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Referat

Referat

Die bakterielle Reinfektion und Penetration nach Wurzelkanalfiillungen ist ein groRes
Problem der Endodontie. Bisher stehen keine adaquaten in vitro-Testsysteme zur
Qualitatsbeurteilung der Wurzelkanalfillung und daflr benétigte Materialien zur Verfugung.
Das Ziel dieser Studie ist die Entwicklung eines Testsystems zur Bestimmung der
Bakterienpermeabilitdt von Wurzelkanalfillmaterialien und -methoden.

Das Testsystem besteht aus zwei voneinander getrennten Kammern. Beide Kammern
wurden mit Trypticase Soja Bouillon als Nahrmedium gefillt. Zur Kontamination wurde das
fakultativ. anaerobe Bakterium Pseudomonas aeruginosa (PA 0O1) mit einer
Anfangskonzentration von 1x10° KBE/ml in die obere Kammer gegeben. Um die
Funktionsfahigkeit des Testsystems zu prifen, wurden 38 Kkariesfreie, unrestaurierte
Frontzahne gereinigt, trepaniert, maschinell wurzelkanalbehandelt und autoklaviert. Die
Wurzelkanéle wurden mit Guttapercha, Guttapercha und AH Plus™, sowie Guttapercha und
EndoREZ® gefiillt. Die beiden Kammern wurden durch Impregum™ miteinander verbunden.
Zwischen den Kammern wurde der Zahn ebenfalls mit Impregum”™ fixiert. Die Zahnkrone
befand sich dabei in der oberen Kammer, die Wurzelspitze in der unteren Kammer. Die
Durchlassigkeitskontrollen wurden mit trepanierten und wurzelbehandelten, aber ungefiillten
Zahnen durchgefiihrt. Fir die Dichtigkeitskontrollen wurden unbehandelte Zahne verwendet.
Zur Uberprifung auf Fremdkontamination wurden Versuchskdrper mit trepanierten Zahnen
ohne Zugabe von P. aeruginosa verwendet. Die Testkorper wurden fir 48 Tage bei 37°C
inkubiert. Die Bakterienbestimmung wurde quantitativ und qualitativ durchgefuhrt.

Bei allen 38 Testkdrpern blieben nach 48 Tagen die obere und untere Testkammer
hermetisch voneinander abgeschlossen. Alle Versuchskdrper der Durchlassigkeitskontrollen
waren fir P. aeruginosa durchldssig. Fur alle Versuchskdrper der Dichtigkeitskontrollen
konnte kein Bakterienwachstum in der unteren Kammer festgestellt werden. 83% der
Guttapercha-Gruppe waren bereits nach einem Tag durchlassig flr P. aeruginosa. 67% der
Guttapercha-AH Plus™-Gruppe und 50% der Guttapercha-EndoREZ®-Gruppe waren erst
nach 48 Tagen bakteriendurchlassig.

Das im Rahmen einer Pilotstudie entwickelte Testsystem erfillt die Anforderungen zur
Bestimmung der Bakterienpermeabilitdt von Wurzelkanalfiillmaterialien und -methoden in
mikrobiologischer, hygienischer und zahnmedizinischer Hinsicht. Es eignet sich zur
Simulation der Verhaltnisse in der Mundhohle und damit zur Durchfiihrung von
Langzeitversuchen zu  Wurzelkanalfilimaterialien, -methoden und prothetischen

Versorgungen.

Bibliographische  Angaben: Pollak, Rita: Entwicklung eines Priufsystems zur
Bakteriendurchlassigkeit von Wurzelkanalfiillmaterialien. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss. ,
67 Seiten, 2010
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1 Einleitung

11 Endodontie als Teilbereich der Zahnmedizin

Die Endodontie ist ein eigenstandiger Teilbereich der Zahnheilkunde, der sich
schwerpunktmalig mit Erkrankungen der Pulpa-Dentin-Einheit und des periapikalen
Gewebes beschaftigt [Friedmann und Mor, 2004]. Dazu gehoéren akute oder chronische
Entziindungen des Zahnmarks (Blut- und Lymphgefalie, Nerven und Bindegewebe) oder des
Zahnhalteapparates (Parodontium) als Folge einer endodontischen Erkrankung [European
Society of Endodontology, 2006].

In den letzten Jahrzehnten hat dieser Bereich der Zahnmedizin eine merkliche
Weiterentwicklung erfahren. Hierfir kann das (gesteigerte Gesundheits- und
Asthetikempfinden in der heutigen Gesellschaft, die Zunahme der Bedeutung der
Prophylaxetatigkeit in der Zahnarztpraxis und die Fortschritte der Behandlungskonzepte
verantwortlich gemacht werden [Hugoson et al., 1986; Klimek et al., 1995].

Endodontische Therapiemallnahmen spielen eine zentrale Rolle beim Erhalt
extraktionsgefahrdeter Zahne [Friedmann et al., 1995]. Vergleicht man die Zahl der
wurzelkanalbehandelten Zahne und der Extraktionsrate von 1970 (alte Bundeslander) mit
den Werten von 2001, wird diese Bedeutung der Endodontie verdeutlicht. So Iasst sich ein
Ruckgang der Extraktionen von 17,186 Millionen auf 11,659 Millionen um mehr als ein Drittel
verzeichnen. Dahingegen ist die Zahl der Wurzelkanalfillungen von 3,165 Millionen auf
6,833 Millionen gestiegen und hat sich somit mehr als verdoppelt [KZBV-Jahrbuch, 2002].
Mit dem wachsenden Gesundheitsempfinden und dem Wunsch nach Erhalt der eigenen
Zahnsubstanz steigen die Anforderungen an die Materialien und Methoden der
Wurzelkanalbehandlung [American Dental Association, 1994]. Zudem spielen auch
finanzielle Aspekte eine Rolle, da der Zahnerhalt glnstiger ist als ein Zahnersatz [Igbal und
Kim; 2008].

1.2 Problematik in der Endodontie unter dem Aspekt der
chronischen apikalen Parodontitis

Trotz aller Bemuhungen kann eine absolute Freiheit von Mikroorganismen im
Wurzelkanalsystem nicht erreicht werden [Siqueira, 2001]. Eine insuffiziente
Wurzelkanalfillung oder ein ungentigender definitiver Verschluss der Zugangskavitat kann
zu einer Reinfektion des Wurzelkanalsystems sowie des apikalen Parodonts fihren [Sjégren
et al.,, 1997]. Durch die dadurch mdgliche Substratzufuhr (Mikroleakage) kénnen die im
Kanalsystem verbliebenen Bakterien Uberleben und sich vermehren. Es kommt zu einer

Parodontitis apicalis [Bystrom und Sundqvist, 1981]. Die Parodontitis apicalis ist eine
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Entziindung des Gewebes im apikalen Bereich eines Zahns. Diese kann zu einer Resorption
des apikalen Knochens (Abb. 1) sowie zur reaktiven Bildung eines Granuloms oder zu einer
Zyste fuhren [Hellwig et al., 2003]. Meist geht einer Parodontitis apicalis eine unbehandelte
entzindliche Erkrankung der Pulpa voraus. Weitere Ursachen kdnnen Traumen,
Parodontopathien oder endodontische BehandlungsmalRnahmen sein. Somit stellt die
Parodontitis apicalis eine Folge einer Pulpitis beziehungsweise einer bakteriellen Besiedlung
des Wurzelkanals dar. Da im Bereich der Wurzelspitze sauerstoffarme Verhaltnisse
vorliegen, sind bei der Parodontitis apicalis fakultativ anaerob metabolisierende

Mikroorganismen zu finden [Hellwig et al., 2003].

Abbildung 1: Rontgenaufnahme einer Parodontitis apicalis

Als Erreger der sekundaren und persistierenden Infektionen nach Wurzelkanalbehandlungen
kommen Enterococcus spp., Actinomyces spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp.,

Propionibakterien, Candida spp. und Pseudomonas aeruginosa in Frage [Siqueira, 2002].

Apikale Parodontitiden treten in unterschiedlichen Formen auf, z.B. als Parodontitis apicalis
acuta, Parodontitis apicalis chronica mit Granulom- oder Zystenbildung sowie als chronischer

oder akuter apikaler Abszess [Hellwig et al., 2003].
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1.3 Erfolgsquoten der endodontischen Therapie

Eine Wurzelkanalbehandlung ist erfolgreich, wenn vier Jahre nach Therapieabschluss keine
klinischen Symptome oder radiologischen Veranderungen festzustellen sind [Werner et al.,
2001]. Es lassen sich drei Kategorien als Basis fur die Zuordnung Erfolg/ Misserfolg
definieren.

Die erste Kategorie beschreibt die vollstdndige Heilung. Es wird von einer vollstandigen
Heilung gesprochen, wenn klinische Symptomfreiheit und ein radiologisch durchgehend
verfolgbarer Parodontalspalt in normaler Breite vorliegt.

In der zweiten Kategorie wird die unvollstandige Heilung definiert. Es besteht klinische
Symptomfreiheit mit einer radiologisch messbaren Verkleinerung der endodontisch
bedingten Lasion.

Die dritte Kategorie beschreibt das Ausbleiben einer Heilung. Es bestehen klinische
Symptome einer endodontisch bedingten Parodontitis sowie keine radiologisch
nachweisbare Verkleinerung der endodontisch bedingten L&sion und radiologisch

erfassbare, externe progressive Resorptionen [European Society of Endodontology, 2006].

Die Erfolgsraten weisen eine enorme Spanne von 7% bis 97% auf [Allen, 1989]. Die
Hauptursachen fir endodontische Misserfolge liegen in der unvollstandigen Aufbereitung der
Wurzelkanéle und in insuffizienten Wurzelkanalfullungen. Dabei konnte eine Misserfolgsrate
bei insuffizienten Wurzelkanalfillungen von 61,5% in den Untersuchungen von Ingle und
Bakland (1994) festgestellt werden. Umso wichtiger ist es, Materialien zu entwickeln, die
moglichst umfassend die Anforderungen fur eine erfolgreiche Wurzelkanalbehandlung
erfullen und einen dauerhaften und dichten Verschluss der Wurzelkandle gewahrleisten.
Dadurch kann die Gefahr einer Reinfektion des Parodonts und somit das Extraktionsrisiko

minimiert werden [Weiger et al., 2001].

Obwohl die Vorgehensweise wahrend einer Wurzelkanalbehandlung standardisiert ist und
eine lange Behandlungserfahrung der Methoden und Materialien vorliegt, variieren die
Erfolgsquoten [Sjogren et al., 1990; Friedmann et al., 1995; Weiger et al., 1997; Ridell et al.,
2006]. Uber 50% der in Studien untersuchten Wurzelkanalfiillungen werden als insuffizient
hinsichtlich Homogenitat, Blasenfreiheit, Gberpresstes Flllmaterial und Vollstandigkeit der

Fullung auf die gesamte Arbeitslange eingestuft [Hllsmann, 1991].

Voraussetzung einer erfolgreichen Wurzelkanalbehandlung ist ein dichter Verschluss der
Wurzelkanalsysteme Uber die gesamte Wurzelkanalldange und die Beseitigung von Bakterien

und bakteriell infizierter Zahnsubstanzen [Peters, 2004]. Grundlage einer dichten
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Wourzelkanalfullung ist eine optimale Adaptation an die Kanalwand, sowie blasenfreies
Applizieren des Fullmaterials, dadurch wird Raum flr erneutes Bakterienwachstum
verhindert [Kersten und Moorer, 1989]. Zur Vermeidung einer Bakterieninvasion und
folgender Reinfektion ist ein dichter apikaler Verschluss zum periapikalen Gewebe wichtig

[European Society of Endodontology, 2006].

1.4 Endodontische Therapie

Um erkranktes Pulpagewebe zu entfernen, mussen die Wurzelkanale aufbereitet werden.
Durch die mechanische Erweiterung der Wurzelkanale wird ein grofer Anteil der Bakterien
reduziert. Voraussetzung ist die Beseitigung der Ursache, wie z.B. eine vorliegende Karies.
Erst dann kann der Zahn trepaniert werden. Dieser Vorgang soll unter absoluter
Trockenlegung durchgefiihrt werden. Daflir wird vor der Trepanation ein Gummituch
(Kofferdam) angelegt, um den Zahn von der Mundhéhle abzugrenzen und eine Infektion
durch die orale Bakterienflora zu verhindern [Ahlberg et al., 1994; Ahmad, 2009; Stadtler,
1994] (Abb.2).

Abbildung 2: Kofferdam an Zahn 45 bis 47

Nach der Trepanation und Entfernung des Pulpagewebes muss die Arbeitslange zur
Wurzelkanalaufbereitung bestimmt werden, um Verletzungen oder Infektionen des
periapikalen Gewebes durch Uberinstrumentieren zu verhindern. Die Arbeitslange wird
entweder nur durch die Réntgenmessmethode oder in Kombination mit der elektronischen

Endometrie ermittelt. Eine Messaufnahme gibt Aufschluss Uber die inneren Strukturen des
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Zahnes und zeigt eventuell versteckte Wurzelkanale oder untypische Hohlrdume auf. Fur die
Rontgenmessaufnahme wird ein entsprechendes Aufbereitungsinstrument in den
Wurzelkanal gefuhrt und damit gerontgt [Rodig et al., 2002] (Abb.3).

Abbildung 3: Réntgenmessaufnahme

Der physiologische Apex und die apikale Konstriktion kdnnen réntgenologisch nicht
dargestellt werden, deshalb wird die Aufbereitungsldnge so gewahlt, dass sie ca. 0,5 bis

1 mm vor dem réntgenologischen Apex endet [Abb. 4].

Wurzelkanal —

Dentin

apikale Konstriktion

Wurzelzement ____3

+«—— apikales Foramen

v 0-3mm
Apex

Abbildung 4: Foramen apikale und rontgenologischer Apex
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1.4.1 Mechanische Wurzelkanalaufbereitung

Die mechanische Aufbereitung erfolgt nach der Arbeitslangenbestimmung. Dabei werden die
manuelle und die maschinelle Aufbereitungsmethode unterschieden. Zusatzlich werden
unterschiedliche Aufbereitungstechniken hinsichtlich des Vorgehens differenziert. Somit wird
die Praparation entweder im apikalen oder im koronalen Drittel begonnen. Wahrend der
Wourzelkanalaufbereitung muss darauf geachtet werden, dass der Verlauf der naturlichen
Wurzelanatomie folgt, da sonst eine Seite des Kanals zu stark geschwacht werden kann. Ziel
ist es, eine dreidimensionale Form des Kanals zu erhalten [Schilder, 1974; Hilsmann et al.,
2001].

Manuelle Aufbereitungsmethoden werden anhand verwendeter Instrumente, nach der
Vorgehensart oder nach der angestrebten Wurzelkanalform unterschieden. Von den
Instrumenten ausgehend, wird die Raummethode, unter Verwendung von Reamern
(Erweiterer), und die Feilmethode unterschieden. Nach Art des Vorgehens werden die
Methoden in zwei Gruppen unterteilt. Bei der apikal-koronalen Methode wird der Wurzelkanal
nach der Ermittlung der Arbeitslange mit zunehmenden Instrumentengré3en von apikal nach
koronal konisch aufbereitet. Dazu zahlen die konventionelle Technik und die ,step-back®-
Technik. Bei der koronal-apikalen Methode wird zuerst der koronale Anteil des Wurzelkanals

erweitert, dann die Arbeitslange bestimmt und nach apikal konisch aufbereitet.

Bei der maschinellen Wurzelkanalaufbereitung werden Nickel-Titan-Instrumente mit
unterschiedlichen I1ISO- und Taper-GréRen verwendet. Dabei stehen Konizitaten von 2%
(Taper: 02), 4% (Taper: 04) und 6% (Taper: 06) zur Verfigung. Positive physikalische
Eigenschaften der Nickel-Titan-Legierung liegen im pseudoelastischen Verhalten. Dadurch
kdnnen diese Instrumente zur maschinellen Wurzelkanalaufbereitung mit vollrotierenden
Antriebshilfen verwendet werden. Zur zusatzlichen Minderung der Bruchgefahr werden
drehmomentgesteuerte Winkelstiicke empfohlen [Tepel, 1995; Camps und Petrot, 1994;
Coleman et al. 1996].

Bei der maschinellen Aufbereitung mit unterschiedlichen Tapern wird die ,crown-down-
Technik® eingesetzt. Dabei wird der Kanaleingang zu Beginn mit Instrumenten starker
Konizitat erweitert. Anschliellend erfolgt die Aufbereitung der Arbeitsldnge mit Instrumenten
absteigender ISO-Grofien bis zur Arbeitslange. Ist die Arbeitslange erreicht, erfolgt die

Erweiterung des apikalen Abschnittes [Hlilsmann et al., 2001].
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1.4.2 Wurzelkanalsptlungen und medikamentdse Einlagen

Um Verblockungen durch Debris und Dentinspane im Wurzelkanal zu vermeiden sowie zur
Reduktion der Mikroorganismen muss bei jeder Wurzelkanalaufbereitungsmethode mit
desinfizierenden Ldsungen gespult werden [European Society of Endodontology, 2006].
Besteht eine mikrobielle Besiedelung der Wurzelkanale vor der Wurzelkanalfillung, liegt fur
diese Zahne eine signifikant schlechtere Prognose vor, als fur Zahne ohne Kontamination
[Sjogren, 1997]. Aus diesem Grund muss neben der mechanischen Reinigung auch eine
chemische Reinigung erfolgen. Die Spulldsungen werden abwechselnd und mehrmals
zwischen den einzelnen Aufbereitungsschritten eingesetzt. Eine effiziente Spulllésung muss
antimikrobiell, biologisch vertraglich, gewebeauflosend und leicht zu applizieren sein. Zudem
bildet eine geeignete Splllésung eine Schmierschicht zur besseren Gleitfahigkeit der
Aufbereitungsinstrumente. Im Wurzelkanal verbliebener Debris soll herausgespllt werden
[European Society of Endodontology, 2006]. Diese Anforderungen erfiillen unter anderem
Natriumhypochlorid (NaOCI) [Bystrom und Sundqvist, 1985b] und Chlorhexidindigluconat
(CHX) [Bystrom et al., 1985a; Grawehr et al., 2003].

Zur unterstitzenden Behandlung der bakteriellen Besiedelung der Wurzelkanale empfiehlt
sich eine medikamentdse Einlage. Eine Einlagefillung bietet eine zusatzliche Reduktion der
Mikroorganismen des Wurzelkanals und des apikalen Parodonts [Tronstad et al., 1980,
1988]. Kalziumhydroxid (Ca(OH),) gilt bereits seit 1936 auf Grund der bakteriziden Wirkung
als Mittel der Wahl [Hermann, 1920, 1936]. Ca(OH), hat einen pH-Wert von 12,5. Es ist in
der Lage, nekrotisches Gewebe aufzuldésen [Hasselgren et al., 1988; Andersen et al., 1992;
Turkdn und Cengiz, 1997].

1.5 Wurzelkanalfullung

Um eine Wurzelkanalbehandlung erfolgreich abzuschlieBen, missen die Wurzelkanale
bakteriendicht geflillt werden [European Society of Endodontology, 2006]. Ein Verschluss der
Wurzelkanale soll erst erfolgen, wenn eine Infektion auszuschliefien ist, die Kanale
getrocknet werden kénnen und der Zahn klinisch symptomfrei ist. Sind noch Bakterien im
Kanalsystem oder im Bereich des apikalen Parodonts vorhanden, gehen sie durch einen
dichten Verschluss zu Grunde, da die Nahrstoffzufuhr gestoppt wird [Kersten und Moorer,
1989; Wu et al., 1993].



Kapitel 1 Einleitung Seite 8

15.1 Wurzelkanalfullmaterialien

Ein Wurzelkanalfullmaterial soll biokompatibel, dimensionsstabil, undurchlassig und unldslich
sein. Zudem muss es hemmend auf das Bakterienwachstum wirken, einen dichten
Verschluss des Kanalsystems bewirken, eine gute Haftung an der Zahnhartsubstanz
aufweisen sowie revidierbar und réntgenopak sein [European Society of Endodontology,
2006].

Guttapercha ist das am weitesten verbreitete Mittel der Wahl. Es wird bei vielen
Untersuchungen als Vergleichsmaterial eingesetzt, da es das bis heute am besten
untersuchte Material fir Wurzelkanalflillungen ist [Baumgartner et al., 2007; Tay et al., 2005;
Schafer et al., 2007; Verissimo et al., 2007; Monticelli et al., 2007]. Die alleinige Anwendung
von Guttapercha ist nicht ausreichend flir eine erfolgreiche dichte Wurzelkanalfiillung, da
kein Verbund mit der Wurzelkanalwand erreicht wird [Skinner und Van Himmel, 1987]. Es
wird eine Kombination aus Guttapercha und einem Sealer empfohlen [Hata et al., 1995;
Page et al., 1995; European Society of Endodontology, 2006]. Sealer sind Versiegler. Sie
basieren auf Zinkoxid-Eugenol, Epoxidharz, Calciumhydroxid oder Glasionomerzement
[Hellwig et al., 2003]. Der Sealer hat die Aufgabe, kleine Liicken zwischen Kanalwand und
Guttapercha auszugleichen sowie akzessorische Wurzelkandle und Dentintubuli zu
verschlieflen [Tronstad et al., 1988; Weiger et al., 1995; De Deus et al., 2006a]. Die meisten
Sealer unterliegen einer Resorption. Aus diesem Grund sollte die Sealerschicht zwischen
Guttapercha und Kanalwand so dunn wie moglich gehalten werden, um Hohlrdume nach
Resorption zu vermeiden [Mutal und Gani, 2005]. Zusatzlich sind einige Sealer wahrend ihrer
Abbindephase nicht dimensionsstabil genug. Es kann zu einer Schrumpfung von mehr als
1% kommen. Das reicht aus, um einen Raum fir Bakterien zu schaffen [Orstavik et al.,
2001].

15.2 Laterale Kondensation

Die kalte laterale Kondensation von Guttapercha beschreibt die Standardtechnik der
Wurzelkanalfiullung [Dummer et al., 1994; Gilhooly et al., 2000; Schéafer et al., 2007]. Dabei
sollen mdglichst viele Guttaperchastifte mit moglichst wenig Sealer den Wurzelkanal dicht
fullen [Weine, 1996; Grossmann et al., 1988]. Der Masterpoint (Abb. 5) wird mit Sealer
beschickt, in den Wurzelkanal auf Arbeitslange eingefiihrt und mit einem Finger-Spreader
seitlich an die Kanalwand gepresst. Anschlieend werden weitere Guttaperchastifte
eingefihrt und kondensiert, bis der Wurzelkanal dicht gefllt ist [Hellwig et al., 2003] (Abb. 5).
Diese Methode gilt als die gegenwartig am meisten akzeptierte und bekannte Technik
[Schafer, 2000].
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Guttapercha-Hauptstift

~,Masterpoint”

Zusatzstifte

Sealer

Abbildung 5: Laterale Kondensation (nach [Hellwig et al., 2003])

1.6 Testsysteme zur Uberpriufung von Wurzelkanalfiillmaterialien und
Wurzelkanalfullmethoden

Um das Risiko der sekundaren Reinfektion und damit die Parodontitis apicalis durch den
Wiedereintritt von Bakterien in den Wurzelkanal zu vermeiden, miuissen
Wurzelkanalfullmaterialien und -methoden die Anforderungen an eine erfolgreiche
Wurzelkanalbehandlung, der Biokompatibilitdt und der Dimensionsstabilitdt erfullen
[European Society of Endodontology, 2006; Sjogren et al., 1997]. Um diese Materialien und
Methoden unter in vivo-dhnlichen in vitro-Bedingungen zu Uberprifen, wird ein Testsystem
bendtigt, mit dem zahnmedizinische, mikrobiologische und hygienische Fragestellungen
Uberprift und Langzeituntersuchungen durchgefiihrt werden kénnen. Es besteht eine
Vielzahl unterschiedlicher Testsysteme, wie z.B. Farbpenetrationstests [Kersten und Moorer,
1989] oder die Fluid Filtration Method [Wu et al., 2003]. Dennoch soll in der vorliegenden
Studie ein bakterielles Testsystem entwickelt werden, da die Verhaltnisse der Mundhdhle
simuliert werden sollen. Im Folgenden werden derzeit in der Literatur bekannte bakterielle

Testsysteme beschrieben und kritisch beleuchtet.
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1.6.1 Testsystem zur Langzeituberprufung der Bakterien-
durchlassigkeit von temporaren und adh&asiven Fullmaterialien
nach Wurzelfullung

Kammer mit Bakterien und inokulierter Bouillon

Wachsversiegelung

Zahnwurzel (geflllt, versiegelt)

Kammer mit steriler Bouillon

Abbildung 6: Testsystem zur Langzeitiberprifung der Bakteriendurchlassigkeit

von temporaren und adhasiven Flllmaterialien (nach [Barthel et al., 2001])

Um eine Langzeitiberprifung der Bakteriendurchlassigkeit von temporaren und adhasiven
Fullmaterialien zur Versorgung der Zugangskavitdt nach einer Wurzelkanalfiillung
durchzufiihren, wurden fir dieses System (Abb. 6) Zahnwurzeln standardisiert
wurzelkanalbehandelt. Die gefillte Wurzel wurde mit Klebewachs in einem Polyethylen-
Testrohrchen (15 ml) befestigt. Die Wurzelspitze ragt aus einer Perforation an der Spitze des
Réhrchens. Anschlielend wurde der Versuchskdrper mittels Ethylenoxid sterilisiert. Wahrend
des Sterilisiervorgangs wurden feuchte Tupfer in die Testrohrchen eingelegt, um die
Zahnsubstanz vor Austrocknung und Sprungbildung zu schitzen. Danach wurden die
Aufbauten mit Klebewachs auf Rollrandglasern befestigt. Die Rollrandglaser (= untere
Kammer) wurden vorher mit 10 ml steriler Trypticase Soja Bouillon (TSB) gefillt. Die obere
Kammer wurde mit 3 ml TSB und Staphylococcus epidermidis inokuliert [Barthel et al., 2001].
Eine Probenentnahme zur Uberpriifung einer Kontamination ist nur in der oberen Kammer
durch den Schraubverschluss mdglich. Um eine bakterielle Kultur anzulegen, musste das
gesamte System aufgebrochen werden. Daraus lasst sich schliefen, dass der Zeitpunkt
einer bakteriellen Besiedelung lediglich durch eine Tribung der Bouillon nachgewiesen

wurde.
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1.6.2 Testsystem zur Uberpriifung der Durchlassigkeit fiir Pilze und
Bakterien von AH Plus und AH 26

Kammer mit

Zahnkrone

Eppendorf-Tube

Glasbehalter

Cyanoacrylat-Kleber

und Acryl-Resin

Zahn

Kammer mit

Wurzelspitze

Abbildung 7: Testsystem zur Uberpriifung von AH Plus & AH 26
(nach [Mileti¢ et al., 2002])

Mit diesem Testsystem (Abb. 7) wurde die Durchlassigkeit fiir Bakterien und Pilze von zwei
unterschiedlichen Sealern getestet, AH Plus und AH 26. Die wurzelbehandelten Zahne
wurden nach der Wurzelfillung fir 3 Wochen bei 37°C in NaOCI gelagert. Danach wurden
sie in einem Thermocycler behandelt. Die Zdhne wurden in ein Eppendorf-Tube eingebracht.
Die Wurzelspitze reicht Gber das Ende des Tubes hinaus. Der koronale und mittlere Bereich
der Testkorper wurde mit Cyanoacrylat-Kleber und Acryl-Resin abgedeckt. Die
Gassterilisation erfolgte mit Ethylenoxid. AnschlieRend wurde das Eppendorf-Tube in einen
5ml-Glasbehalter gebracht. Das untere Glasgefa® wurde mit 3 ml steriler Schaedler
anaerobe broth beflllt. Der Eingang der Flasche wurde mit einer Lage Cyanoacrylat-Kleber
und Acryl-Resin verschlossen [Mileti¢ et al., 2002]. Bei diesem System ist es schwierig, eine
Probe aus beiden Kammern zur Kontrolle der bakteriellen Besiedelung zu entnehmen. Es
liegt keine Aussage Uber die Kontaminationsfreiheit des Cyanoacrylat-Klebers am Eingang
der Flasche vor. Die Sterilisierung mittels Ethylenoxid ist auf Grund der hohen Toxizitat,
komplizierten Handhabung und der Explosionsgefahr nicht mehr zeitgemal und im
klinischen Routinebetrieb nur noch in geringem Umfang vorzufinden. Eine Aussage Uber den
Verbleib toxischer Restsubstanzen in den Wurzelkandlen wurde bislang nicht getroffen
[Amaechi et al., 1998].
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1.6.3 Testsystem zur Uberpriifung der Bakterienpenetration durch
Kanéale endodontisch behandelter Zdhne in Anwesenheit oder
Abwesenheit des Smear Layers

Mikrozentrifugenrohr-
chen mit Zahnwurzel

und 1 ml Bakterien-

suspension
Klebewachs
untere Kammer mit I Wurzelspitze
8 ml HBSS

Abbildung 8: Testsystem zur Uberpriifung der Bakterienpenetration durch Kanale
endodontisch behandelter Zahne in Anwesenheit und Abwesenheit des Smear
Layers (nach [Clark-Holke, 2003])

Um die Bakterienpenetration wurzelkanalbehandelter Zahne in Anwesenheit oder
Abhangigkeit des Smear Layers zu Uberprifen, wurde das in Abbildung 8 dargestellte
System verwendet. Daflir wurden die Zahne mit einer Kirette gereinigt, anschliefend mit
Natriumhypochlorid gespult und in sterilem destilliertem Wasser gewaschen. Die Lagerung
der Zahne erfolgte in Thymol. Nach der Wurzelkanalaufbereitung wurden die Zahne in
unterschiedlichen  Gruppen behandelt. Die  Zahnwurzel wurde in einem
Mikrozentrifugenréhrchen (1,8 ml) platziert und mit Wachs fixiert. Das gesamte Testsystem
wurde mittels Gammabestrahlung sterilisiert. Mit Cyanoacrylat wurde der Versuchskorper
versiegelt. Die obere Kammer wurde mit 1 ml einer Bakteriensuspension befiillt. Ein
Testrdhrchen mit einem Fassungsvermdgen von 15 ml bildete die untere Kammer. In die
untere Kammer wurden 8 ml sterile Hanks balanced salt solution (HBSS) gefullt [Clark-Holke
et al., 2003]. Da sich die obere Kammer direkt in der unteren Kammer befindet, ist eine

Kontamination der unteren Kammer wahrend einer Probenentnahme nicht auszuschlief3en.
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1.6.4 Testsystem zur Uberpriifung der Dichtigkeit verschiedener
Obturationstechniken bei ovalen Wurzelkanalen

Deckglas/

Eppendorf Parafilm ,M* Eppendorf
Lésung 0,25:0,25 BHI Glasroéhrchen
und Speichel

Gummidichtung
Eppendorf-
PP Zahn
Gummiabdeckung/
Zahn mit
BHI
Cyanoacrylat

Abbildung 9: Testsystem zur Uberpriifung verschiedener Obturationstechniken bei ovalen
Wurzelkanalen (nach [De Deus et al., 2006b])

Fur dieses System (Abb. 9) wurden Wurzeln extrahierter Zdhne gefillt und die Oberflachen
der Zadhne mit zwei Lagen Nagellack bestrichen. Anschlielend wurden die Zahne in
Eppendorf-Réhrchen eingefiigt. Das Zahn-Eppendorf-System wurde unter Druck in einen
Gummideckel einer Penicillinflasche gebracht und somit miteinander verbunden. Die
Ubergdnge von Gummi, Zahn und Eppendorf-Réhrchen wurden mit Cyanoacrylat
abgedichtet. Dieses System wurde mit Ethylenoxid gassterilisiert und anschliefend in ein
steriles 9 ml-Glasgefal® mit 4 ml Brain Heart Infusion broth (BHI) eingebracht [De Deus et al.,
2006b]. Auch bei diesem System ist es schwierig, eine Probe unter sterilen Bedingungen zur
Untersuchung der bakteriellen Besiedelung aus der unteren Kammer zu entnehmen, da
zuerst die obere Kammer aus der unteren Kammer entfernt werden muss und somit die
Gefahr einer Fremdkontamination der Zahnwurzel besteht.

Die Vielzahl der Systeme zeigt, dass ein umfassendes und dabei einheitliches Testsystem
zur Untersuchung von Wurzelkanalfiillmaterialien auf Bakteriendurchlassigkeit noch nicht
entwickelt wurde. Dabei missen mikrobiologische und hygienische Anforderungen erfillt
werden. Zudem mussen zahnarztliche Werkstoffe zur Anfertigung eines Versuchskoérpers zur

Verfligung stehen, die biokompatibel, nicht toxisch, dimensionsstabil und sterilisierbar sind.
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2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Studie war die Entwicklung eines Testsystems zur Bestimmung der
Bakterienpermeabilitait von Wurzelkanalfillmaterialien und -methoden und folgenden

Bedingungen:

Das System sollte aus zwei unabhangig voneinander gestalteten Kammern bestehen.

= Beide Kammern sollten getrennt voneinander geo6ffnet werden koénnen, um
Langzeituntersuchungen durchfihren zu kénnen und ein gegebenenfalls erneutes

Befullen zu ermdglichen.

= Zur Anfertigung des Testsystems sollten etablierte zahnarztliche Materialien

verwendet werden, um die Versuchsanordnung problemlos reproduzieren zu kénnen.

= Es sollte ein parodontitisrelevantes Testbakterium eingesetzt werden, das mit Hilfe

Ublicher Anzichtungsmethoden zum Wachstum gebracht werden kann.

= Eine mogliche Fremdkontamination sollte anhand einer geeigneten Methode

Uberprift und letztlich Gber den gesamten Versuchszeitraum vermieden werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Zahne als Bestandteil der Versuchskdrper

Fir die exemplarische Untersuchung der Funktionalitdt des Systems sowie der Dichtigkeits-
und Durchlassigkeitskontrollen wurden 38 und fur die Durchfuhrung der Farbversuche
wurden 20 extrahierte, kariesfreie, unrestaurierte Frontzahne des Ober- und Unterkiefers
ohne endodontische Vorbehandlung verwendet. Die Zahne wurden im Department fir Zahn-,
Mund-, Kieferheilkunde der Universitatsklinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer- und Plastische
Gesichtschirurgie des Universitatsklinikkums Halle nach notwendiger Extraktion nicht
verworfen, sondern in 0,9%iger physiologischer Kochsalzlésung (Art.-Nr. 3570410, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) gelagert. Dadurch konnte eine Austrocknung der

Zahnhartsubstanzen Schmelz, Dentin und Wurzelzement vermieden werden.

3.1.1 Reinigung und Trepanation der Zahne

Zu Beginn der Experimente wurden Zahnstein, Konkremente und Weichgewebsreste an den
Zahnen mit dem Ultraschallscaler Piezon Master 400° mit einer Frequenz im Bereich von
32,0 kHz (Art.-Nr. 14009865, EMS - Electro Medical Systems SA, Nyon, Schweiz,) entfernt
(Abb. 10). Dieser Vorgang erfolgte unter Kuihlung mit 0,9%iger physiologischer

Kochsalzlésung, um die Zahnhartsubstanzen vor thermischen Einflissen zu schitzen.

Abbildung 10: Piezon Master 400° (EMS - Electro Medical Systems SA, Nyon,

Schweiz)
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Um den Nervenkanal des Zahnes darstellen zu konnen, wurde eine endodontische
Zugangskavitat mit einem kugelférmigen Diamantschleifer roter Kornung (Art.-Nr.
801314018, Komet/ Gebr. Brasseler GmbH & Co. KG, Lemgo, Deutschland) am
INTRAcompact 25 LHC LUX-Schnelllaufwinkelsttick rot (Art.-Nr. 40598, KaVo Dental GmbH,
Biberach/Rif3, Deutschland) mit einer Frequenz von 200.000 U/min an der Dentaleinheit
KaVo 1060 (Fabriknummer 41463, KaVo Dental GmbH, Biberach/ Ril}, Deutschland) gelegt
(Abb. 11).

Abbildung 11: Trepanation der Zahne

3.1.2 Maschinelle Wurzelkanalaufbereitung der Zahne mit dem
FlexMaster®-System

Nach der Trepanation und der Entfernung des Pulpengewebes wurden die Kanaleingange
dargestellt und mit dem maschinellen Wurzelkanalaufbereitungssystem FlexMaster® (Art.-Nr.
NT8318, VDW GmbH, Minchen, Deutschland) aufbereitet (Abb. 12). Bei der maschinellen
Wurzelkanalaufbereitung wurden Nickel-Titan-Instrumente des FlexMaster®-Systems mit
unterschiedlichen ISO- und Taper-Gré3en verwendet. Die Konizitaten betrugen 2% (02), 4%
(04) und 6% (06). Durch das pseudo-elastische Verhalten der Nickel-Titan-Legierung (NiTi)
kénnen die Instrumente zur maschinellen Wurzelkanalaufbereitung mit vollrotierenden
Antriebshilfen verwendet werden [Schéafer und Lohmann, 2002].

Es wurde die maschinelle Aufbereitung mit unterschiedlichen Tapern mittels der ,crown-
down-Technik® eingesetzt. Dabei wurden die Kanaleingénge der Zéahne mit den NiTi-Feilen

starker Konizitat des FlexMaster®-Systems erweitert. AnschlieRend erfolgte die Aufbereitung
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der Arbeitslange mit Instrumenten absteigender ISO-Grofen bis zur Arbeitslange. Nach
Erreichen der Arbeitslange erfolgte die Erweiterung des apikalen Abschnittes mit
festgelegten 1ISO-GréRRen. Um Verblockungen durch Debris und Dentinspane im Wurzelkanal
zu vermeiden, wurde zwischen den einzelnen Aufbereitungsschritten haufig gespult. Die
Erweiterung der Wurzelkanale erfolgte zuerst durch die koronale Aufbereitung mit der
Sequenz ,blau” fir weite Kanale von der Isogréfle 06/30 bis zur IsogréRe 04/30. Die apikale
Aufbereitung erfolgte nach Arbeitslangenbestimmung (Wurzellange minus 1 mm) mit den
IsogréRen 02/20 bis 02/35.

Abbildung 12: FlexMaster®-System (VDW GmbH, Miinchen, Deutschland)

3.1.3 Spulung und Sterilisation der Zahne

Um alle Gewebereste im Wurzelkanal zu entfernen, wurden die Zahne abwechselnd mit
0,2%iger Chlorhexidinlésung (CHX) (Art.-Nr. 2157527, GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG,
Munchen, Deutschland) und 1%iger Natriumhypochlorid (NaOCI) (Art.-Nr. 47927, Speiko -
Dr. Speier GmbH, Munster, Deutschland) gespiilt. AnschlieRend wurden alle Zahne einzeln
in mit NaCl gefullten SCHOTT-Duran-Flaschen mit Weithals und einem Fassungsvermdgen
von 100 ml (Art.-Nr. 21801245, DURAN Group GmbH, Wertheim/ Main, Deutschland) (Abb.
13) bei 121°C und 1 bar fur 20 Minuten im Dampfsterilisator Vakulab HP 666 (Art.-Nr. 209,
MMM Mdinchener Medizin Mechanik GmbH, Planegg bei Mdinchen, Deutschland)
autoklaviert.
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Coal =

Abbildung 13: Zahne in markierten Glasbehaltern (DURAN
Group GmbH, Wertheim/Main, Deutschland) nach dem
Autoklavierverfahren

3.2 Versuchsgruppen

Zur Uberpriifung der Anwendbarkeit des Systems und zur exemplarischen Priifung von
Wurzelkanalfullmaterialien wurden die Zahne in Versuchsgruppen eingeteilt (Tab. 1). Fir die
Durchlassigkeitskontrollen wurden 6 trepanierte und maschinell aufbereitete Zahne
verwendet. In dieser Versuchsgruppe wurde Uberpriift, ob das Testbakterium von der oberen
Kammer in die untere Kammer des Versuchskorpers diffundiert. Fir die
Dichtigkeitskeitskontrollen wurden 6 untrepanierte Zahne verwendet. In dieser Gruppe wurde
die Dichtigkeit des Systems fir das Testbakterium geprift. Zur Uberpriifung einer
Fremdkontamination wurden 6 trepanierte und 2 untrepanierte Zahne im Versuchskorper
fixiert. Zur exemplarischen Untersuchung des Testsystems fir die Nutzung von
endodontischen Materialien und zur exemplarischen Uberpriifung von
Wourzelkanalfullmethoden wurde Guttapercha allein und mit zwei unterschiedlichen Sealern
getestet. Die Z&dhne wurden mittels lateraler Kondensation gefullt.

Tab. 1: Einteilung der Zahne in Versuchsgruppen

A: Durchlassigkeitskontrolle 6 Zahne, trepaniert und aufbereitet

B: Dichtigkeitskontrolle 6 Zahne, untrepaniert

C: Fremdkontaminationskontrolle 6 Zahne trepaniert, 2 Zahne untrepaniert
D: Guttapercha 6 Zahne, gefillt

E: Guttapercha/ AH Plus™ 6 Zahne, gefiillt

F: Guttapercha/ EndoREZ® 6 Zahne, gefilllt
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3.3 Bakteriostatische und bakteriotoxische Eigenschaften der
verwendeten Materialien

Zur Uberpriifung der bakteriostatischen und bakteriotoxischen Eigenschaften der
verwendeten Materialien wurden Hemmhoftests [Neumeister et al., 2009] durchgefuhrt.
Dafiir wurde eine Pseudomonas aeruginosa-Suspension (Stamm PAO1 (ATCC 15692)
[Stover et al., 2000]) auf Columbia-Agar (Art.-Nr. PB5008A, Oxoid GmbH, Wesel,
Deutschland) ausgestrichen. AnschlieBend wurden die zu testenden Materialien jeweils auf
eine mit P. aeruginosa bestrichene Platte appliziert und fiir 48 Stunden bei 37°C im
Brutschrank (Art.-Nr. 40308377, Heraeus Typ B6420, Kendro Laboratory Products, Hanau,
Deutschland) inkubiert.

3.4 Wurzelkanalfullung der Zahne

Um eine Fremdkontamination wahrend der Wurzelkanalfillung der Zahne sowie wahrend der
Herstellung der Versuchskérper zu vermeiden, erfolgten alle Arbeitsschritte unter keimarmen
Bedingungen unter der Clean Bench Hera Safe HSP 18 (Art.-Nr. 98114781, Heraeus
Holding GmbH, Hanau, Deutschland) im KH 1-Labor des Instituts fur Hygiene (Abb. 14).

Abbildung 14: Clean Bench Hera Safe HSP 18 (Heraeus Holding GmbH,
Hanau, Deutschland) (Standort: Institut fir Hygiene, Universitatsklinikum

Halle)
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3.4.1 Trocknung der Zahne

Die Zdhne wurden mit einer sterilen Pinzette (Art.-Nr. DP19, Hu-Friedy Mfg. BV, Rotterdam,
Niederlande) den sterilen Glasbehaltern entnommen und auf einem sterilen OP-Tuch (Art.-
Nr. 700330, Roeko, Langenau, Deutschland) gelagert. Die Trocknung erfolgte von aufsen mit
einer sterilen Kompresse (Art.-Nr. 4643172, TEMEDIA GmbH, Schénbach, Deutschland).
Die Wurzelkanale wurden mit Papierspitzen (Art.-Nr. 45208, Roeko, Langenau, Deutschland)
der ISO-GroRRe 25 getrocknet (Abb. 15). Um eine Fremdkontamination der Wurzelkanale
durch die Anwendung der Papierspitzen auszuschlief’en, wurden diese sterilisiert. Die
Papierspitzen wurden daflir in 20er Gruppen mit dem Foliendurchlaufsiegelgerat hm 850 DC
(Art.-Nr. 401M, hawo GmbH, Obrigheim, Deutschland) eingeschweil’t und anschlielend
autoklaviert. Der Erfolg des Autoklavierverfahrens der Papierspitzen wurde stichprobenartig
Uberprift. Es wurden jeweils 5 Papierspitzen einer Charge auf Columbia-Agar und in
Caseinpepton-Sojamehlpepton Lésung USP (TSB) (Art.-Nr. TV 5002 E, Tryptone Soy Broth,
TSB, Oxoid Basingstoke, GroRbritannien) fir 48 Stunden bei 37°C im Brutschrank (Art.-Nr.
40308377, Heraeus Typ B6420, Kendro Laboratory Products, Hanau, Deutschland)
inkubiert. Es konnte keine Kontamination festgestellt werden.

Die Wurzelkandle der Gruppe F (Guttapercha/EndoREZ®) wurden nicht vollstindig
getrocknet, da fiir EndoREZ® ein leichter Feuchtigkeitsfilm fiir den Verbund von Sealer und

Kanalwand nétig ist.
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Abbildung 15: Papierspitzen (Roeko, Langenau, Deutschland) zur Trocknung

der Wurzelkanale vor der Wurzelkanalftillung

Nach der internen und externen Trocknung der Zahne wurden diese fir die folgende

Wurzelkanalfullung vorbereitet.
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3.4.2 Wurzelkanalftullung mit Guttapercha

Zur Flllung der Wurzelkanale fur dieses Testsystem wurden Guttaperchastifte (Art.-Nr.
39558, Roeko, Langenau, Deutschland) in der IsogroRe 25 verwendet (Abb. 16). Die
Wourzelkanalfillung wurde bei Raumtemperatur (22°C) durchgefihrt. Hierbei liegen
konventionelle Guttaperchastifte in der (B-Phase vor. Guttapercha kann in 2 kristallinen
Phasen (a- und B-Phase) und in einer amorphen Phase vorliegen. Fur die kalte laterale
Kondensationstechnik ist die f-Phase erforderlich.

Um die Kontaminationsfreiheit der verwendeten, frisch gedffneten Guttaperchastifte zu
testen, wurden 10 Guttaperchastifte mit einer sterilen Pinzette entnommen. Jeweils 5
Guttaperchaspitzen wurden einzeln auf Columbia-Agar und in TSB gegeben und
anschlielend fur 48 Stunden bei 37°C im Brutschrank B 6420 inkubiert. Es konnte kein

Bakterienwachstum nachgewiesen werden.

Abbildung 16: Guttapercha (Roeko, Langenau,

Deutschland) als Wurzelkanalfiillmaterial
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3.4.3 Sealer als Versiegler der Wurzelkanalfiullung

Als Sealer zur exemplarischen Uberprifung des entwickelten Testsystems wurden AH
Plus™ (Art.-Nr. 48126, Dentsply DeTrey, Konstanz, Deutschland) als gelaufigster Sealer und
EndoREZ® (Art.-Nr. 88189, Ultradent Products, Inc., South Jordan, UT, U.S.A.) als neuere
Entwicklung verwendet. AH Plus™ ist ein Zweikomponenten-Wurzelkanalfiillmaterial auf
Epoxid-Amin-Polymer-Basis (Abb. 17) (Tab. 2).

A Plas®

WaCiweder &0 20110
US only: ReCwder 667007

ALL Plus

[ Y ——

Abbildung 17: AH Plus™ (Dentsply DeTrey, Konstanz,
Deutschland)

Tab. 2: Inhaltsstoffe von AH Plus™

Paste A Paste B

- Epoxidharze - Amine

- Calciumwolframat - Calciumwolframat
- Zirkoniumoxid - Zirkoniumoxid

- Aerosil - Aerosol

- Eisenoxid - Silikonol
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EndoREZ® ist ein flieRfahiger Kompositsealer auf Urethan-Dimethylacrylat-Basis (UDMA)
mit hydrophilen Eigenschaften bedingt durch den Zusatz von Phosphatestern (Abb. 18) (Tab.
3).

Abbildung 18: EndoREZ®-Sealer (Ultradent Products, Inc.,
South Jordan, UT, U.S.A))

Tab. 3: Inhaltsstoffe von EndoREZ®

Matrix: Fallstoffe:

30% Urethandimethacrylat (UDMA) Zinkoxid

Bariumsulfat

Pigmente

AH Plus™ wurde auf einer sterilen Glasplatte mit einem sterilisierten Spatel unter der Clean
Bench 1:1 angemischt. EndoREZ® wurde mit zuvor sterilisierten Mischkaniilen ebenfalls auf
eine sterile Glasplatte unter der Clean Bench appliziert. Die beiden Sealer wurden vor ihrer
Anwendung auf Kontaminationsfreiheit untersucht. Dafur wurden jeweils 3 Proben auf
Columbia-Agar ausgestrichen sowie in TSB gegeben und anschlieRend fir 48 Stunden bei
37°C inkubiert. Es konnte kein Bakterienwachstum fiir diese angewandten Nahrmedien

nachgewiesen werden.
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3.4.4 Ablauf der Wurzelkanalfillung

Die Wourzelkanalfillung der verwendeten Zahne wurde mittels lateraler Kondensation
durchgefiihrt. Dafir wurde ein Masterpoint, der erste Guttapercha-Stift, auf die ermittelte
Arbeitslange in den Wurzelkanal eingeflihrt und mit einem nadelahnlichen Instrument, dem
Finger-Spreader (Art.-Nr. H08130, Roeko, Langenau, Deutschland), in der Isogréf3e 25, an
die Zahnwand gepresst und somit lateral kondensiert. Der so entstandene Platz wurde durch
einen weiteren Guttaperchastift gefullt und anschlielend ebenfalls mit dem Spreader
kondensiert. Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis der Spreader kaum noch zwischen die
eingefiihrten Guttaperchastifte geschoben werden konnte (Abb. 19). Zur Untersuchung der
beiden Sealer wurde der Masterpoint mit dem jeweiligen Sealer beschickt und wie oben

beschrieben in den Wurzelkanal gebracht und kondensiert.

Guttapercha-Hauptstift

.Masterpoint*

| Zusatzstifte

| Sealer

Abbildung 19: Schematische Darstellung der lateralen Kondensation
(nach [Hellwig et al., 2003])

Nach der Wurzelkanalfillung der Zahne mit der lateralen Kondensationstechnik wurden die
Uberstehenden Guttaperchaspitzen mit dem PKT 2 Modellierinstrument nach Thomas (Art.-
Nr. 81981, JAKOBI Dental Instruments, Leimen, Deutschland) entfernt. Daflir wurde das
Instrument am Sicherheitsbrenner schitt flammy S 3 351 102 (Art.-Nr. 9800435, Schitt
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Labortechnik GmbH, Goéttingen, Deutschland) erhitzt. Nach der Wurzelkanalfillung mit
Guttapercha, Guttapercha/ AH Plus™ und Guttapercha/ EndoREZ® wurden die Zahne fiir 48
Stunden in sterilen Kompressen gelagert, um die Aushartezeit der Sealer und der
Guttaperchastifte zu gewahrleisten. Die Kompressen wurden mit 0,9%iger steriler
physiologischer Kochsalzldsung (NaCl) durchfeuchtet, um eine Austrocknung der Zahne zu
vermeiden. Die Lagerung erfolgte im sterilen, geschlossenen IMS Sterilisationscontainer
(300 x 190 x 065 mm) (Art.-Nr. 183190, Hu-Friedy Europe, Leimen, Deutschland). Die
Gruppe Guttapercha/ EndoREZ® wurde vor der Lagerung 40 Sekunden mit der Coltolux
LED-Polymerisationslampe (Art.-Nr. 14000610, Coltene/Whaledent AG, Altstetten, Schweiz)
lichtgehartet.

3.5 Herstellung des Testsystems zur Prifung der bakteriellen
Dichtigkeit von Wurzelkanalfullmaterialien

3.5.1 Versuchsglaser als Komponenten des Testsystems

Um eine in vivo-ahnliche Situation zu schaffen, musste ein 2-Kammer-System entwickelt
werden, um die Zahnkrone einem anderen Milieu auszusetzen als die Wurzelspitze. Mit der
sich in der oberen Kammer des Testsystems befindlichen Zahnkrone wurde die Situation
dahingehend simuliert, dass sich die Zahnkrone in der Mundhéhle in einer feuchten,
sauerstoffreichen Umgebung mit einer ubiquitdr vorkommenden Bakterienflora befand. Mit
der unteren Kammer des Testsystems mit der Wurzelspitze wurde die simuliert, dass sich
die Zahnwurzel im gesunden und gegen die Mundhdhle abgeschlossenen Kieferknochen
befindet.

Es wurden 15x45 mm Screw top vials mit einem Volumen von 4,0 ml (Clear glass) und
sterilisierbare Caps aus Polytetrafluorethylen (PTFE) mit einem Silikonseptum (Dicke 1,5
mm) (Art.-Nr. EX146608-1, Geschaftsbereich SUPELCO, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland) verwendet. Um den Zahn zwischen zwei Glasern positionieren zu
konnen, wurde der Boden der Glaser in einem zahntechnischen Labor (Dental-Keramik-
Studio Gessner GmbH, Halle (Saale), Deutschland) an einem Gipstrimmer (Art.-Nr.
13007380, Wassermann Dental-Maschinen GmbH, Hamburg, Deutschland) entfernt (Abb.
20) und die entstandenen Schliffkanten mit einer Frase (Art.-Nr. 30310, Komet/ Gebr.
Brasseler GmbH & Co. KG, Lemgo, Deutschland) abgerundet. AnschlieRend wurden je zwei

Glaser plus Verschlussdeckel eingeschweil’t und autoklaviert (Abb. 21).
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Abbildung 20: Entfernung der Glasbéden am Gipstrimmer (Wassermann Dental-
Maschinen GmbH, Hamburg, Deutschland)

Abbildung 21: Autoklavierte Versuchsglaser in Sterilverpackung (Geschaftsbereich
SUPELCO, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland)
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352  Impregum™ Penta™ H DuoSoft™ Quick zur Fixierung der Zahne
im Testsystem

Um die wurzelkanalgefillten Zahne in einem 2-Kammer-System dicht zu fixieren, wurde
Impregum™ Penta™ H DuoSoft™ Quick (Art.-Nr. 77793, 3M ESPE AG, Seefeld,
Deutschland) um die Zahnwurzel gelegt. Die beiden bodenlosen Glaser wurden durch das
noch weiche Impregum™ aneinander gedriickt. Impregum™ ist ein schnell abbindendes,
zahnarztliches  Abformmaterial auf Polyether-Basis. Mit Drehbewegungen des
Versuchskdrpers wurde die gleichmaRige Verteilung des Impregums um den Zahn und an
den Wanden der beiden Glaser bis zur Aushartung des Materials erreicht. Um eine
Kontamination des Impregums auszuschlieBRen, wurde eine Probe einer werksfrischen
Kartusche auf Columbia-Agar ausgestrichen und in TSB appliziert und anschlieend fir 48
Stunden bei 37°C inkubiert. Es konnte kein Bakterienwachstum fir diese Nahrmedien
nachgewiesen werden. Zusatzlich wurden die Mischkanulen (Art.-Nr. 71225, 3M ESPE AG,

Seefeld, Deutschland) einzeln verschweil3t und sterilisiert (Abb. 22).

Abbildung 22: Autoklavierte Mischkanilen (3M ESPE AG,

Seefeld, Deutschland) in Sterilverpackung zur kontaminations-

freien Applikation von Impregumm

3.5.3 Pattern Resin LS zur Stabilisierung des Testsystems

Zur Stabilisierung des Systems von extern, wurde der zahnarztliche Kunststoff, Pattern
Resin LS (Art.-Nr. 698918, GC GERMANY GmbH, Bad Homburg, Deutschland) (Abb. 23),
aus der Flussigkeit und dem Pulver des Systems angemischt und mit einem Spatel an die

Naht der beiden Glaser gebracht und ausgehartet. Bei Pattern Resin handelt es sich um
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einen schnellhartenden, roten Modellierkunststoff. Der Kunststoff konnte durch die
anwendbare Pinseltechnik leicht appliziert werden. Bei einer Nachschichtung wurde auf

einen fugenlosen Ubergang geachtet.

PATTERN RESIN LS p,
1-1PKG. '

FLAMMABLE

FF o
s leke s

Abbildung 23: Pattern Resin (GC GERMANY GmbH, Bad Homburg, Deutschland)

zur Stabilisierung des Testsystems [Quelle: gceurope]

3.54 Pseudomonas aeruginosa als parodontitis-
relevantes Testbakterium

P. aeruginosa (Abb. 24) zahlt zu den stdbchenférmigen, gramnegativen Bakterien. Da dieser
Erreger sowohl aerob als auch anaerob metabolisieren kann, zahlt P. aeruginosa zu den
fakultativ anaeroben Mikroorganismen. Es werden keine Sporen gebildet. P. aeruginosa
besitzt polare Geilleln (Abb. 25) und ist somit aktiv zur Bewegung fahig. Da P. aeruginosa
bei sekundaren oder persistierenden Infektionen nach Wurzelkanalftllungen vorkommt
[Siqueira et al., 2002; Bodrumlu und Alagam, 2007], wurde das Bakterium flir diese Studie
verwendet. Als Nahrmedium fur das Testbakterium wurden in die obere und in die untere
Kammer je 3 ml Caseinpepton-Sojamehlpepton Lésung USP (TSB) (Art.-Nr.: TV 5002 E,
Tryptone Soy Broth, TSB, Oxoid Basingstoke, GroRbritannien) gegeben.
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Abbildung 24: Auf Nahrmedien zeigt sich P. aeruginosa als
flache, graue, haufig schleimig wachsende Kolonien mit

metallischem Oberflachenglanz

4

Abbildung 25: P. aeruginosa mit Geif3el

Fir diese Versuche wurde der P. aeruginosa-Stamm PAO1 (ATCC 15692) [Stover et al.,
2000] verwendet. Der Erreger wurde erst auf Columbia-Agar (Art.-Nr. PB5008A, Oxoid
GmbH, Wesel, Deutschland) Gberimpft und als Ubernachtkultur bei 37°C bebriitet.

Es wurde eine Startkonzentration der Versuchslésung fur die obere (koronale) Kammer von
1x10” KBE/ml hergestellt. Die optische Dichte (OD) der Bakteriensuspension fiir die obere
Kammer wurde bei 600 nm mittels UV-Vis-Spektralphotometer (Art.-Nr. 76221, Ultrospec lll,
Pharmacia, Amersham LKB, Freiburg, Deutschland) gemessen. Die Startkonzentration

ODegoo wurde auf 0,05 eingestellt.
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3.6 Versuchskorper und Vorversuche

Der fertige Versuchskdérper wurde als ein stabiles System konzipiert. Um die
Versuchsldsungen in beiden Kammern unabhangig voneinander erreichen zu kénnen, wurde
jede Kammer mit einem Offnungs- und SchlieRmechanismus versehen. Die obere Kammer
wurde von der unteren Kammer hermetisch abgeschlossen. Der Zahn wurde so zwischen
beiden Glaskorpern fixiert, dass sich die Zahnkrone in der oberen Kammer und die

Wourzelspitze in der unteren Kammer befanden (Abb. 26).

Kammer A mit TSB

und Testbakterium

Zahnkrone

Pattern Resin

™
Impregum * unter

Wurzelspitze Pattern Resin

Kammer B mit
TSB

Abbildung 26: Vollstéandiger und beflllter Versuchskorper
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Um den Versuchsaufbau auf seine Dichtigkeit zu priifen, wurden Vorversuche mit Carbol-
Fuchsin-Ldsung (Art.-Bezeichnung Carbolfuchsin-Lésung, Dr. K. Hollborn & Séhne GmbH &
Co KG, Leipzig, Deutschland) durchgefthrt. Daflr wurden insgesamt 20 Versuchskdrper wie
oben beschrieben angefertigt. Die obere Kammer wurde mit physiologischer Kochsalzlésung
und Carbol-Fuchsin-Lésung beflllt und die untere Kammer lediglich mit physiologischer
Kochsalzlésung (Abb. 27). Insgesamt wurden 10 Versuchskorper fur den Farbversuch
angefertigt und geprift. Es erfolgte Uber einen Zeitraum von 4 Wochen eine tagliche
makroskopische Kontrolle auf eine Farbveranderung in der unteren Kammer. Bei allen

Versuchskdrpern blieb ein Farbumschlag aus. Die Wurzelspitze verfarbte sich ebenfalls

- - Y
& =

Abbildung 27: Vorversuche mit Carbol-
Fuchsin-Lésung (Dr. K. Hollborn & Séhne
GmbH & Co KG, Leipzig, Deutschland)

nicht.

3.7 Inkubation der Testsysteme

Alle Versuchskorper wurden fir 48 Tage bei 37°C im Heidolph Inkubator 1000 (Art.-Nr.
080109348, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland) bei 400
U/min inkubiert (Abb. 28), um eine permanente Bewegung der Flissigkeiten und somit des

Testbakteriums zu gewahrleisten und ein Absetzen am Boden der Glaschen zu vermeiden.
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Abbildung 28: Inkubation der Testkorper im Heidolph-Inkubator
1000 bei 400 U/min (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland)

3.8 Mikrobiologische Nachweisverfahren

3.8.1 Qualitatives Nachweisverfahren

Um zu Uberprifen, ob P. aeruginosa durch die geflillte Wurzel in die untere Kammer
diffundiert, wurde ein qualitativer Nachweis des Testbakteriums durchgefihrt. Daflr wurde
eine Probe der zu untersuchenden Kammer des Prifkérpers mittels Dreiésenausstrich mit
einer Einwegimpfschlinge (Art.-Nr. 731101, Greiner Bio-One International AG,
Kremsminster, Osterreich) auf Nahrbdden tberfiihrt. Als Nahrbéden wurde Columbia-Agar
mit 10% Schafblut benutzt. Die bestrichenen Nahrbéden wurden fur 24 h bei 37°C im
Brutschrank inkubiert und nach 24 Stunden auf Bakterienwachstum untersucht. Fur die
Durchldssigkeits-, Dichtigkeits- und Fremdkontaminationskontrollen wurden ebenfalls tUber
einen Zeitraum von 48 Tagen regelmaRig Dreidsenausstriche durchgefihrt. Zur
Erregeridentifikation und zum Ausschluss einer Fremdkontamination wurde das Vitek®
Senior-System (Senior Modell 120, bioMérieux Deutschland GmbH, Nuirtingen Deutschland)

als standardisiertes Enzymnachweissystem zur Identifizierung des Testbakteriums genutzt.
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3.8.2 Quantitatives Nachweisverfahren

Um die Menge der diffundierten Testbakterien bei der exemplarischen Uberpriifung und bei
den Durchlassigkeits-, Dichtigkeits- und Fremdkontaminationskontrollen zu bestimmen,
wurde ein quantitativer Nachweis des Testbakteriums durchgefihrt. Daflr wurden
Verdiinnungsreihen [10°-10"° KBE/ml] hergestellt, aus denen jeweils 10 ul auf die Nahrbdden
aufgetragen wurden. Die Nahrbéden wurden anschlieRend ebenfalls fiir 24 h bei 37° C im

Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Testbakterien ausgezahlt (Abb. 29).

Abbildung 29: Bakterienzahlbestimmung mittels Verdinnungsreihe

auf einer Columbia-Blut-Agar-Platte

3.9 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ Standardabweichung angegeben (Microsoft Excel 2002,
Redmond, WA, U.S.A.). Alle Bestimmungen wurden dreifach und in unabhangigen

Experimenten durchgeflhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Design der Prufkodrper zur Bestimmung der Bakteriendurch-
lassigkeit von Wurzelkanalftllmaterialien in vitro

Als Ergebnis der Entwicklungsarbeit wurde folgendes Testsystem hergestellt (Abb. 30). Der
entwickelte  Versuchskorper zur Bestimmung der Bakteriendurchlassigkeit von
Wurzelkanalfilimaterialien besteht aus 15x45 mm groRen Glaschen, so genannte Screw top
vials mit Caps aus PTFE und einem Silikonseptum (1,5 mm dick). Sowohl die Glaser, als
auch die Verschlusskappen sind sterilisierbar. Das Volumen der Glaser wird mit 4,0 ml
angegeben. Der Versuchskorper ist aus handelsublichen zahnarztlichen Materialien
aufgebaut. Der wurzelkanalgefiillte Zahn ist mit dem Polyetherabformmaterial Impregum™
zwischen den beiden Versuchsglasern fixiert. Der Prufkorper besteht aus einem 2-Kammer-
System. Durch die Drehverschliisse beider Kammern sind beliebige Veranderungen des

Nahrmediums und eine Probenentnahme unter sterilen Bedingungen gewahrleistet.

obere
Verschlusskappe
< Kammer A
3 || Zahnkrone
Pattern Resin
\
- . Impregumm
Wurzelspitze A >
Kammer B >
untere
<« Verschlusskappe

Abbildung 30: Schematische Darstellung des entwickelten Testsystems
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Dadurch koénnen sowohl die Testorganismen als auch deren Menge in Kammer A
beziehungsweise in Kammer B je nach Fragestellung und Anwendungsbereich variiert

werden.

Fur die Entwicklung des Testsystems wurden zur Herstellung der Prufkérper handelstbliche
zahnarztliche Materialien verwendet. Die Zahne wurden alle auf die gleiche ISO-GroRRe einer
Sequenz mit Hilfe des maschinellen Wurzelkanalaufbereitungssystems FlexMaster®
aufbereitet. Das Polyethermaterial Impregum™ fiir zahnérztliche Abdriicke fixiert den Zahn
zwischen den Glasern. Durch identische Methoden und Materialien zur Herstellung der
Testsysteme  konnten unterschiedliche  Wurzelkanalfullmaterialien unter gleichen

Bedingungen getestet und miteinander verglichen werden.

4.2 Stabilisierung des Testsystems

Durch die Verwendung des dentalen Kunststoffes Pattern Resin konnten die Prifkorper
stabilisiert werden. Alle Priufkérper wurden dber den gesamten exemplarischen
Versuchsablauf von 48 Tagen auf dem Heidolph Inkubator bei 400 U/min ohne Insuffizienzen
der Impregumfixierung zwischen den beiden Kammern bei 37°C inkubiert. Durch die
Inkubation auf dem Heidolph-Schittelriihrer wurde die Bewegung des suspendierten
Testbakteriums gewahrleistet. Zusatzlich konnte das Befilllen der Kammern sowie die
Probenentnahme sicher durchgefiihrt werden, ohne den Verbund der Kammern mit dem
Zahn zu gefahrden. Das Testsystem hielt Uber einen langen Versuchszeitraum einer

thermischen und mechanischen Belastung stand.

4.3 Bakteriostatische und bakteriotoxische Eigenschaften der
Testmaterialien

Die Uberpriifung der biostatischen und bakteriotoxische Eigenschaften der Testmaterialien
(Tab. 4) mittels Hemmhoftest ergab flir die verwendeten Papierspitzen keinen hemmenden
Einfluss auf das Wachstum von P. aeruginosa. Bezlglich der verwendeten
Guttaperchaspitzen und des zahnérztlichen Abformmaterials Impregum™ konnte ebenfalls
keine Beeinflussung des Bakterienwachstums festgestellt werden.

Bei den Sealern AH Plus™ und EndoREZ® wurde ein Einfluss auf das Wachstum von P.
aeruginosa durch einen Hemmhof beobachtet. Der Hemmhof mit einem Durchmesser von 4
mm um den Sealer EndoREZ® stellte sich als ausgepragter heraus, als der Hemmhof um den

Sealer AH Plus™ mit einem Durchmesser von 2 mm.
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Tabelle 4: Durchmesser der Hemmhofe der untersuchten Materialien

Material Durchmesser des Hemmbhofs
Guttapercha 0 mm

Impregum 0 mm

AH Plus™ 2mm

EndoREZ® 4 mm

4.4 Anwendbarkeit des Testsystems

Um zu uberprifen, ob das Testbakterium P. aeruginosa von der oberen Kammer in die
untere Kammer diffundiert, wurden die Durchlassigkeitskontrollen durchgefihrt. Dabei waren
100% der unteren Kammern der Versuchskoérper ab dem Tag 0 mit P. aeruginosa
kontaminiert. Damit wurde die Aktivitdt des Testbakteriums aus der oberen in die untere

Kammer durch den ungeflillten Wurzelkanal nachgewiesen.

Um auszuschlieRen, dass Bakterien zwischen Impregum™ und Zahn sowie zwischen
Impregum™ und Versuchsglas in die untere Kammer gelangen, wurden die
Durchlassigkeitskontrollen durchgeflihrt. Da alle unteren Kammern der Versuchskorper auch
nach 48 Tagen frei von Mikroorganismen waren, konnte die Dichtigkeit des Testsystems
Uber einen langeren Zeitraum nachgewiesen werden. Zum Ausschluss einer
Fremdkontamination wahrend der Probenentnahme, beziehungsweise schon bei der
Herstellung der Versuchskdrper oder durch ungenigend sterilisierte Materialien, wurde die
Fremdkontaminationskontrolle durchgefiihrt. Bei der Kontrolle der oberen und unteren
Kammer wurde in einem Zeitraum von 48 Tagen kein Bakterienwachstum nachgewiesen.
Somit konnte eine Fremdkontamination wahrend der Herstellung der Versuchskérper und
wahrend der Probenentnahme ausgeschlossen werden. Es konnte gezeigt werden, dass das

Autoklavierverfahren der Zahne auch im Wurzelkanal erfolgreich war.
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Fur die Durchlassigkeits-, Dichtigkeits- und Fremdkontaminationskontrollen zur
Anwendbarkeit des entwickelten Testsystems wurde sowohl ein qualitatives
Nachweisverfahren mit Dreidésenausstrichen, als auch ein quantitatives Nachweisverfahren
mit Verdinnungsreihen in Dreifachbestimmung (Tab. 5) durchgefiihrt. Die Ergebnisse beider
Nachweisverfahren Uber den Zeitpunkt der Kontamination der unteren Kammer mit dem

Testbakterium stimmen miteinander Uberein.

Tabelle 5: Ergebnisse der Verdinnungsreihen der Versuche zur Anwendbarkeit des

Testsystems in Mittelwert £ Standardabweichung (Einheit: KBE/ml)

Kammer A Kammer B
Kontrollgruppen Entnahmetag
[KBE/mI] [KBE/mI]
Durchléssigkeitskontrolle 0
= 4,8x10°+ 4,0x10° | 1,6x10" + 7,7x10’
(n=6)
Dichtigkeitskontrolle (n=6) 0 5,2x10%+ 3,2x10° kein Wachstum
Fremdkontaminationskontrolle
ein Wachstum ein Wachstum
(n=8) 0 kein Wachst kein Wachst
n=
Durchléassigkeitskontrolle
(n=6) ! 7,5x10%+ 5,2x10° | 1,1x108% 7,1x107
Rlehiig s el (=) 1 2,6x10%+ 2,0x10° |  kein Wachstum
Fremdkontaminationskontrolle ) )
ein Wachstum ein Wachstum
(n=8) 1 kein Wachst kein Wachst
n=
Durchlassigkeitskontrolle 7
(n=6) 2,7x107+ 1,7x10” | 2,9x10°%+ 5,5x10°
Dichtigkeitskontrolle (n=6) 7 6,2x10°+ 6,0x10° |  kein Wachstum
Fremdkontaminationskontrolle ) )
(n=8) 7 kein Wachstum kein Wachstum
n=

45 Exemplarische Uberprifung des Testsystems mit einem
gualitativen Nachweisverfahren

Zur exemplarischen Uberpriifung des Testsystems sollten unterschiedliche Materialien zur
Wurzelkanalfuillung getestet werden. Um dies darzustellen, wurde Guttapercha allein und mit
zwei unterschiedlichen Sealern in Kombination mit lateraler Kondensation getestet. Zum

qualitativen Nachweis auf Bakterien wurde ein Dreiésenausstrich durchgeflhrt.
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45.1. Exemplarische Uberpriifung: Bakteriendurchlassigkeit von
Guttapercha in Kombination mit lateraler Kondensation

Die exemplarische Uberpriifung von Guttapercha ergab, dass bereits ab Tag 0 83% (5 von 6
Versuchskdrpern) der Versuchskdrper im Mittelwert bakteriendurchlassig waren. Ab dem 19.
Tag waren 6 von 6 Versuchskdrpern mit ausschliel3lich mit Guttapercha gefiillten Zahnen
bakteriendurchlassig (Abb. 31). Diese Ergebnisse konnten mittels Dreidsenausstrich als

Methode zum qualitativen Bakteriennachweis ermittelt werden.

100 1 0 Bl B B
90 1
80 1
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Bakterienwachstum in %

0 1 4 5 7 8 9 10 19 26 34 48
Zeit in Tagen

Abbildung 31: Bakteriendurchlassigkeit von Guttapercha in Kammer B der Versuchskérper (n=6)




Kapitel 4 Ergebnisse Seite 39

45.2 Exemplarische Uberprifung: Bakteriendurchlassigkeit von
Guttapercha mit dem Sealer AH Plus™ in Kombination mit
lateraler Kondensation

Bei der exemplarischen Uberpriifung von Guttapercha und dem Sealer AH Plus™ in lateraler
Kondensation waren 17% der Versuchskdrper (1 von 6) ab Tag 7 bakteriendurchlassig. Ab
Tag 9 lag die Bakteriendurchlassigkeit der wurzelgefilliten Zahne bei 33% (2 von 6) und am
Tag 19 bei 50% der Prufkérper (3 von 6) eine Kontamination der unteren Kammer vor. Ab
dem Tag 26 stieg die Anzahl der Prifkérper mit einer kontaminierten unteren Kammer auf
67% (4 von 6) an und blieb bis zum Tag der letzten Probenentnahme auf diesem Niveau
(Abb. 32).
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Abbildung 32: Bakteriendurchlassigkeit von Guttapercha und AH Plus™ in Kammer B der

Versuchskoérper (n=6)
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4.5.3 Exemplarische Uberprifung: Bakteriendurchlassigkeit von
Guttapercha mit dem Sealer EndoREZ® in Kombination mit
lateraler Kondensation

Die exemplarische Uberpriifung der Versuchskdrper mit Guttapercha und dem Sealer
EndoREZ® ergab ab Tag 9 eine Bakteriendurchlassigkeit der Wurzelkanalfiillung von 17%
der Prufkérper (1 von 6). Ab dem 10. Tag stieg die Anzahl der Versuchskorper mit
kontaminierten unteren Kammern auf 50% (3 von 6) an. Diese Zahl anderte sich nicht bis

zum letzten Tag der Probenentnahme (Abb. 33).
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Abbildung 33: Bakteriendurchlassigkeit von Guttapercha und EndoREZ® in Kammer B der
Versuchskoérper (n=6)




Kapitel 4 Ergebnisse Seite 41

4.6 Exemplarische Uberprufung des Testsystems mit einem
guantitativen Nachweisverfahren

Der  quantitative Bakteriennachweis konnte mittels  Verdlinnungsreihen in

Dreifachbestimmung am Tag 0, 1 und 7 durchgefihrt werden.

4.6.1 Exemplarische Uberprifung: Bakteriendurchlassigkeit von
Guttaperchain Kombination mit lateraler Kondensation

Dieser ergab flr den Tag 0 im Mittelwert eine bakterielle Besiedelung der unteren Kammer
von 4,4x10°® + 3,9x10° KBE/ml. Am Tag 1 konnte ein Mittelwert + Standardabweichung von
8,8x10” + 6,7x10” KBE/ml und am Tag 7 3,0x10° + 2,2x10° KBE/ml quantifiziert werden (Tab.
6).

4.6.2 Exemplarische Uberpriufung: Bakteriendurchlassigkeit von
Guttapercha mit dem Sealer AH Plus™ in Kombination mit
lateraler Kondensation

Die Auswertung der quantitativen Ergebnisse zur bakteriellen Besiedelung der unteren
Kammer mittels Verdinnungsreihe ergab ab Tag 7 eine bakterielle Kontamination der
unteren Kammer mit einem Mittelwert + Standardabweichung von 5,6x10” + 4,3x10” KBE/ml.
Am Messtag 0 und 1 lag keine Kontamination der unteren Kammer vor (Tab. 6). Auch bei der
Uberpriifung von Guttapercha und AH Plus™ konnten sowohl das qualitative als auch das

quantitative Nachweisverfahren angewendet werden. Die Ergebnisse decken sich zeitlich.

4.6.3 Exemplarische Uberpriufung: Bakteriendurchlassigkeit von
Guttapercha mit dem Sealer EndoREZ® in Kombination mit
lateraler Kondensation

Die Ergebnisse der am Tag 0, 1 und 7 durchgeflhrten Verdlnnungsreihen zur quantitativen
Bakteriennachweis lagen bei einem Mittelwert + Standardabweichung von 0 + 0 KBE/ml in
den B-Kammern der Versuchskdrper (Tab. 6). Das entspricht den Ergebnissen der

Dreidosenausstriche.
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Tabelle 6: Ergebnisse der Verdiinnungsreihen bei der exemplarischen Uberpriifung des Testsystems in
Mittelwert + Standardabweichung (Einheit: KBE/ml)

Material Kammer A Kammer B

- Entnahmetag

(jeweils n=6) [KBE/mI] [KBE/mI]
Guttapercha 0 1,4x10° + 8,8x10’ 4,4x10° + 3,9x10°
Guttapercha/AH Plus™ 0 2,2x10% + 2,7x108 kein Wachstum
Guttapercha/EndoREZ® 0 1,4x10°£ 9,9x10" kein Wachstum
Guttapercha 1 4,0x10° + 3,9x10° 8,8x10" + 6,7x10’
Guttapercha/AH Plus™ 1 2,0x10%+ 1,8x108 kein Wachstum
Guttapercha/EndoREZ® 1 3,3x10%+ 3,8x108 kein Wachstum
Guttapercha 7 1,9x10” + 1,4x10’ 3,0x10° + 2,2x10°
Guttapercha/AH Plus™ 7 1,4x107 + 1,2x10’ 5,6x10" + 4,3x10’
Guttapercha/EndoREZ® 7 1,8x107 + 1,4x10’ kein Wachstum

Die Ergebnisse zeigen, dass zwei unterschiedliche Nachweisverfahren zur Uberpriifung der
Bakteriendurchlassigkeit bei Guttapercha angewendet werden kdnnen. Die Ergebnisse des
Bakteriennachweises stehen in  zeitlicher

quantitativen und des qualitativen

Ubereinstimmung zueinander.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass mit dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
Testsystem die Bakteriendurchlassigkeit von unterschiedlichen Wurzelkanalfillmaterialien
untersucht werden kann. Das durch die Wurzelfullung von der oberen in die untere Kammer
gelangte Testbakterium ist sowohl quantitativ als auch qualitativ zu beurteilen. Hierbei
erweist sich das qualitative Nachweisverfahren als am besten geeignet, da lediglich die
Aussage getroffen werden muss, ob eine Wurzelkanalfiillung fir Bakterien durchlassig
geworden ist und nicht, wie viele Bakterien durch die Wurzelkanalfiillung diffundieren; zudem

ist die qualitative Nachweismethode kostenglinstiger und zeitsparender.
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5 Diskussion

5.1 Bisherige Testsysteme

Um Wourzelkanalftillmaterialien zu testen und direkt miteinander vergleichen zu kénnen, ist
ein Testsystem notwendig, welches aus verfiigbaren, bekannten Materialien besteht und fir
Langzeituntersuchungen eingesetzt werden kann. Es sollte sich um ein bakterielles
Testsystem handeln, um die Gegebenheiten der Mundhohle simulieren zu kénnen. Die
Vorbereitungen der Materialien sollten ebenfalls mit gangigen Verfahren durchzufiihren sein.
Zudem sollte der Aufbau durch eine Probenentnahme in seiner Stabilitat nicht gefahrdet

werden. Eine Fremdkontamination wahrend der Probenentnahme muss zu vermeiden sein.

Bei den Testsystemen nach Barthel et al. [2001] (Abb. 6), Mileti¢ et al. [2002] (Abb. 7) und
De Deus et el. [2006b] (Abb. 9) wurde die Gassterilisation mit Ethylenoxid angewendet.
Durch die hohe Toxizitdt der Gase, die enorme Explosionsgefahr und die komplizierte
Handhabung gilt dieser Sterilisationsvorgang als nicht mehr zeitgemaf und ist im klinischen

Routinebetrieb nur noch in geringem Umfang vorzufinden [Amaechi et al. 1998].

Die Zahne fiur das Testsystem nach Clark-Holke [2003] (Abb. 8) wurden in sterilem
destilliertem Wasser gewaschen und in Thymol aufbewahrt. AnschlieRend wurden die
Wurzelkanadle aufbereitet und gefiillt. Zur Fixierung der Zahne im Testsystem wurde
Klebewachs verwendet, welches nicht sterilisiert werden kann. Eine Fremdkontamination ist

nicht auszuschlief3en.

Bei den Testsystemen nach Barthel et al. [2001] (Abb. 6), Mileti¢ et al. [2002] (Abb. 7) und
De Deus et al. [2006b] (Abb. 9) ist eine Mehrfachentnahme nicht moglich, da beide
Kammern voneinander getrennt werden mussen, um eine Probe zu entnehmen. Damit ist
der Versuchskdrper nicht erneut zu verwenden und nicht fir Langzeituntersuchungen mit

mehrfacher Probenentnahme geeignet.

5.2 Vergleich des in dieser Pilotstudie entwickelten Testsystems mit

vorhandenen Systemen

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Testsystem zur Untersuchung der
Bakteriendurchlassigkeit von Wurzelkanalfiillmaterialien entwickelt (Abb. 30). Dabei konnte
gezeigt werden, dass es moglich ist ein System herzustellen, mit dem ausgewahlte
hygienische, mikrobiologische und zahnmedizinische Fragestellungen Uberprift werden

kénnen. Zusatzlich konnte das entwickelte System flir eine Inkubation bei 400 U/min und zur
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haufigen Probenentnahme stabilisiert werden. Weiterhin konnte in dieser Arbeit
exemplarisch gezeigt werden, dass unterschiedliche zahnarztliche Materialien unter gleichen

Bedingungen direkt miteinander verglichen werden kdénnen.

Gegen den Einsatz von Ethylenoxid in der vorliegenden experimentellen Arbeit spricht, dass
keine Aussage uUber den Verbleib toxischer Substanzen in den Wurzelkanédlen getroffen
werden kann. Zudem gilt das Autoklavierverfahren als die effizienteste und am weitesten
verbreitete Methode zur Sterilisation von Zahnen [Amaechi et al., 1998]. Da jede
Komponente fir das in dieser Arbeit entwickelte Testsystem entweder autoklaviert oder auf
Kontaminationsfreiheit tGberprift wurde, lasst sich das Risiko einer Fremdkontamination und
damit einhergehende falsch positive Ergebnisse minimieren. Zudem erfolgte die
Wurzelkanalfullung und die Fertigung der Versuchskorper unter sterilen Bedingungen unter

der Clean Bench. Die Probenentnahmen erfolgten ebenfalls unter sterilen Bedingungen.

Im Gegensatz zu den Testsystemen nach Barthel et al. [2001], Mileti¢ et al. [2002], Clark-
Holke [2003] sowie De Deus et al. [2006b] wurde durch die Verwendung des Kunststoffes
Pattern Resin eine Stabilisierung der Versuchskorper erreicht. Jeder Versuchskorper konnte
dadurch auf einem Schuttelrihrer inkubiert werden und hielt dieser mechanischen und
thermischen Belastung stand. Somit konnte die Bakteriensuspension in Bewegung gehalten

und ein Absetzen der Bakterien vermieden werden.

Im Vergleich zu den Testsystemen nach Barthel et al. [2001] (Abb. 6), Mileti¢ et al. [2002]
(Abb. 7) und De Deus et al. [2006b] (Abb. 9) kann bei dem in dieser Arbeit entwickelten
Testsystem eine Probenahme unter sterilen Bedingungen wiederholt erfolgen. Da die obere
und die untere Kammer unabhangig voneinander durch den Drehverschluss gedffnet und
auch wieder geschlossen werden kénnen, ist eine Fremdkontamination vermeidbar und das
System auch weiterhin fiir Probenentnahmen unter sterilen Bedingungen nutzbar. Somit ist
der Priufkérper fur Langzeituntersuchungen mit regelmaRigen Probenentnahmen und

eventuell zusatzlich notwendiger Befiillung einsetzbar.

Ein weiterer Vorteil der Probenentnahme aus beiden voneinander getrennten Kammern liegt
darin, dass neben einer rein optischen Einschatzung einer bakteriellen Kontamination durch
eine vorliegende Tribung der Nahrbouillon zusatzlich mehrmalige mikrobiologische
Nachweisverfahren durchgefuhrt werden konnen. Dies steht im Gegensatz zu den Systemen
nach Barthel et al. [2001], Mileti¢ et al. [2002] sowie De Deus et al. [2006b], bei denen eine
Kontamination lediglich durch Trabung nachweisbar ist oder nur eine einmalige

Probenentnahme erfolgen kann, wobei eine anschlieBende Wiederverwendung nicht mehr
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moglich ist. Bei dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten System ist dem gegeniber
frihzeitig eine Aussage Uber die Durchlassigkeit der Wurzelkanalfullmaterialien fur Bakterien
zu treffen, ehe eine Trubung der Bouillon sichtbar ware. Das macht die Beantwortung der
Fragestellung moglich, zu welchem Zeitpunkt eine bakterielle Infektion der regio apicalis
auftritt und unbehandelt zu einer apikalen Parodontitis flhren kann. Durch mogliche
Ergebnisse Uber das Langzeitverhalten von Wurzelkanalfilimaterialien unter realitdtsnahen
Bedingungen kénnten Aussagen getroffen werden, die gegebenenfalls entstehende schwere

Infektionen des Kieferknochens bis zur Folge des Zahnverlustes verhindern kdnnten.

5.3 Aufbau des Testsystems
5.3.1 Vereinheitlichung und Stabilisierung

Jeder Zahn wurde nach identischem Vorgehen verarbeitet, d.h. zur Aufbereitung der
Wurzelkanale aller Z&hne wurde dieselbe Sequenzart verwendet und jeder Prifkérper wurde
aus den gleichen Materialien erstellt. Da von Seiten der Versuchsanordnung keine Variablen
entstanden, konnten unterschiedliche Wurzelfullmaterialien unter identischen Bedingungen

gepruft und miteinander verglichen werden.

Um jeden Prifkérper Uber die gesamte Testzeit in einem Inkubator bei 400 U/min ohne
Beschadigung bebriten zu kénnen, war eine ausreichende Stabilisierung des Testsystems
notwendig, damit es der mechanischen Belastung standhalten konnte. Die Stabilisierung
wurde mit Hilfe des zahnarztlichen Kunststoffes Pattern Resin erreicht. Durch die starre
Verbindung der beiden Kammern konnte eine Drehbewegung der Glaser beim Offnen
beziehungsweise wahrend der Probenentnahme vermieden werden. Durch ein unfreiwilliges
Verdrehen wére der Kontakt zwischen Impregum™ und Zahnwand gefahrdet gewesen und
Bakterien hatten leicht aus der oberen in die untere Kammer gelangen kénnen. Dass diese
Stabilisierung in den 48 Tagen suffizient war, konnte mit den Dichtigkeitskontrollen bewiesen
werden (Tab. 5). Dabei wurden untrepanierte Zahne verwendet. In die obere Kammer wurde
das Testbakterium P. aeruginosa gegeben. Aus der unteren Kammer wurden Uber den
gesamten Testzeitraum regelmaRig Proben entnommen und sowohl quantitativ als auch
qualitativ auf ein Bakterienwachstum untersucht. Da in den unteren Kammern keine
Kontamination mit dem Testbakterium nachzuweisen war, konnte gezeigt werden, dass die
angewendeten Malnahmen zur Vereinheitlichung und Stabilisierung des entwickelten

Testsystems ausreichend waren.
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5.3.2 Bakteriostatische und bakteriotoxische Eigenschaften der

verwendeten Testmaterialien

Die zur Herstellung des Testsystems verwendeten Materialien wurden mit dem Hemmhoftest
auf eine mogliche Beeinflussung des Bakterienwachstums Uberprift (Tab. 4). Die
Papierspitzen, Guttapercha und das Impregum™ zeigten keinen Hemmhof und konnten somit
ohne Bedenken im Priifkdrper angewendet werden. Die Sealer AH Plus™ und EndoREZ®
hatten beide Einfluss auf das Wachstum von P. aeruginosa. Der Hemmhof von EndoREZ®
war etwas ausgepragter als der Hemmhof von AH Plus™. Somit besitzt EndoREZ® eine
starkere inhibitorische Wirkung. Sealer wie AH Plus™ und EndoREZ® haben in der
Endodontie die Aufgabe, einen direkten Verbund zwischen Wurzelkanalfiillmaterialien und
Wurzelkanalwand zu schaffen. Dadurch soll mechanisch verhindert werden, dass Bakterien
in den Apex vordringen. Zusétzlich sollen die Sealer Uber eine Bakterientoxizitat verfigen,
damit die eventuell im Wurzelkanal verbliebenen Bakterien abgetotet werden. Diese Wirkung
hat sich in der exemplarischen Uberpriifung nicht auf die Ergebnisse ausgewirkt. Es konnte

weiterhin P. aeruginosa in der Kammer A nachgewiesen werden.

Die mdgliche Insuffizienz der gesamten Wurzelkanalfullung stellt ein Hauptproblem in der
Endodontie dar. Dabei ist der Zeitpunkt der Insuffizienzen von grofl3er Bedeutung. Dieser ist
mit dem entwickelten Testsystem nachweisbar. Daraus lasst sich schlielen, wie lange eine
Wurzelkanalfillung mit unterschiedlichen Sealern und beispielsweise einer provisorischen
Fullung der Zugangskavitat bakteriendicht ist. Diese Erkenntnis kann gegebenenfalls
praktisch genutzt werden, um abzuschatzen, welches Fullungsmaterial angebracht ist, um

die Wurzelkanalfiillung auch von koronal von der Mundhéhle abzuschirmen.

5.4 Anforderungen und Anwendbarkeit des Testsystems

54.1 Hygienische Anforderungen

Um den hygienischen Ansprichen gerecht zu werden und eine Kontamination des
Prifkérpers zu vermeiden, wurden alle Zahne in 0,9%iger Kochsalzlésung bei 121°C und
1 bar fir 20 Minuten im Dampfsterilisator nach der maschinellen Wurzelkanalaufbereitung
autoklaviert. Dieser Vorgang ist noétig, da Bakterientoxine und infiziertes oder steriles
Pulpagewebe nach erfolgter Wurzelkanalbehandlung in unbehandelten Bereichen verbleiben
konnen [Peters, 2004]. Diese sind fir den Misserfolg einer endodontischen Therapie
mitverantwortlich, da verbliebene Mikroorganismen in der Lage sind, sich in den

Seitenkanalen und in den akzessorischen Wurzelkanalen zu vermehren. Bakterien besitzen
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die Fahigkeit, Uber das Foramen apicale das periapikale Gewebe zu besiedeln. Dort kommt
es dann haufig durch Endotoxine zu einer Entziindung, der Parodontitis apicalis [Reuver,
2005].

Alle Komponenten des Testsystems, die zu einer Fremdkontamination fiihren konnten,
wurden sterilisiert. Mit der Untersuchung auf eine externe Kontamination mit Proben in TSB
und auf Columbia-Agar konnte kein Bakterienwachstum nachgewiesen werden. Die
Prufkérper zur Fremdkontaminationskontrolle blieben Uber den gesamten Zeitraum von 48
Tagen ohne einen Nachweis einer bakteriellen Besiedlung (Tab. 5). Dies konnte durch
mehrere Probenentnahmen und Nachweisverfahren auf bakterielles Wachstum belegt

werden.

54.2 Mikrobiologische Anforderungen

Die = Wachstumsbedingungen fiir das  Testbakterium  konnten  durch  das
Universalnahrmedium TSB, die Prifung der bakteriostatischen und bakteriotoxischen
Eigenschaften der zahnarztlichen Materialien sowie durch eine Inkubation bei 37°C und 400
U/min erfillt werden. Somit konnten die zugefiihrten Testbakterien unter den erforderlichen
Umweltbedingungen metabolisieren und sich vermehren. Durch die Lagerung in einem
Inkubator mit Rdttelplatte konnte ein Absetzen der Bakterien verhindert und eine
gleichmalige Bewegung der Nahrlésung erreicht werden. Zudem konnten anaerobe
Bedingungen flir P. aeruginosa geschaffen werden, da die Kammern mit einem
Schraubverschluss luftdicht geschlossen werden konnten. Da das Bakterium fakultativ
anaerob metabolisiert, musste wahrend der Probenentnahme nicht auf die Sauerstoffzufuhr
geachtet werden. Es musste ausschlieRlich das Uberleben von P. aeruginosa sichergestellt
werden. Dass diese Anforderung erflllt wurde, zeigen die Durchldssigkeitskontrollen (Tab.
5). Uber einen Zeitraum von 48 Tagen konnte mittels mikrobiologischer Nachweisverfahren

das Uberleben und die Vermehrung des Testbakteriums nachgewiesen werden.

54.3 Zahnmedizinische Anforderungen

Das Testsystem konnte mit Hilfe von handelsiiblichen, bereitstehenden zahnarztlichen
Materialien entwickelt werden. Zur Fixierung der beiden Kammern und dem
dazwischenliegenden Zahn konnte ein géngiges Abformmaterial (Impregum™) verwendet
werden. Das Impregum” erwies sich liber den Versuchszeitraum von 48 Tagen als dicht und
dimensionsstabil. Mit Hilfe der Stabilisierung von auf’en durch den dentalen Kunststoff

Pattern Resin blieben beide Kammern voneinander abgeschlossen. Diese Aussage konnte
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in den Dichtigkeitsprifungen (Tab. 5) mit untrepanierten Zahnen bewiesen werden.

Durch die Entwicklung eines 2-Kammer-Systems, die Inkubation bei 37°C, die Verwendung
der Nahrlésung TSB und dem parodontitisrelevanten Testbakterium P. aeruginosa konnte
ein Bereich der naturlichen oralen Flora simuliert werden. Da P. aeruginosa als fakultativ
anaerober Mikroorganismus Sauerstoff verstoffwechselt [Worlitzsch et al., 2002] kénnen im
Einzelfall auch in Kammer B anaerobe Verhaltnisse vorliegen, ohne dass das Testbakterium
zu Grunde geht. Auch in vivo, d.h. im Kieferknochen sind in der regio apicalis ebenfalls

sauerstoffarme Verhaltnisse vorzufinden [Assed et al., 1996].

Somit wurde ein in vitro-Prufkdrper unter Einbeziehung der in vivo-Bedingungen entwickelt,
d.h. ein Testsystem, das in der Lage ist, die jeweilige Fragestellung realitdtsnah beantworten

zu konnen.

5.5 Exemplarische Uberprifung des Testsystems mit
unterschiedlichen Wurzelkanalfulimaterialien

551 Auswahl der Wurzelkanalfullmaterialien

Da die alleinige Anwendung von Guttapercha fiir eine erfolgreiche dichte Wurzelkanalfiillung
nicht ausreichend ist, wurde bei der exemplarischen Uberpriifung des Testsystems
zusatzlich eine Kombination aus Guttapercha und Sealer verwendet [Hata et al., 1995;
Pommel und Camps, 2001]. Einige Sealer sind wahrend ihrer Abbindephase nicht
dimensionsstabil genug. Es kann zu einer Schrumpfung von mehr als 1% kommen. Dies
reicht aus, um einen Raum fir Bakterien zu schaffen [Orstavik et al., 2001].

Auf Grund der geringen Expansion von 1% wahrend des Abbindeprozesses ist AH Plus™ das
Mittel der Wahl und am meisten verbreitet [Orstavik et al., 2001]. AH Plus™ basiert auf
Epoxid-Amin-Polymer und ist ein rontgenopakes Zweikomponenten-Wurzelkanalfullmaterial.
AH Plus™ hértet erst nach 24 Stunden aus. Durch die lange Aushartungsphase lasst sich AH

Plus™ im Falle einer Revision wieder leicht entfernen.

In der Endodontie gewinnen mittlerweile adhasive Sealer gegeniiber den konventionellen
Sealern an Popularitat [Thonemann et al., 2007]. Dazu zahlt unter anderem der EndoREZ®-
Sealer. Es handelt sich hierbei um einen dualhdrtenden Sealer. EndoREZ® ist der einzige
hydrophile Sealer, der keinen Primer benétigt. Er hat hervorragende Fliel- und
Benetzungseigenschaften und lasst sich optimal blasenfrei applizieren. Es kommt zu einer
Abbindephase mit vollstandiger Aushartung. Dennoch ist der Sealer fur Stiftpraparationen

und Revisionen leicht entfernbar. Durch seine hydrophilen Eigenschaften ist auch bei leicht
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feuchten Kanalen ein randdichter Verschluss méglich. EndoREZ® ist ein UDMA-basiertes
Komposit. Dank der Dualhartung kann nach Aushartung der obersten Schicht mit Licht sofort
eine Deckfullung gelegt werden. Der Sealer ist biokompatibel und weist eine ahnliche

Roéntgenopazitat wie Guttapercha auf [Herbert et al., 2008].

Zur exemplarischen Uberpriifung des Testsystems wurden der AH Plus™-Sealer als der am
weitesten verbreitete konventionelle Sealer und der EndoREZ®-Sealer als neuer und
weiterentwickelter Sealer aus der Gruppe der adhasiven Versiegler verwendet. Durch diese
Auswahl der Sealer wurden ein konventionelles Produkt und ein hochinnovatives Produkt fur
die exemplarische Uberpriifung der Anwendbarkeit des Testsystems verwendet. Damit
konnte gezeigt werden, dass das System in der Lage ist, sowohl etablierte Materialien, als
auch Materialien, die entweder neuentwickelt oder noch in der Erprobung sind, zu

Uberprifen.

5.5.2 Bakteriendurchlassigkeit der verwendeten  Wurzelkanal-
fullmaterialien

In den Untersuchungen konnte exemplarisch gezeigt werden, dass Guttapercha allein ohne
einen Verschluss durch eine Aufbaufillung bereits ab dem ersten Tag durchlassig flr
Bakterien ist. Das liegt daran, dass bei der alleinigen Anwendung von Guttapercha kein
Verbund mit der Wurzelkanalwand erreicht wird und akzessorische Wurzelkanale nicht
gefullt werden kdnnen [Skinner und Van Himmel, 1987]. Deshalb wird eine Kombination aus
Guttapercha und einem Sealer empfohlen [Hata und Kawazoe, 1995; Page et al., 1995;
European Society of Endodontology, 2006]. Sealer erfiillen die Aufgabe, kleine Licken
zwischen Kanalwand und Guttapercha auszugleichen sowie akzessorische Wurzelkanale
und Dentintubuli zu verschlieen [Tronstad et al., 1988; Weiger et al., 1995; De Deus et al.
2006b].

Guttapercha mit dem AH Plus™-Sealer ist ohne eine Versorgung der Zugangskavitat der
Zahne in dieser Pilotstudie erst spater durchlassig fir Bakterien als Guttapercha allein, wobei
im Vergleich zum EndoREZ®-Sealer eine kiirzere Zeitspanne bis zur Insuffizienz der
Wourzelkanalfullung vorliegt. Dieses Ergebnis lasst sich auf die Materialeigenschaften von
EndoREZ® zuriickfilhren. Die meisten Sealer unterliegen einer Resorption. Aus diesem
Grund sollte die Sealerschicht zwischen Guttapercha und Kanalwand so diunn wie mdglich
gehalten werden, um Hohlrdume nach Resorption zu vermeiden [Mutal und Gani, 2005].
EndoREZ® ist durch den UDMA-basierten Kompositanteil resistenter gegeniiber
Resorptionsvorgéngen. AuBerdem ist EndoREZ® dualhértend, somit schneller dicht, und

hydrophil, was eine Randstandigkeit an die Kanalwand ermdglicht.
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Fur alle drei untersuchten Varianten der Wurzelkanalftillung war es moglich, qualitative und
quantitative Nachweisverfahren anzuwenden. Obwohl beide Sealer einen hemmenden
Einfluss auf das Wachstum von Bakterien haben, wie im Hemmhoftest gezeigt werden
konnte, kam es nicht zu einem Absterben oder zu einer Beeintrachtigung des Stoffwechsels
und der Vermehrung der zugeflhrten Bakterien. Somit ist anzunehmen, dass zwar eine
leicht bakterizide Wirkung der Sealer vorliegt, diese aber nicht vor dem erneuten Eindringen
von Mikroorganismen und einer daraus resultierenden Parodontitis apicalis schutzt, sondern

eher auf eventuell noch im Wurzelkanal verbliebene Bakterien wirkt.

Mit dem entwickelten Testsystem sind Langzeituntersuchungen unterschiedlicher
Wurzelkanalfillmaterialien denkbar, da durch die beiden voneinander getrennten und
wiederverschlieBbaren Kammern ein erneutes Beflllen mit einem Nahrmedium oder einer
frischen Bakteriensuspension moglich ist. Dadurch kénnen Aussagen uber die Qualitat und
Anwendungsmdglichkeiten von Wurzelkanalfllimaterialien auch (ber einen langeren

Zeitraum getroffen werden.

5.6 Vergleich qualitativer und quantitativer Nachweisverfahren

Die Bakteriendurchlassigkeit von Wourzelkanalfillmaterialien konnte durch zwei
unterschiedliche Nachweisverfahren festgestellt werden. Die quantitative Bestimmung einer
Kontamination der unteren Kammern erfolgte durch die mikrobiologische Verdinnungsreihe,
die qualitative Bewertung mit dem Dreibésenausstrich. Hierbei zeigte sich, dass die
Quantifikation des Testbakteriums (Verdinnungsreihe) zur Uberpriifung der bakteriellen
Durchlassigkeit nicht notwendig ist, da die Information ausreicht, wann die
Wurzelkanalfullung insuffizient wird, und nicht, in welcher Anzahl die Mikroorganismen durch
die Wurzelfillung diffundieren. Sobald die Fullung fir Bakterien insuffizient wird, muss die
Substratzufuhr und der Nachstrom weiterer Mikroorganismen gestoppt werden. Daher reicht
es unserer Ansicht nach aus, ein rein qualitatives Vorgehen zu wahlen. Aullerdem ist die
Anfertigung von Verdlinnungsreihen sehr zeit- und materialaufwendig und daher mit hohen
Kosten verbunden. Die Quantifikation des Testbakteriums ist zur Prifung der bakteriellen
Dichtigkeit nicht zwingend erforderlich. Um die Fragen zu klaren, ob und wann Bakterien
durch  Wurzelkanalfillungen gelangen, bietet der Dreidsenausstrich ausreichend
zuverlassige Ergebnisse. Die Methode ist als kostenglnstige Routinemethode der

Bakterienquantifikation vorzuziehen.
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Das in dieser Studie entwickelte System eignet sich, um Fragestellungen in der Zahnmedizin
unter in vivo-ahnlichen in vitro-Bedingungen zu untersuchen.

Um  statistisch  belegbare Aussagen Uber die Bakteriendurchlassigkeit von
Wurzelkanalfullmaterialien treffen zu kénnen, muss jedoch Uber diese Pilotstudie hinaus ein

erhohter Probenumfang gepruft werden.

5.7 Anwendungsmoglichkeiten

Das entwickelte Testsystem kann flr eine Vielzahl von Fragestellungen in der Zahnmedizin
eingesetzt werden. Es sind Langzeituntersuchungen unterschiedlichster Materialien und
Methoden zur Aufbereitung und Fullung von Wurzelkanalen sowie von konservierenden und
prothetischen Verschlissen der endodontischen Zugangskavitaten denkbar.

Zusatzlich ist es mit diesem System mdglich, kariostatische Substanzen wie Fluoride oder
CHX-Lacke auf ihre Wirksamkeit bei bestrahlten Zahnen im Vergleich zu gesunden Zahnen
zu prufen. Durch den einheitlichen Aufbau sind beispielsweise ein direkter Vergleich von
Fullungsmaterialien beziehungsweise das Verhalten der Randstandigkeit sowie das

Entstehen einer sekundaren Karies unter Anwesenheit von Zuckern und Sauren maglich.

Auch eine Anwendung zur Klarung von Fragen in der Kieferorthopadie zur Kariesprophylaxe
an festsitzenden kieferorthopadischen Apparaturen ist denkbar. Da in dem entwickelten
Versuchskdrper die Umgebungsbedingungen der Mundhéhle simuliert werden kdnnen, ist
dieses System zur Testung neuer Materialien geeignet, bevor sie am Menschen angewendet
werden kénnen.
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6 Schlussfolgerungen

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte Testsystem kann zur Klarung von
diversen Fragestellungen in der Zahnmedizin eingesetzt werden, die auf der Grundlage einer
Simulation der oralen Verhaltnisse in vitro zu bearbeiten sind. Dabei beschrankt sich die
Einsatzfahigkeit nicht nur auf das Gebiet der Endodontologie. Das Testsystem kann

zusatzlich in anderen Teilbereichen der Zahnmedizin eingesetzt werden.

Das Design des Testkorpers wurde unter Berlcksichtigung der in der Literatur von
verschiedenen Autoren konzipierten, fur vergleichbare Anwendungen einzusehenden
Systeme, gestaltet. Dabei fanden deren Defizite, wie z.B. mangelnde Stabilitdt oder fehlende
Méglichkeiten einer wiederholten Probenentnahme sowie schwierige Umsetzbarkeit fir

Routineprifungen Berlcksichtigung.

Die Verbesserungen fiihrten zu einem Vorschlag eines Testsystems, das zur Uberpriifung
der Bakteriendurchlassigkeit von Wurzelkanalfilimaterialien eingesetzt werden kann, sofern

in weiteren Experimenten eine entsprechende Absicherung erzielt wird.

Im Vergleich mit Farbstoffpenetrationssystemen und Fluid Movement Methods konnte in der
vorliegenden Arbeit ein bakterielles Testsystem entwickelt werden, mit dem es mdglich ist
die Situation der Mundhohle unter mikrobiologischen und anatomischen Aspekten simulieren
zu koénnen. Dadurch sind realitdtsnahe Aussagen (Uber das Verhalten der

Wourzelkanalfullmaterialien moglich.
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7 Zusammenfassung

Die chronische apikale Parodontitis stellt bei Patienten mit erfolgter endodontologischer
Behandlung eine haufige Komplikation durch eine chronische bakteriell verursachte
Inflammation des Parodonts dar. Wenn der Wourzelkanal infiziert ist und
Wurzelkanalinstrumente Uber das Foramen apicale hinaus appliziert werden und somit das
periapikale Gewebe verletzt wird, kann es zu einer Infektion des Parodonts kommen. Diese
kann in eine chronische Inflammation mit daraus folgenden zystischen Veranderungen
Ubergehen und zu osteolytischen Prozessen im Kieferknochen sowie Abszessen fihren.

Die insuffiziente Wurzelkanalftllung ist eine der haufigsten Ursachen fur die chronisch
apikale Parodontitis. Dabei ist zu klaren, ob die verwendeten Materialien oder die
angewandte Wurzelkanalfilltechnik den Grund fir eine insuffiziente Wurzelkanalftllung
darstellen. Bisher ist keine ausreichend geeignete Methode entwickelt worden, um
Wurzelkanalfillmaterialien und Wourzelkanalfilltechniken auf bakterielle Dichtigkeit und

Undurchlassigkeit unter praxisnahen Bedingungen zu testen.

Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Studie ein Prifsystem fiur die
Bakteriendurchlassigkeit von Wurzelkanalfullmaterialien entwickelt und unter praxisnahen in
vitro-Bedingungen getestet. Zur experimentellen Uberpriifung des entwickelten Testsystems
wurden die Wurzelkandle von kariesfreien Frontzihnen mit dem FlexMaster®-System
maschinell aufbereitet. AnschlieBend wurden die wurzelkanalaufbereiteten Zahne
autoklaviert. Unter sterilen Bedingungen wurden 6 Zahne mit Guttapercha, 6 Zahne mit
Guttapercha und AH Plus™-Sealer und 6 Z&hne mit Guttapercha und EndoREZ®-Sealer
gefullt. AnschlieRend wurde jeder Zahn in ein Zwei-Kammer-System tberfuhrt. Die Fixierung
des Zahnes zwischen den Kammern und die Abdichtung der oberen von der unteren
Kammer wurden durch die Verwendung des zahnarztlichen Abformmaterials Impregum"™
ermoglicht. Um einer Fremdkontamination vorzubeugen, wurden alle Arbeitsschritte unter
keimarmen Bedingungen unter der Clean Bench durchgefiuihrt. Um diesen Schritt auf
maogliche Kontaminationen zu Uberprifen, wurden 6 Prifkérper mit trepanierten Zahnen und
zwei Prifkorper mit untrepanierten Zahnen bestiickt. Beide Kammern wurden mit steriler
TSB-Nahrloésung befillt. Die obere Kammer wurde mit dem Testbakterium P. aeruginosa
kontaminiert. Zur Stabilisierung des Testsystems von auf’en wurde der zahnarztliche
Kunststoff Pattern Resin appliziert. Die Versuchskérper wurden fiir 48 Tage bei 37°C und
400 U/min aerob inkubiert.
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Um die Bakteriendurchlassigkeit beziehungsweise die Bewegung des Testbakteriums aus
der oberen in die untere Kammer zu untersuchen, wurden 6 Versuchskorper mit
aufbereiteten und ungefullten Zahnen hergestellt. Fur die Dichtigkeitsprifung des Systems
wurden 6 Prifkérper mit untrepanierten Zahnen verwendet. Beide Kammern der Prifkorper
wurden mit TSB gefullt und die obere zusatzlich mit dem Testbakterium P. aeruginosa
versehen. Die hergestellten Prifkérper wurden fur 48 Tage bei 37°C und 400 U/min aerob
inkubiert. Es wurden zwei mikrobiologische Nachweisverfahren erprobt, um die bakterielle
Durchlassigkeit des Prufsystems zu untersuchen. Die Verdinnungsreihe diente der
quantitativen Bestimmung einer Kontamination und der Dreidsenausstrich der qualitativen
Bestimmung einer bakteriellen Besiedelung. Die quantitative Bestimmung wurde am Tag 0, 1
und 7 durchgefiihrt. Die qualitativen Kontrollen erfolgten in einem Zeitraum von 48 Tagen in
regelmafiigen Abstanden. Zusatzlich erfolgte taglich eine optische Kontrolle der Kammern

auf eine Trubung der TSB-Lésung.

Es konnte wahrend des gesamten Testzeitraumes keine Fremdkontamination in mehreren
Probenahmen nachgewiesen werden. Nach dem Testzeitraum von 48 Tagen waren O von 6
der Prifkorper mit untrepanierten Zahnen bakteriendurchlassig. Der Aufbau des Prifkorpers
bestand somit die Dichtigkeitskontrolle. Die Versuchskorper zur Uberpriifung der
Bakteriendurchlassigkeit mit trepanierten, ungeflliten Zahnen zeigten eine bakterielle
Besiedelung der unteren Kammer von 100%. Somit sind die mikrobiologischen
Anforderungen zur Vermehrung von P. aeruginosa erfullt und die grundsatzliche Moglichkeit
einer Kontamination aus der oberen in die untere Kammer konnte gezeigt werden. Der
Prufkérper erflllt zudem sowohl die Anforderungen der Bakteriendichtigkeit, als auch die der
Sterilitdt gegentber einer Fremdkontamination wahrend der Anfertigung der Versuchskorper
und der Probenentnahmen. Der entwickelte Prufkérper ist daher fur die Testung von

Wurzelkanalfillmaterialien auf Bakteriendurchlassigkeit geeignet.

Bei der exemplarischen Uberpriifung der bakteriellen Durchlassigkeit waren 83% der nur mit
Guttapercha geflillten Wurzelkanale bereits ab Tag O fur P. aeruginosa durchlassig (Ergebnis
der Verdiinnungsreihe fiir die untere Kammer am Tag 0: 4,4x10%+7,9x10° KBE/ml). Bei den
Proben, bei denen zusatzlich AH Plus™ als Sealer verwendet wurde, waren 17% ab Tag 7
(untere Kammer 5,6x10"+4,3x10” KBE/ml) und 67% nach 48 Tagen fiir P. aeruginosa
durchlassig. Bei den Proben mit dem Sealer EndoREZ® waren 17% der Versuchskdrper ab
Tag 9 bakteriendurchlassig. Diese Zahl stieg nach 48 Tagen auf 50%. Beide
Nachweisverfahren zeigten bis zum Tag 7 die gleichen Ergebnisse zur Uberpriifung einer

Kontamination der unteren Kammer.
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In der vorliegenden Studie konnte ein System vorgestellt werden, mit dessen Hilfe die
Qualitat von Wurzelkanalfullmaterialien unter in vitro-Bedingungen getestet werden kann. Es
sind mehrere Probenentnahmen mdglich, ohne den Testkdrper verwerfen zu missen. Es
konnte die bakterielle Dichtigkeit nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte sich, dass
unterschiedliche  Wurzelkanalfullmaterialien sowie verschiedene Sealer mit dem
Versuchsaufbau getestet und direkt miteinander verglichen werden kdnnen. Hierbei konnte
ein qualitativer Unterschied zwischen AH Plus™ (67% am Tag 48) und EndoREZ® (50% am
Tag 48) beobachtet werden. Wobei eine erweiterte Probenanzahl in zukilnftigen

Versuchsreihen notwendig ist, um eine statistisch signifikante Aussage treffen zu kdnnen.

Somit kénnte das entwickelte System geeignet sein, um eine Vielzahl von Fragestellungen in

der Zahnmedizin unter in vivo-dhnlichen in vitro-Bedingungen zu untersuchen.
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10 Thesen

1. Die Parodontitis apicalis ist eine der haufigsten Komplikationen nach erfolgter

endodontologischer Behandlung.

2. Eine ungenigende Wourzelkanalflllung oder ein insuffizienter Verschluss der
Zugangskavitat nach einer Wurzelkanalbehandlung kann zu einer Reinfektion des
Wurzelkanalsystems und des apikalen Parodonts fiihren, da sich im Kanalsystem
verbliebene Bakterien durch die mogliche Substratzufuhr (Mikroleakage) vermehren

kdénnen.

3. Als Erreger der sekundaren und persistierenden Infektionen nach
Wurzelkanalbehandlungen kommen am haufigsten Enterococcus spp., Actinomyces
spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Propionibakterien, Candida spp. und

Pseudomonas aeruginosa in Frage.

4. Grundlage einer dichten Wurzelkanalfillung ist eine optimale Adaptation an die
Kanalwand sowie blasenfreies Applizieren des Fillmaterials. Zur Vermeidung einer
Bakterieninvasion und folgender Reinfektion ist ein dichter apikaler Verschluss zum

periapikalen Gewebe wichtig.

5. Um Wurzelkanalfiillmaterialien und -methoden unter in vivo-ahnlichen anhand von in
vitro-Bedingungen zu Uberprifen, wird ein Testsystem benétigt, mit dem
zahnmedizinische, mikrobiologische und hygienische Fragestellungen Uberprift und

Langzeituntersuchungen durchgefihrt werden konnen.

6. In der vorliegenden Pilotstudie wurde ein System zur Bestimmung der
Bakteriendurchlassigkeit von Wourzelkanalfullmaterialien entwickelt und geprift,

welches in der Lage ist, die geforderten Anforderungen zu erfullen.

7. Die Funktionalitdt des entwickelten Testsystems wurde mittels Durchlassigkeits-
(n=6), Dichtigkeits- (n=6) und Fremdkontaminationskontrollen (n=8) Uberpruft. Zudem
wurde die exemplarische Prifung des entwickelten Systems mit drei
Versuchsgruppen (Gruppe 1: Guttapercha ohne Sealer, Gruppe 2: Guttapercha und
AH Plus™, Gruppe 3: Guttapercha und EndoREZ®; jeweils n=6) durchgefiihrt.
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10.

11.

12.

Vor der Wurzelkanalfilllung wurden die Zahne mit dem FlexMaster®-System
maschinell aufbereitet und anschlieend autoklaviert. Die Wurzelkanalfullung erfolgte
unter keimarmen Bedingungen in einer Clean Bench. Alle verwendeten Materialien

wurden zuvor sterilisiert oder auf Fremdkontamination tUberpruft.

Die vorbereiteten Zahne wurden einzeln in ein Zwei-Kammer-System Uberflhrt. Die
Fixierung des Zahnes sowie die Abdichtung beider Kammern voneinander erfolgte
mit dem zahnérztlichen Abformmaterial Impregum™. Die obere und untere Kammer
wurden mit steriler TSB beflllt. Die obere Kammer wurde mit dem Testbakterium P.
aeruginosa kontaminiert. Eine externe Stabilisierung des Testsystems konnte durch
Applikation des zahnarztlichen Kunststoffes Pattern Resin erzielt werden. Alle

hergestellten Prifkérper wurden fiir 48 Tage bei 37°C und 400 U/min inkubiert.

Die Detektion der bakteriellen Durchlassigkeit bzw. einer Fremdkontamination wurde
mit einem quantitativen und einem qualitativen mikrobiologischen Nachweisverfahren
erprobt. Die quantitative Bestimmung erfolgte am Tag 0, 1 und 7. Die qualitative
Bestimmung wurde Uber einen Zeitraum von 48 Tagen durchgefihrt. Durch die
Schraubverschlisse wurde eine wiederholte Probenentnahme unter sterilen

Bedingungen mdglich.

Eine Fremdkontamination konnte wahrend des gesamten Testzeitraumes
ausgeschlossen werden. Nach den 48 Tagen wiesen keiner der 6 Versuchskorper
der Gruppe der Dichtigkeitskontrolle eine Kontamination der unteren Kammer mit
dem Testbakterium auf. Somit konnte gezeigt werden, dass beide Kammern wahrend
der Experimente voneinander hermetisch abgeschlossen waren. Die Uberpriifung der
Durchléssigkeit der trepanierten Zahne konnte zudem das Uberleben des

Testbakteriums in allen 6 Versuchskdrpern nachweisen.

Die exemplarische Uberpriifung von Guttapercha ohne Sealer ergab eine
Durchlassigkeit fur das Testbakterium von 83% bereits an Tag 0. Die mit Guttapercha
und AH Plus™ gefiillten Z&hne waren ab Tag 7 zu 17% und nach 48 Tagen zu 68%
durchlassig. Die mit Guttapercha und EndoREZ® gefiillten Zahne dagegen waren ab

dem 9. Tag zu 17% durchlassig und nach 48 Tagen zu 50%.
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13. In der vorliegenden Arbeit konnte ein System entwickelt werden, mit dessen Hilfe
zukinftig Wurzelkanalfillmaterialien unter in vivo-dhnlichen in vitro-Bedingungen

getestet und direkt miteinander verglichen werden kénnen.

14. Das entwickelte System eignet sich, um die Gegebenheiten der Mundhdhle auch mit
anderen Mikroorganismen zu simulieren und eine Vielzahl von Fragestellungen in der

Zahnmedizin zu untersuchen.

15. Es kdnnte z.B. fur Langzeitprifungen von Wurzelkanalfullmaterialien und -methoden
sowie prothetischen als auch konservierenden Versorgungen eingesetzt werden;
Voraussetzung ist allerdings die Priifung eines erweiterten Probenumfanges, um eine

statistisch signifikante Aussage treffen zu kénnen.
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