu reduzieren, zeigte keinen bedeutsamen Vorteil gegenuber
bewahrter medikamentoser Einlagen (Molander, Reit ef al. 1990). Systemische
Antibiose hingegen wird bei postoperativem Flare-up, bei symptomatischer
irreversibler Pulpitis oder bei symptomatischer apikaler Parodontitis verabreicht
(Skucaite, Peciuliene et al. 2010, Germack, Sedgley et al. 2017). Haufig
verschriebene Antibiotika zeigten in vitro generell Effektivitat gegen Ublicherweise
isolierte Keime aus symptomatischen apikalen Infektionen (Skucaite, Peciuliene et al.
2010). Auch wurde im Bereich der Aufnahme von gewissen Antibiotika in Serum,

Knochen und Pulpengewebe geforscht und Anreicherung in oralen Geweben
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gefunden, jedoch waren diese Konzentrationen mafig (Akimoto, Komiya et al. 1986).
Allerdings sind dies keine Argumente fur die vielfache Gabe von Antibiotika, da die
Wirksamkeit kaum durch evidente Studien belegt ist, wie eine aktuelle Metaanalyse
feststellt (Cope, Francis et al. 2018). Auch fehlt Zahnarzten oft das Wissen zur streng
regulierten  endodontischen Indikation fur Antibiose, wodurch es zur
unverhaltnismalig haufigen Gabe aus zumeist falschen Grunden fuhrt (Germack,
Sedgley et al. 2017, Al Masan, Dummer et al. 2018). Auch vergleichende Studien
zeigen Unterschiede, da bei Studenten das Bewusstsein fur Resistenzen hoher war
als bei niedergelassenen Zahnarzten (Al Masan, Dummer et al. 2018). Ebenfalls
kommen Studien zum Vergleich der Lehre auf internationaler Ebene vor (Qualtrough,
Whitworth et al. 1999). Es versteht sich, dass das vermehrte Aufkommen von
Resistenzen von Bakterien gegen Antibiotika abgesehen von der Ineffektivitat in
zahlreichen Bereichen der Medizin eine grof3e Rolle spielt (Read und Woods 2014).
Systemische Antibiose hat einen Effekt auf das gesamte humane Mikrobiom, nicht
nur, wenn Uberhaupt, auf endodontisch vorkommende Bakterien, wobei auch diese
Resistenzen gegen Antibiotika vorweisen (Skucaite, Peciuliene et al. 2010). Daher

gilt es, moglichst effektiv Keime zu eliminieren, ohne Resistenzen zu verstarken.

Bei Fallen mit primarem therapeutischen Misserfolg besteht Behandlungsbedarf.
Mogliche endodontische Sekundarbehandlungen wurden im Laufe dieser Studie
erlautert. In der Forschung wird des Weiteren diskutiert, ob und in welchen Fallen die
Extraktion des Zahnes und Ersatz durch Implantate indiziert ist (Sim, Lim et al. 2016,
Torabinejad und White 2016). Es existieren Studien, in denen die Erfolgs- und
Uberlebensrate endodontisch behandelter Zahne und Implantate verglichen werden,
sowie Grunde fur verschiedene Komplikationen erlautert werden. Chercoles-Ruiz
und Mitarbeiter diskutieren dies in ihrem Review, stellen jedoch fest, dass die
vergleichende Forschung noch sparlich ist (Chercoles-Ruiz, Sanchez-Torres et al.

2017). Die Entscheidung liegt im Ermessen des Behandlers.

Wie bereits im Laufe dieser Forschungsarbeit ausgefuhrt, ist die Keimpersistenz der
Hauptgrund fur endodontische Misserfolge (Moller, Fabricius et al. 2004). Die hohe
Pravalenz und Bedeutsamkeit von E. faecalis und P. micra (Sundqvist, Figdor et al.
1998, Gomes, Pinheiro et al. 2004) fuhrten zu deren Wahl fur diese Studie. Die
Wirksamkeit gegen den resistenten, mit Misserfolg assoziierten E. faecalis (Rocas,
Siqueira et al. 2004) ist besonders erfreulich, wobei nachfolgende Studien zu
weiteren in apikaler Infektion vorherrschenden Bakterien interessant waren.
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Im Laufe dieser Forschungsarbeit wurden vielerlei Moglichkeiten dargestellt, wie im
Verlauf  einer endodontischen  Behandlung ein  moglichst  keimfreies
Wurzelkanalsystem erlangt werden kann. Ebenfalls wurde dargestellt, wie variabel
das Verstandnis, das Interesse an und die Durchfuhrung der endodontischen
Behandlung sein kann. Andererseits wird auch prazise Forschung zur
Keimelimination auf verschiedene Weisen betrieben, wie die Optimierung der
Spulung (Ozdemir, Buzoglu et al. 2010) oder Optimierung des provisorischen
Verschlusses zwischen Behandlungen (Deveaux, Hildelbert et al. 1999), um nur
wenige Beispiele zu wiederholen. Keimarmut sollte das primare Ziel in allen
Abschnitten der Behandlung sein. Diese Studie hat erwiesen, dass lokal appliziertes
Gentamicin in MTA effektiv gegen zwei dominante, pravalente endodontische Keime
ist und somit die Hypothese unterstitzt wird. Es wurde nachgewiesen, dass
Gentamicin aus der MTA-Probe freigesetzt wurde. Somit konnte ebenfalls
nachgewiesen werden, dass eine signifikante Keimelimination im Biofilm bewirkt
wurde. Die lokale Wirksamkeit und die fruhe, zeitlich begrenzte Freisetzung spricht
fur Effektivitat, ohne systemische Folgen zu haben, wobei auch diese in
Langzeitstudien erforscht werden konnen. Zukunftig betrachtet stellt sich die Frage,
in welcher Form mit Gentamicin versetztes Medcem MTA genutzt werden soll. Es ist
zu erforschen, ob ein angemessener technischer Standard in Kombination mit
gentamicinhaltigem Sealer den Erfolg einer endodontischen Behandlung so
wesentlich verbessern wurde, dass eine standardmaflige Nutzung zu rechtfertigen
ist, oder ob ein solches Produkt einer strengen Indikation, beispielsweise als Sealer

bei Revisionsbehandlungen, unterliegen sollte.
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6 Zusammenfassung

Bakterielle Persistenz ist die Ursache von apikaler Parodontitis, die maf3geblich an
misslungener endodontischer Behandlung beteiligt ist. Mikrobiologische Forschung
hat ergeben, dass Parvimonas micra in primaren Infektionen hohe Pravalenzen
aufweist und Enterococcus faecalis in Fallen mit primdrem Misserfolg und
Reinfektion vorherrscht. Ohne die Anwesenheit von Bakterien kommt es nicht zur
apikalen Parodontitis. Demnach sollte die Reduktion der Keime den Erfolg der
Therapie deutlich verbessern.

Medizinische Zemente, wie sie in modifizierter Form auch in der endodontischen
Therapie genutzt werden, werden gebrauchlich in der Orthopadie als
Knochenzement mit Antibiotikum versetzt, unter anderem mit Gentamicin. Sollten
also modifizierte Zemente mit lokal wirksamen Antibiotika versetzt werden kdnnen,
besteht die Annahme, dass die lokale Wirkung essentiell zur Bakterienreduktion
beitragen kann und somit die Wurzelkanalbehandlung, vor allem bei sekundarer

Therapie und reinfizierten Fallen, verbessert werden kann.

Dazu wurde in dieser Studie zunachst ermittelt, ob Gentamicin aus Medcem MTA,
einem modifizierten silikatbasierten MTA, freigesetzt wird. Dazu wurden MTA-
Zementproben mit Gentamicin in den Konzentrationen 0 pg/ml, 100 pg/ml, 250
pg/ml, 500 pg/ml und 1000 pg/ml hergestellt. Der Versuch wurde jeweils mit PBS und
mit Alpha MEM als Medium durchgefuhrt, in dem die Proben nach Aushartung in
einer 6-Well-Platte jeweils fur 48 Stunden gelagert wurden. In festgelegten
Zeitabstanden von 12 h, 24 h, 36 h und 48 h wurden aus dem Medium Proben
entnommen, um die Menge an herausgelostem Gentamicin zu messen. Die
Freisetzung wurde mittels ELISA nachgewiesen, einem kompetitiven Immunoassay,
bei dem ein markiertes Antigen mit dem zu messenden Gentamicin konkurriert.
Parallel dazu wurde mittels Gentamicin-E-Test die Wirksamkeit und Konzentration
des Gentamicins ermittelt, bei der E. faecalis und P. micra Wachstumsinhibition
zeigten und woraus sich dementsprechend die Konzentration fur die Durchfihrung
des Freisetzungsversuchs ergab. Fur die Durchfuhrung eines E-Tests wird eine
verdunnte Losung des zu messenden Keims hergestellt und ein gleichmaRiger
Bakterienrasen auf der dem Keim entsprechenden Agarplatte ausplattiert. Darauf
wird mittig ein E-Test-Streifen gelegt, dessen Oberflache aufsteigende

Konzentrationen des Antibiotikums enthalt. Bei der entsprechenden Konzentration,
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bei der keine Einzelkolonien mehr zu sehen sind, ist die sogenannte Hemmhof-
Ellipse. Diese entspricht der Minimum Inhibitory Concentration (MIC) des jeweiligen
Keims, die fur sowohl E. faecalis als auch P. micra bei 0,5 pg/ml war. Bei 1,0 pg/ml

waren keine Einzelkolonien mehr zu sehen.

Es wurde anfangs eine sehr hohe Konzentration gewahlt, um zunachst die
Freisetzung zu messen. Diese Konzentration sollte bei lokaler Wirkung die
groRtmogliche Keimeliminierung bewirken und mit geringeren Mengen verglichen
werden. Es konnte nachgewiesen werden, dass alle Probenkorper Gentamicin in
effektiven Mengen freisetzten. Im Versuch mit PBS wurde in allen Proben eine

Mindestmenge von 193,32 ng/ml erreicht, im Versuch mit Alpha MEM 193,57 ng/ml.

Im darauffolgenden Kontaktversuch wurden Medcem MTA-Zementproben mit
verschiedenen Konzentrationen von Gentamicin versetzt und mit Dentinplattchen in
Kontakt gebracht, auf denen E. faecalis- und P. micra-Biofilme angezuchtet wurden.
Die Dentinplattchen wurden aus extrahierten Rinderzahnen gesagt und aufbereitet.
In allen Versuchen wurden Enterococcus faecalis ATCC 29212 und Parvimonas
micra ATCC 33270 verwendet. Die Biofilme wurden zuvor funf Tage lang unter den
jeweiligen bakterienspezifischen Bedingungen auf Columbia-Agarplatten fur E.
faecalis und Schaedler-Agarplatten fur P. micra angezichtet. Es wurden
Gentamicinkonzentrationen von 0 pg/ml, 500 pg/ml und 1000 pg/ml gewahlt, sowie
einer Negativkontrolle im Sinne eines Dentinplattchens ohne Kontakt zu
Zementproben. Nach einem Kontaktzeitraum von 24 Stunden wurde die Anzahl an
verbliebenen Bakterien ermittelt und mit zwei Kontrollgruppen verglichen, einer
Zementprobe ohne Gentamicin und einem Dentinplattchen ohne Kontakt zur
Zementprobe. Es wurden mindestens vier unabhangige Kontaktversuche fur jeden
Keim durchgefuhrt Zur Quantifizierung wurden die Dentinplattchen gevortext und
eine Verdunnungsreihe hergestellt, um die Anzahl verbliebener Bakterien durch
Zahlen der colony forming units (CFU) 2zu ermitteln. Somit konnte die
Bakterienreduktion gemessen werden und ergab signifikante Ergebnisse. Fur die
Auswertung wurden die absoluten CFU-Mengen durch Multiplikation mit den
entsprechenden Verdinnungsfaktoren errechnet und graphisch dargestellt. Daraus
wurden die Reduktionsstufen zwischen den Negativkontrollen und den
gentamicinversetzten Zementproben prozentual und logarithmisch errechnet und
dargestellt. Fur die statistische Auswertung wurde eine ANOVA durchgefuhrt mit dem
entsprechenden Post-Hoc-Test. Die Bakterienreduktion im E. faecalis-Biofilm betrug
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drei logso-Stufen im Vergleich sowohl zwischen Negativkontrolle und 500 pg/ml
Gentamicin in der Zementprobe als auch zwischen Negativkontrolle und 1000 ug/ml
Gentamicin in der Zementprobe (p < 0,0001). Bei P. micra betrug die
Bakterienreduktion im Vergleich zwischen Negativkontrolle und 500 pg/ml
Gentamicin in der Zementprobe eine logi-Stufe (p = 0,010) und im Vergleich
zwischen Negativkontrolle und 1000 pg/ml Gentamicin in der Zementprobe zwei
log1o-Stufen (p < 0,0001). Dies entspricht einer Desinfektion von 99,9% fur E.
faecalis und 99% fur P. micra.

Die Wirksamkeit dieses in vitro-Versuchsaufbaus konnte somit erwiesen werden.
Sowohl die Freisetzung des Gentamicins aus den Zementproben konnte erwiesen
werden, als auch die Wirksamkeit des Kontaktversuchs mit den entsprechenden
Konzentrationen des Gentamicins. Weitere Forschung zu mdglichen Veranderungen
der Materialeigenschaften des mit Gentamicin versetzten Medcem MTA st
notwendig sowie das Stellen einer Indikation fur ein mogliches Praparat aus dieser

Kombination fur die endodontische Behandlung.
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10 Verzeichnis der verwendeten Materialien und Rezepte

Anzucht von Enterococcus faecalis
BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood (aus Gebrauchsanweisung des Herstellers)

12 g Pankreatisch abgebautes Casein
5 g Peptisch abgebautes Tiergewebe
3 g Hefeextrakt

3 g Rindfleischextrakt

1 g Maisstarke

5 g Natriumchlorid

13,5 g Agar

Defibriniertes Schafblut 5%

Stammerhaltung von Enterococcus faecalis
Brain Heart Infusion (BHI)

37 g Brain Heart Infusion
1000 ml destilliertes Wasser
10 ml Glycerin

Anzucht von Parvimonas micra

BD Schaedler Agar with Vitamin K1 and 5% Sheep Blood (aus Gebrauchsanweisung

des Herstellers)

8,2 g Pankreatisch abgebautes Casein

2,5 g Peptisch abgebautes Tiergewebe

1 g Papainisch abgebautes Sojamehl

5,8 g Glucose

5 g Hefeextrakt

1,7 g Natriumchlorid

0,8 g Dikaliumphosphat

0,4 g L-Cystin

0,01 g H&min

0,01 g Vitamin K

3 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
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13,5 g Agar
5% Schafblut, defibriniert

Stammerhaltung von Parvimonas micra
Brain Heart Infusion (BHI)

37 g Brain Heart Infusion
1000 ml destilliertes Wasser
10 ml Glycerin

Medium zur Biofilmanzucht
Basal Medium Mucin (BMM) (nach Wong et al. 2007)

2,5 g pig gastric mucin

10 g Peptone No. 3

5 g Trypticase

5 g Hefeextrakt

2,5 g Kaliumchlorid

unter Erhitzung in 1000 pl H2O gelost

Autoklavieren bei 121° C fir 15 min
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