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Einleitung 3

1 Einleitung

Das Krankheitsbild der Parodontitis stellt trotz zahlreicher PraventivmaBBnahmen eine
grofle Herausforderung im klinischen Alltag des Zahnarztes dar und ist eine der am
weitesten verbreiteten Krankheiten des Menschen (Tonetti et al., 2015; Kassebaum et
al., 2014). Wihrend die Mundgesundheit und die Kariesinzidenz der deutschen
Bevolkerung in den letzten Jahren eine positive Verdnderung erfuhr (Jordan et al., 2014;
Schiffner et al, 2009; Kassenzahndrztliche = Bundesvereinigung  und
Bundeszahnirztekammer, 2016), zeigt die Prdvalenz parodontaler Erkrankungen eine
negative Tendenz (Zhan ef al., 2014; Holtfreter et al., 2010). Mdgliche Ursachen dieser
Erscheinung liegen im demographischen Wandel mit einer erhdhten Lebenserwartung
und in erfolgreichen prophylaktischen MaBBnahmen zum Erhalt der Mundgesundheit bis
ins hohe Lebensalter (Jordan et al., 2014). Fiir die vorhandenen Zéhne steigt jedoch das
Risiko fiir parodontale Erkrankungen und die Manifestation einer Parodontitis mit
zunehmenden Lebensalter (Micheelis und Schiffner, 2005). Um bei zunehmender
Schwere der Erkrankung suffiziente  Ergebnisse zu erzielen, konnen
parodontalchirurgische MaBBnahmen und eine adjuvante Antibiotikatherapie erforderlich
werden (Haffajee et al, 2003b; Heitz-Mayfield et al., 2002). UbermiBig hohe
Verschreibungsraten von Antibiotika zur Bekdmpfung bakterieller Infektionen aller Art
(Konde et al., 2016), fiihren jedoch zunehmend zu Anpassungsvorgingen und
Resistenzentwicklung der Bakterien, welche den gewiinschten Therapieeffekt
verhindern konnen (Feres et al., 2002; Levy, 2000). Mit Hilfe mikrobiologischer
Verfahren konnen Bakterienspezies analysiert und anschlieBend auf mogliche

Resistenzen gegeniiber bestimmten Antibiotika getestet werden.

1.1 Atiopathogenese der Parodontitis

Parodontitis ist eine entziindliche Erkrankung des Zahnhalteapparates, die durch
bestimmte Mikroorganismen verursacht wird und mit progressivem Knochen- und
Attachmentverlust einhergeht (Deutsche Gesellschaft fiir Parodontologie, 2014;
Armitage, 1999). Durch eine Klassifikation erfolgte in den letzten 17 Jahren eine
Einteilung in gingivale Erkrankungen, aggressive und chronische Parodontitiden, die
lokalisiert oder generalisiert auftreten konnen, Parodontitis im Zuge systemischer
Erkrankungen,  nektrotisierende  Parodontitis, = Parodontalabszesse = und im

Zusammenhang mit endodontischen Lésionen stehende Parodontitis und
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entwicklungsbedingte oder erworbene Deformititen und Zustinde (Armitage, 1999).
Die Erkrankung konnte in Bezug auf den Attachmentverlust in drei Schweregrade von
,mild“ (1 - 2 mm) iiber ,,moderat* (3 - 4 mm) bis hin zu ,,schwer (> 5 mm) eingeteilt
werden und lokalisiert (< 30% der Zéhne betroffen) oder generalisiert (> 30% der Zahne
betroffen) auftreten (Armitage, 2004).

Auf der EuroPerio9 2018 in Amsterdam wurde eine neue Klassifikation parodontaler
und periimplantdrer Erkrankungen vorgestellt (Caton et al, 2018; Jepsen, 2018).
Basierend auf der Zusammenfassung von Carton und Mitarbeitern (2018), Jepsen
(2018) und auf den vier Konsensusberichten (Berglundh ef al., 2018; Chapple et al.,
2018; Jepsen et al., 2018; Papapanou et al., 2018) wird eine Ubersicht der Ergebnisse
des ,,World Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases
and Conditions* aufgefiihrt. Diese fasst die urspriingliche Einteilung von Armitage
(1999) in ,,chronische* und ,aggressive® Parodontitis zu einer Gruppe zusammen,
sodass nun drei Formen der Parodontitis differenziert werden kdnnen: nekrotisierende
Parodontitis, Parodontits als Manifestation systemischer Erkrankungen und Parodontitis
im Allgemeinen — all diejenigen Parodontitiden, die vorher als ,.chronisch® bzw.
»aggressiv' klassifiziert wurden. Zur Charakterisierung der Parodontitis wird nun ein
»dtaging — Stadium der Krankheit abhidngig vom Schweregrad der Diagnose und auch
von der Komplexitit der Therapie — und ein ,,Grading” — Grad der Erkrankung mit
Zusatzinformationen zu Krankheitsprogression und Risiken - zur Anwendung kommen.
Das ,,Staging* der Parodontitis umfasst eine Einteilung in Stadium I bis IV, wobei
klinische und rontgenologische Befunde, rontgenologisch sichtbarer Knochenabbau,
vertikale Defekte, Sondierungstiefen, Furkationsbeteiligung, Zahnbeweglichkeit und
Zahnverluste aufgrund von Parodontitis erhoben werden. Tabelle 1 verbildlicht die neue

Stadieneinteilung der Parodontitis.

Beim ,,Grading® der Parodontitis werden Grad A — niedriges Risiko, von Grad B -
mittleres Risiko - und Grad C - hohes Risiko - fiir die Krankheitsprogression
unterschieden. Die Grad-Einteilung beriicksichtigt auch Risikofaktoren wie Rauchen
und metabolische Indikatoren eines Diabetes mellitus. Die Vorteile durch ,,Staging* und
»Grading® sollen eine individualisiertere Diagnose und Behandlungsoption
ermoglichen. Weiterhin erfolgt eine Einteilung in nekrotisierende parodontale

Erkankungen sowie Endo-Paro-Lasionen und Parodontalabszesse.
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Tabelle 2 bildet die Einteilung der Parodontitis in Grad A,B

Beriicksichtug weitere Risiko-Aspekte ab.

Parodontitis-Stadium

Schwere

Komplexitit

Ausmaf} und
Verteilung

interdentaler CAL
an Stelle mit
grofitem Verlust

rontgenologischer
Knochenabbau

Zahnverlust

lokal

Als Deskriptor zum
Stadium hinzufiigen

Stadium I

1-2mm

koronales Drittel
(<15 %)

Stadium II

3 -4 mm

koronales Drittel
(15-33 %)

Kein Zahnverlust aufgrund von Parodontitis

Maximale
Sondierungtiefe

3 - 4 mm, zumeist
horizontaler
Knochenabbau

Maximale
Sondierungtiefe

4 - 5 mm, zumeist
horizontaler
Knochenabbau

Stadium III

>5 mm

bis ins mittlere oder apikale
Wurzeldrittel

Zahnverlust aufgrund von
Parodontitis < 4 Zdhne

zusitzlich zur Stadium-II-
Komplexitt:
Sondierungstiefe > 6 mm,
vertikaler Knochenabbau
>3 mm,
Furkationsbeteiligung Grad
11 oder III, moderater
Kammdefekt

und C sowie die

Stadium IV

>5 mm

bis ins mittlere oder apikale
Wurzeldrittel

Zahnverlust aufgrund von
Parodontitis > 5 Zdhne

zusitzlich zur Stadium-III-
Komplexitit: Notwendigkeit fiir
komplexe Rehabilitation
wegen: mastikatorischer
Dysfunktion; sekundédrem
okklusalem Trauma;
(Zahnbeweglichkeit > Grad 2);
schwerer Kammdefekt;
Bisskollaps; Zahnwanderung,
Auffacherung; weniger als 20
verbleibende Zédhne (10
gegeniiberliegende Paare)

Fiir jedes AusmaB als lokalisiert (< 30 % der Zahne betroffen), generalisiert oder Molaren-Inzisiven-Muster

beschreiben

Tabelle 1: Stadieneinteilung der Parodontitis nach neuer Klassifizierung des ,, World
Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and
Conditions “ 2018 nach Papapanou und Mitarbeitern (2018) und Jepsen (2018); CAL=
clinical attachment loss

Parodontitis-Grade

Primire Kriterien

Grad-Modifikatoren

direkte
Evidenz fiir
Progression

indirekte
Evidenz fiir
Progression

Risikofaktoren

Grad A Grad B
Langsame Moderte
Progr Rate Progr Rate
longitudinale Daten = Evidenz fiir keinen <2mm
(rontgenologischer Knochenabbau iiber 5 Jahre
Knochenverlust iiber 5 Jahre
oder CAL)
Knochenabbau/Alter = < 0,25 0,25-1,0
Fall-Phénotyp viel Biofilm- parodontale
Auflagerungen mit Destruktion
wenig parodontalem entspricht Biofilm-
Abbau Auflagerungen
Rauchen Nichtraucher Raucher
<10 Zigaretten /
Tag
Diabetes normoglykdmisch mit HbAlc<7,0
oder ohne vorherige bei Diabetes-
Diagnose von Diabetes = Patienten

Grad C

Schnelle
Progressions-Rate

>2mm
tiber 5 Jahre

>1,0

parodontale Destruktion
tiberschreitet die Erwartung
angesichts der
Biofilmauflagerungen;
spezifisches klinisches Muster
legt Perioden schneller
Progression und/oder frith
einsetzende Erkrankung, d.h.
Molaren-Inzisiven-Muster
nahe; fehlendes zu erwartendes
Ansprechen auf
Standardtherapien zur
bakteriellen Kontrolle

Raucher
=10 Zigaretten / Tag

HbAlc>7,0
bei Diabetes-Patienten

Tabelle 2: Einteilung der Parodontitis in Grad A,B und C unter Beriicksichtigung
weiterer Risiko-Aspekte nach neuer Klassifizierung des ,,World Workshop on the
Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and Conditions*“ 2018 nach
Papapanou und Mitarbeitern (2018) und Jepsen (2018); CAL= clinical attachment

loss/klinischer Attachmentverlust; HbAlc = glykiertes Hdamoglobin
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Bei den parodontal destruierenden Mikroorganismen handelt es sich vorwiegend um
eine Gruppe gramnegativer, anaerober oder mikroaerophiler Bakterien, die die Zahn-
und Wurzeloberfliche besiedelt (Socransky und Haffajee, 2002; Page und Kornman,
1997). Dazu zidhlen: Spirochdten, Aktinomyzeten und gramnegative, anaerobe
Stibchen, einschlieflich schwarz-pigmentierter Bacteroides (Prevotella
melaninogenica, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia), Veionella und
fakultativ anaerobe, gramnegative Stdbchen wie Capnocytophaga, FEikenella und
Actinobacillus spp. (Slots und Genco, 1984; Socransky et al., 1982; van Palenstein
Helderman, 1981). Parodontale Lé&sionen weisen besonders héufig bestimmte
Mikroorganismen auf, zu denen vor allem Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.
actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Tanerella forsythia
(T. forsythia), Treponema denticola (T. denticola) und Prevotella intermedia (P.
intermedia) zahlen (Holt und Ebersole, 2005; Ezzo und Cutler, 2003).

Diskutiert wird auch der Beitrag einer Gruppe der Herpesviridae zur Entstehung der
Parodontitis (Haffajee und Socransky, 2005). Wéhrend Page und Schroeder 1976 die
Pathogenese der Parodontitis primér noch auf zelluldrer Ebene betrachteten (Page und
Schroeder, 1976), ist es heutzutage sinnvoll, die Erkenntnisse auf molekulare oder gar

genetische Ebene auszuweiten.

Wie viele Krankheiten der Mundhohle, liegt dem Krankheitsbild der Parodontitis ein
multifaktorielles Geschehen zugrunde (Kinane, 1999). Neben dem Nachweis
parodontopathogener Keime sind zusétzliche Faktoren wie unzureichende Mundhygiene
sowie die Anatomie der Zahne selbst von bedeutender Wichtigkeit (Nunn, 2003). Hinzu
kommen exogene Faktoren wie Tabakkonsum (Page und Kornman, 1997), geringe
Aufnahme von Calcium und Vitamin D iiber die Nahrung (Krall et al, 2001) und
psychischer Stress durch finanzielle (Genco, 1996) oder soziale Belastung (Moss et al.,
1996). Eine genetische Disposition durch Polymorphismen bestimmter Interleukin- und
Vitamin-D-Rezeptor-Genotypen (Nunn, 2003) sowie systemische Erkrankungen wie
Diabetes mellitus (Kinane und Chestnutt, 1997) gelten ebenfalls als mogliche
Risikofaktoren.

1.2 Mikrobiologische Aspekte der Parodontitis

Die menschliche Mundhdhle bietet den Bakterien bei einer Temperatur von 36°C und

einem langfristig stabilem pH-Wert zwischen 6,75 und 7,25 eine feuchte Umgebung,
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die reich an Néhrstoffen ist (de Almeida Pdel er al., 2008; Marsh, 2003). Diese

Bedingungen stellen fiir Biofilm-bildende Bakterien eine ideale Voraussetzung dar.

1.2.1 Definition und Struktur des oralen Biofilms

Unter dem Begriff des oralen Biofilms versteht man eine strukturierte Gemeinschaft
mikrobieller Lebewesen, die sich unter anderem auf Zahn- und Wurzeloberfldchen

ansiedelt (Jenkinson und Lappin-Scott, 2001).

Die auch als Zahnplaque bezeichnete Auflagerung auf den Zéhnen wurde erstmals 1684
von Antoni van Leewenhoeck (Leewenhoeck, 1684) beschrieben. Eingebettet in eine
extrazelluldre Matrix (Glykokalix), ermdglicht der Biofilm, als dreidimensionale
Struktur, den Mikroorganismen das Anheften und Wachsen an Oberflichen. Durch die
umgebende Glykokalix, eine dicke, hydratisierte und geladene Schicht, fungieren die
Mikroorganismen als Einheit, die es ermdglicht, Umwelteinfliissen, den
Abwehrmechanismen des Immunsystems und antibiotischen Medikamenten Einhalt zu
gebieten (Marsh, 2003; Mah und O'Toole, 2001; Graves et al., 2000). Costerton und
Mitarbeiter (1999) schitzten, dass im Biofilm strukturierte Bakterien eine 1000 -
1500fach hohere Resistenz gegeniiber Antibiotika aufweisen als planktonische

Bakterien.

Moglich wird das einheitliche Agieren der Bakterien nach Waters und Bassler (2005)
durch zelliibergreifende Kommunikation, Quorum sensing genannt. Mit Hilfe
chemischer Signalmolekiile (Autoinducer) konnen die Zelldichte einer Population
gemessen und Prozesse koordiniert werden, die ineffektiv wéren, wenn sie nur von
einzelnen Bakterien ausgefiihrt werden wiirden. Mit steigender Autoinducer-
Konzentration wird ein Schwellenwert iiberschritten, der von den Bakterien erkannt
wird und in verdnderten Verhaltensweisen und variierender Genexpression resultiert
(Waters und Bassler, 2005). Somit kreieren sich die Bakterien ein eigenes
Kommunikationsnetzwerk und konnen &hnlich einem multizelluldren Organismus

agieren.

1.2.2 Plaquehypothesen

Die physiologische Mundflora des Menschen beheimatet nach neuesten Erkenntnissen
iiber 700 verschiedene Bakterienspezies (Aas et al., 2005). Zu dieser Flora gehdren
neben aeroben und fakultativ bzw. obligat anaeroben Bakterien auch Viren, Pilze und

teilweise Protozoen (Schuster, 1999), wobei die Zusammensetzung der Bakterien von
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Mensch zu Mensch durch Einflussnahme von Umwelt und Genetik variiert (Listgarten,
1987). Ein groBer Teil der Bakterien lebt im Einklang mit dem Wirt und dient der
Aufrechterhaltung physiologischer Bedingungen in der Mundhéhle (Saxer und Saxer,
2011). Im gesunden Parodont dominiert dabei eine ,,benefizielle” Flora, die vorwiegend
aus aeroben, grampositiven Bakterien besteht. Parodontopathogene anaerobe Keime, die
in geringen Konzentrationen auch im gesunden Parodont residieren kdnnen, werden
dabei vom Immunsystem des Wirts unter Kontrolle gehalten (Ximenez-Fyvie et al.,
2000). Gerdt dieses Gleichgewicht aus benefizieller und potentiell pathogener Flora ins

Wanken, kénnen sich krankhafte Prozesse in der Mundhohle entwickeln (Marsh, 1994).

1.2.2.1 Unspezifische Plaquehypothese

Theorien iiber die Pathogenese oraler Erkrankungen werden bereits seit mehr als 100
Jahren diskutiert (Theilade, 1986; Loesche, 1976; Miller, 1890; Black, 1884). Die
Grundlagen dazu beruhten auf Forschungen von Black (1884) und Miller (1890). Es
wurde postuliert, dass ein iberméBiges Vorkommen unspezifischer Bakterien zu oralen
Infektionen fiihrt und sowohl die Gesundheit der Zdhne als auch des Zahnfleischs
beeinflusst (Black, 1899; Miller, 1890; Loesche, 1986; Black, 1884). Der
zugrundeliegende pathologische ~Mechanismus konnte aufgrund mangelnder
diagnostischer Verfahren keiner Bakterienspezies zugeordnet werden. Es etablierte sich
der Begriff der unspezifischen Plaquehypothese (Loesche, 1976). Bei ausbleibender
Mundhygiene siedeln sich unspezifische, zur Mundflora gehdrende Bakterien im
Gingivaspalt an und formieren sich zur Plaque, die bei weiterer Proliferation
entziindliche Prozesse und parodontale Lasionen hervorrufen kann (Theilade, 1986; Loe
et al., 1965). Dieser Vorgang, der bei Wiederaufnahme der Mundhygiene noch
reversibel ist, resultiert nach einer Zeitspanne von zwei bis drei Wochen im klinischen
Bild der Gingivitis (Listgarten, 1987; Theilade et al., 1966; Loe et al., 1965). Die
Schlussfolgerung daraus war, dass mal3geblich die Masse an Bakterien und nicht deren
Pathogenitit die Ursache der Erkrankung darstellte (Theilade, 1986; Miller, 1890;
Black, 1884). Diese Theorie unterlag der Annahme, dass das Immunsystem des
Menschen eine gewisse Menge an Bakterien und deren toxische Produkte toleriere und
zu neutralisieren vermag, sich jedoch bei Uberschreiten dieser Schwelle ein
pathologischer Prozess entwickle (Theilade, 1986). Als notwendig ergab sich aus dieser
Erkenntnis die Plaquekontrolle als prophylaktische und eine unspezifische mechanische

Entfernung aller vorhandener Plaque als therapeutische MafBnahme (Zambon, 1996;
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Theilade, 1986). Diese Methode stellt bis heute einen wichtigen Punkt zur Prophylaxe

oraler Erkrankungen dar (Rosier et al., 2014).

1.2.2.2 Spezifische Plaquehypothese

Mit Hilfe neuer wissenschaftlicher Methoden wurde es mdglich, bestimmte
Bakterienspezies zu kultivieren und gramnegative und grampositive Bakterienspezies zu
identifizieren (Theilade et al., 1966). Die Akkumulation spezifischer Bakterien in
parodontalen Lésionen liel darauf schlieBen, dass orale Erkrankungen durch spezifische

Pathogene initiiert werden (Theilade, 1986; Socransky, 1977).

Es herrschte ein Konsens dariiber, dass pathogene Bakterien Teil der physiologischen
Flora der Mundhohle sind (Zambon, 1996; Theilade, 1986). SchlieBlich flihrte dies zu
der Uberlegung, dass bestimmte in der Mundhdhle vorkommende Bakterien ein
groferes Pathogenititspotential besitzen als andere Bakterien und somit unterschiedlich
stark mit einer Erkrankung assoziiert sind. Da nicht jede Gingivitis fortschreitet und mit
Knochen- oder Gewebedefekten einhergeht, nahm man an, dass das
Pathogenititspotential primédr durch die Zusammensetzung und die Interaktion der
Bakterienspezies innerhalb der Plaque beeinflusst wird (Listgarten, 1987). Diese
Annahme entfachte die Diskussion iiber Marker-Keime und parodontopathogene

Komplexe (Rosier et al., 2014; Socransky, 1977).

1.2.2.3 Marker-Keime und parodontopathogene Komplexe

Die vorherrschenden Bakterien der subgingivalen Flora variieren von Patient zu Patient,
von Kieferhilfte zu Kieferhilfte und auch von Zeit zu Zeit (Moore et al., 1984). Zu den
Parodontalpathogenen =~ werden  wie  bereits  erwdhnt  insbesondere — A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola und P. intermedia,
Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum), Camphylobacter rectus (C. rectus) und
Parvimonas micra (P. micra) gezahlt (Holt und Ebersole, 2005; Loomer, 2004; van
Winkelhoff et al, 2002; Ezzo und Cutler, 2003). Beobachtungen ergaben, dass
bestimmte gramnegative Bakterien gemeinsam in subgingivaler Plaque auftreten: P.
gingivalis und T. forsythia, wobei T. forsythia den Komplex zu initiieren scheint, P.
gingivalis und T. denticola sowie F. nucleatum und P. intermedia (Ali et al., 1994;

Simonson et al., 1992; Gmur et al., 1989).

Socransky und Mitarbeiter (1998) entwickelten nach Auswertung von iiber 13.000

subgingivalen Plaqueproben eine Komplextheorie. Parodontalpathogene
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Mikroorganismen werden dabei nicht als individuelle Pathogene gesehen, sondern
aufgrund ihres gemeinsamen Auftretens in verschiedene Komplexe zusammengefasst.
Gemél der Komplextheorie variiert der Autbau des subgingivalen Biofilms von der
initialen bis hin zur fortgeschrittenen Phase von Parodontalerkrankungen und fiihrt zur
Annahme, dass die mikrobielle Besiedelung des Sulkus schrittweise erfolgt (Socransky
et al., 2002; Socransky et al., 1998). Die Komplexe und deren Zusammenhédnge werden

im Pyramidendiagramm in Abbildung 1 veranschaulicht.

P. gingivalis
B. forsythus
T. denticola

C. gracilis
C. rectus
C. showae
E. nodatum
F. nuc. nucleatum
F. nuc. polymorphum
P. intermedia
P. micros
P, nigrescens
S. constellatus S. mitis
S. oralis
S. sanguis
Streptococcus sp.
S. gordonii

S. intermedius

Actinomyces
species

V. parvula

A. odontolyticus
ye E. corrodens

C. gingivalis
C. sputigena
C. ochracea
C. concisus
A. actino. a

Abbildung 1: Pyramidendigramm zur Darstellung mikrobiologischer Komplexe und der
Beziehungen bestimmter Spezies untereinander (Socransky und Haffajee, 2002,
Socransky et al., 1998)

Zum roten Komplex gehdren P. gingivalis, T. denticola und T. forsythia (Socransky et
al., 1998) Diese Bakterien werden als stark pathogen angesehen, da ihre Anwesenheit
mit hohen Taschentiefen, Blutung bei Sondierung (BOP) und ausgedehnter parodontaler
Destruktion assoziiert ist (Haffajee und Socransky, 2005; Suda et al., 2004; Socransky
et al., 1998). Zudem ist ihre Pridvalenz an fortgeschrittenen parodontalen Ldsionen
erhoht (Holt und Ebersole, 2005; Socransky und Haffajee, 2005; Ezzo und Cutler,
2003).

P. gingivalis nimmt eine Schliisselrolle ein. Mit Hilfe von Fimbrien und
Oberflichenadhédsinen auf der dufleren Membran des Bakteriums kann es an
Epithelzellen, Fibroblasten und extrazelluldre Matrix binden und so Kontakt mit dem

Wirtsorganismus aufnehmen (Amano, 2003). Mit Hilfe zahlreicher Virulenzfaktoren,
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darunter die Produktion von Lipopolysacchariden (LPS) und Proteasen, gelingt es dem
Bakterium, sich in der subgingivalen Plaque zu etablieren und das Immunsystem des

Wirts zu modulieren (How et al., 2016).

Zum orangefarbenen Komplex gehdren F. nucleatum, P. intermedia, Prevotella
nigrescens, P. micra, C. rectus, Camphylobacter showae, Camphylobacter gracilis,
Eubacterium nodatum und Streptococcus constellatus. Diese Bakterien sind stark mit
denen des roten Komplexes assoziiert und konnen als Briickenkeime zwischen den
Friihkolonisierern und den sehr pathogenen Keimen des roten Komplexes angesehen
werden. Sie vermitteln zwischen den Erstbesiedlern, die als Pyramidenbasis dargestellt

sind und den Spétkolonisierern des roten Komplexes.

In tiefen parodontalen Taschen wird P. intermedia hierbei immer in Anwesenheit von
F. nucelatum wiedergefunden (Ali et al., 1994), wihrend andere orange-assoziierte
Bakterien wie P. micra und C. rectus in Plaqueproben von stark gelockerten Zadhnen
signifikant erhoht sind (Grant et al., 1995). Gleichermallen erhoht sind P. intermedia, C.
rectus und P. micra in Speichelproben von Patienten mit fortgeschrittener Parodontitis

(von Troil-Linden ef al., 1995).

Dem Bakterium A. actinomycetemcomitans wird eine bedeutende Rolle bei der
Entstehung der lokalisierten aggressiven Parodontitis zugeschrieben (Slots und Ting,
1999; Zambon, 1985). Befihigt, sich der Immunabwehr des Wirts zu entziehen
(Shenker et al., 1994), penetriert das Bakterium das Weichgewebe (Lepine ef al., 1998).
Es konnten sechs Serotypen des Bakteriums identifiziert werden, wobei drei in direktem
Zusammenhang mit parodontalen Erkrankungen stehen (Bandhaya et al, 2012;
Kawamoto et al., 2009). Uber bestimmte Virulenzfaktoren wie cytholethal distending
toxin (CDT), Leukotoxin oder Lipopolysaccharide (LPS) wird das Immunssystem des
Wirts zu pathophysiologischen Entziindungsreaktionen aktiviert (Herbert ef al., 2016).
Im Tiermodell wurde eine Osteoklasten-Aktivierung durch hochregulierte
Entziindungsmediatoren nachgewiesen, die eine Knochenresorption zur Folge hatte
(Zhang et al., 2001). Dies konnte die Grundlage dafiir sein, dass Patienten in
Anwesenheit von A. actinomycetemcomitans einen deutlich ausgeprigteren
Knochenverlust zu verzeichnen haben, als Patienten, die negativ auf 4.

actinomycetemcomitans getestet wurden (Fine et al., 2007).
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1.3 Immunopathogenese

Durch Mechanismen der spezifischen und unspezifischen Immunabwehr wird die
kommensale Flora im Gleichgewicht gehalten (Feng und Weinberg, 2006). Wird dieses
Gleichgewicht erschiittert, konnen dominierende pathogene Bakterien das
Immunsystem des Menschen durch Produktion schéddlicher Noxen stimulieren und
einen Entziindungsprozess initiieren (Graves et al.,, 2000). Die komplexen
immunologischen = Abldufe gleichen einem zweischneidigen Schwert. Der
Gewebeschaden wird nicht nur durch pathogene Bakterien selbst hervorgerufen, die
durch Ausscheidung zytotoxischer Substanzen und proteolytischer Enzyme das
parodontale Weich- und Knochengewebe zerstoren und die Destruktion des
Zahnhalteapparates herbeifithren (Amano, 2010). Zutriglich sind die Mechanismen der
korpereigenen Immunabwehr, die durch den Bakterienangriff in Gang gesetzt werden
(Page und Schroeder, 1976). Da entziindliche Vorgédnge aller Art vom menschlichen
Korper mit immunologischen Reaktionen bekdmpft werden und so den Heilungsprozess
initiieren, sind diese per se nicht krankheitsfordernd. Durch exogene oder intrinsische
Faktoren wird jedoch eine gesteigerte Immunantwort getriggert und so ein

kontinuierlicher destruktiver Prozess gefordert (Page und Kornman, 1997).

Wie Hirschfeld und Wasserman (1978) in einer Langzeitstudie aufgezeigten, wird der
Krankheitsverlauf der Parodontitis maflgeblich von der Neigung des Patienten zur
Erkrankung bestimmt. Unter Beriicksichtigung der Risikofaktoren und der Prognose
resultierten trotz simultaner TherapiemalBBnahmen stark variierende
Behandlungsergebnisse, was die Schlussfolgerung zulieB, dass primir Faktoren der

individuellen Neigung zur Erkrankung beitragen.

Experimentelle Studien in den 1960er Jahren zur Entstehung der Gingivitis
verdeutlichten, dass Plaque eine Voraussetzung darstellte, die Zeitspanne zur
Etablierung der Gingivitis jedoch von Patient zu Patient unterschiedlich war und selbst
bei vorhandener Gingivitis nicht zwangsldufig Parodontitis oder Zahnverlust folgten
(Loe et al., 1965). Trotz des Konsens iiber das Pathogenitétspotential parodontaler
Komplexe (Socransky et al., 1998) fiihrte das Vorhandensein pathogener Keime nicht
zwingend zur Etablierung der Krankheit, was wiederum das Zusammenspiel pathogener
Keime mit der individuellen Immunantwort des Patienten in den Vordergrund riickte

(Cullinan et al., 2003).



Einleitung 13

1.3.1 Entstehung gingivaler und parodontaler Lisionen

Auf mikrobiellen Angriff reagiert zunichst das unspezifische (angeborene)
Immunsystem, im weiteren Verlauf kommen spezifische (erworbene) Immunreaktionen
hinzu. Die nachfolgenden verschiedenen Stadien zur Entstehung der Gingivitis und
Parodontitis wurden von Page und Schroeder (1976) - iiberarbeitet von Ohlrich und
Mitarbeitern (2009) - in eine initiale, friihe, und etablierte Gingivitis eingeteilt und diese
von der Parodontitis als fortgeschrittene Lésion abgegrenzt, wobei die verschiedenen

Stadien nicht immer als eigensténdige Phase erkennbar sind.

1.3.1.1 Initiale Léasion

Die initiale Lé&sion etabliert sich innerhalb der ersten vier Tage nach
Plaqueakkumulation. Sezernierte bakterielle Enzyme und metabolische Endprodukte
erhohen die Permeabilitidt des Saumepithels und fiihren schlieBlich dazu, dass sowohl
weitere bakterielle Produkte eindringen konnen, als auch Sulkusfliissigkeit austreten
kann. Die in der Sulkusfliissigkeit enthaltenen Komplementfaktoren werden dabei iiber
den alternativen Weg aktiviert und die Anaphylatoxine C3a und C5a produziert, was zur
Freisetzung vasoaktiver Amine aus Mastzellen fithrt. Diese vasoaktiven Substanzen
erhdhen die GefiBpermeabilitit, ein Odem resultiert. Durch den aus Mastzellen in
dieser initialen Phase freigesetzten Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a), der
Endothelzellen dazu veranlasst, Adhéisionsmolekiile zu bilden, werden schliefllich
polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) befdhigt, in und durch das
Saumepithel bis in den Sulkus zu wandern. Wéhrend die Bakterien nun einen stark
haftenden Biofilm auf der Zahnoberfliche bilden, sezernieren die PMNs im Sulkus
lysosomale Proteine, sind dort jedoch unfdhig, Baktieren zu phagozytieren (abortive
phagocytisis). Diese lysosomalen Enzyme gelangen zuriick in das Gewebe und fiithren
zu lokalen Destruktionen des Bindegewebes. Diese Vorgidnge sind jedoch nur

histologisch nachweisbar.

1.3.1.2 Friihe Lision

Nach vier bis sieben Tagen sind im gingivalen Gewebe neben PMNs Makrophagen und
Lymphozyten vorherrschend. Diese besitzen neben Phagozytose-Fihigkeiten auch die
Eigenschaft, phagozytierte Mikroorganismen gegeniiber Lymphozyten und somit Zellen
der erworbenen Immunabwehr zu prédsentieren. Zudem stehen in der Gingiva

dendritische Zellen zur Prisentation korperfremder Antigene gegeniiber Lymphozyten
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zur Verfiigung (Ford et al., 2010). Es bilden sich perivaskuldre entziindliche Infiltrate,
die mit dem voranschreitenden Eindringen von bakteriellen Produkten in die erweiterten
Interzellularrdiume den Entziindungsvorgang vorantreiben. Durch die Ausschiittung
hoherer Konzentrationen von Interleukin-8 (IL-8) werden PMNs durch das Saumepithel
in den Ginigvasulkus befordert (Moughal et al., 1992), um dort eine Abwehrwand zu
bilden (Attstrom, 1971). In diesen lokalisiert von Bakterien infiltrierten Bereichen liegt

ein Kollagenabbau von 60 - 70% vor (Page und Schroeder, 1976).

Bakterien dringen jedoch nur selten in das Gewebe ein und konnen daher kaum von
Makrophagen, die sich im Gewebe befinden, oder von PMNs im Gingivalsulkus
eliminiert werden. Durch den persistierenden bakteriellen Angriff wird ein
Entziindungsprozess aufrechterhalten, der sich chronifizieren kann. Obwohl das
Immunsystem des Wirts meist ein Gleichgewicht zwischen bakteriellem Angriff und
immunologischen Gegenreaktionen herzustellen vermag, kann nur durch eine
mechanische Reinigung und Entfernung der mikrobiellen Plaque eine Reparatur und

Heilung initiiert werden (Ohlrich et al., 2009).

Wie Seymour und Mitarbeiter (1983) beschrieben, werden die immunologischen
Vorginge wihrend der Entwicklung einer Gingivitis primdr von T-Lymphozyten
dominiert, wobei die Verteilung der CD4- und CD8-positiven T-Lymphozyten bei 2:1
liegt (Seymour ef al., 1988). Dringt ein 16sliches Antigen in Korpergewebe ein, wird es
von dort ansdssigen Lagerhans-Zellen erkannt, zu den regionalen Lymphknoten
transportiert und dort T-Lymphozyten préasentiert. Die T-Zellen werden sensibilisiert
und durch weitere Antigen-Prasentation durch dendritische T-Zellen aktiviert (Ohlrich

et al., 2009).

1.3.1.3 Etablierte Lésion

Aus der zunichst stabilen Lasion kann sich eine etablierte Lasion entwickeln. Zugrunde
liegt eine verdnderte immunologische Reaktion, die bei Progression der Erkrankung mit
einer vorwiegend von B-Zellen und Plasmazellen getragenen adaptiven Immunantwort
einhergeht (Seymour et al., 1979; Seymour und Greenspan, 1979; Seymour et al., 1978;
Mackler et al., 1977). Diese Verdnderung kann durch Umwelteinfliisse oder angeborene
Neigung zur Entwicklung einer Krankheit bedingt sein (Ohlrich et al., 2009). Eine
erhohte Produktion von Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6) fiihrt zu
Gewebeschdden und Knochenverlust, wihrend durch die Apikalwanderung des

Saumepithels eine parodontale Tasche entsteht (Ohlrich et al.,, 2009; Page und
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Schroeder, 1976). Das Taschenepithel ist durch seine erhohte Durchlissigkeit weiterhin
bakteriellen Angriffen ausgesetzt und durch das Vorherrschen entziindlicher Zytokine
wie IL-1, TNF- a und Prostaglandin E, (PGE;) (Gemmell et al., 1997) fiihrt der
andauernde Entziindungsprozess zu kontinuierlicher Zerstorung des Gewebes (Reynolds

und Meikle, 1997).

1.3.1.4 Fortgeschrittene Lasion - Parodontitis

Die fortgeschrittene Lasion zeichnet sich durch sowohl histologisch als auch klinisch
evidente Gewebedestruktion und Attachmentverlust aus (Ohlrich et al., 2009).
Verantwortlich dafiir sind die Mechanismen der Immunantwort und deren
Auswirkungen: Fibroblasten und Makrophagen werden von IL-1, TNF-a und PGE; zur
Produktion von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) stimuliert (Cox et al, 2006;
Nishikawa et al., 2002), die in ihrer Funktion als Protein-spaltendes Enzym den
Kollagenabbau initiieren (Johnson et al., 1998) und folglich den Knochenverlust

klinisch sichtbar machen.

1.3.2 Immunregulierung

Es wurde bereits erldutert, dass das Fortschreiten einer Gingivitis zur Parodontitis auf
das Umschalten der T-Zell- zur B-Zell-getragenen Immunantwort zuriickzufiihren ist.
Wie Mosmann und Mitarbeiter (1986) beschrieben, konnen innerhalb der T-Zellen Th1-
Helferzellen (Th1) und Th2-Helferzellen (Th2) unterschieden werden. Thl regulieren
die Immunantwort auf zelluldrer Ebene. Sie sezernieren Interleukin 2 (IL-2) und
Interferon y (INF-y) und sind zudem fahig, B-Zellen und Plasmazellen zu unterdriicken.
Th2-Zellen dagegen induzieren den humoralen Abwehrmechanismus iiber B-Zellen, die
Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5) und Interleukin-10 (IL-10) sezernieren und
zudem die zelluldre Immunantwort der T-Zellen unterbinden (Modlin und Nutman,
1993). Daraus ldsst sich schlieBen, dass die definitive Immunantwort vom
Gleichgewicht der Th1l und Th2-Helferzellen abhingt. Untersuchungen haben ergeben,
dass bei einer Gingivitis und einer stabilen parodontalen Lésion hauptsdchlich Thl an
der Immunreaktion beteiligt sind, wahrend bei chronischer Parodontitis vorwiegend Th2
vermitteln (Berglundh und Donati, 2005; Seymour et al., 1993). Dies fithrt zur
Annahme, dass ein starkes, nicht zu Parodontitis neigendes Immunsystem bakterielle
Angriffe mit Hilfe von Thl beantwortet und das Immunsystem eines Menschen mit
Veranlagung zur Erkrankung den immunologischen Prozess iiber Th2 initiiert (Ohlrich

et al., 2009). Berglundh und Donati (2005) zeigten in ihren Untersuchungen, dass in
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parodontalen Lisionen Plasmazellen und B-Zellen vorherrschend sind und deren Zahl

mit zunehmender Schwere im Verlauf weiter zunimmt.

1.4 Klinische Diagnostik

Eine umfassende Diagnostik stellt die Voraussetzung fiir die Entwicklung eines
addquaten Behandlungsplans jeder Parodontalerkrankung dar (Armitage, 2004). Plaque-
induzierte Erkrankungen der Mundhohle konnen in gesunde klinische Verhéltnisse,
Gingivitis und Parodontitis eingeteilt werden, wobei eine Gingivitis bei deutlichen
Entziindungszeichen (Rotung, Schwellung, Bluten auf Sondierung), jedoch ohne
Attachmentverlust und eine Parodontitis bei vorhandenen Entziindungszeichen und
sichtbarer Destruktion des zahntragenden Gewebes und des Knochens diagnostiziert
werden kann (Armitage, 2004; Armitage, 1995). Das Krankheitsbild der Parodontitis
wird von erhohten Sondierungstiefen und Taschenbildung begleitet. Die Messung der
Sondierungstiefen wird dabei an sechs Stellen je Zahn vorgenommen (Armitage, 1995)
und erfolgt vom Gingivalrand bis zum tiefsten sondierbaren Punkt des
Parodontalspaltes mit Hilfe der Markierungen einer Parodontalsonde (Armitage, 2004).
Dabei muss jedoch der Zustand der Gingiva beachtet werden, um bei Schwellung oder
Wucherung das Ausmal} der Sondierungstiefe nicht fehlzuinterpretieren. Tiefe Taschen
sind fiir den Patienten duBerst schwierig zu reinigen und sollten daher in jedem

Therapieplan Beachtung finden (Armitage, 1995).

Mit der Messung der Rezession wird ein weiterer Parameter erhoben. Sie bezeichnet
den Abstand der Schmelz-Zement-Grenze zum Gingivalrand. Addiert man die
Sondierungtiefe eines Zahnes mit dem Wert der Rezession, erhédlt man den Betrag des
klinischen Attachmentverlusts (Armitage, 1995). Zudem erfolgt eine Untersuchung auf
Furkationsbeteiligung, Zahnwanderungen und vorhandener Lockerung. Des Weiteren
sollte flir eine vollstaindige Einschitzung der parodontalen Verhiltnisse eine
Rontgendiagnostik vorgenommen werden, bei der die Auswirkungen parodontaler

Destruktion interpretiert werden konnen.

Am hidufigsten etabliert sich die Parodontitis in einer chronischen, progredienten
Verlaufsform (Papapanou, 1996; Albandar, 2002). Die Patienten sind typischerweise
iber 30 Jahre alt und weilen lokale Reizfaktoren wie Plaque und Konkremente auf. Die
Erkrankung kann lokalisiert oder generalisiert auftreten und nimmt meist einen
langsamen und progredienten Verlauf (Brown und Loe, 1993; Papapanou et al., 1989;

Loe et al, 1986), der von kurzen Perioden schneller Progredienz mit hohem
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Attachmentsverlust gezeichnet sein kann (Socransky et al., 1984). Abzugrenzen davon
ist die seltenere Form der aggressiven Parodontitis, assoziiert mit dem pathogenen A.
actinomycetemcomitans, die vor allem jiingere Menschen betrifft und lokalisiert
(mittlere Inzisivi und erste Molaren) oder generalisiert auftreten kann (Albandar und
Tinoco, 2002; Papapanou, 1996). Die vorhandene Plaquemenge korreliert hierbei nicht
mit dem Schweregrad der Erkrankung (Armitage, 2004). Die haufig positive

Familienanamnese ldsst auf eine genetische Veranlagung schlieen (Lang ef al., 1999).

Neueren Studien zufolge konnen sich parodontale Erkrankungen nicht nur als Folge
systemischer Erkrankungen manifestieren, sondern auch primdr als Ursache der
Etablierung gelten. Neben der Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen und Diabetes
konnen negative Auswirkungen auf die Schwangerschaft (Seymour et al., 2007)
auftreten. Auch zwischen rheumatischer Arthritis (Mercado et al., 2001), Praeklampsie
(Kumar et al., 2014), onkologischen Vorgingen in der Mundhohle (Tezal et al., 2009),
gastrointestinalen Erkrankungen (Watabe et al., 1998) und einer manifesten Parodontitis

wird ein direkter Zusammenhang gesehen.

1.5 Therapiemalinahmen

In erster Linie sind prophylaktische MaBnahmen im Sinne einer Gingivitistherapie
anzustreben (Chapple et al., 2015). Eine professionell angewandte Plaquekontrolle in
Kombination mit einer Mundhygiene-Instruktion des Patienten verbessert dabei
signifikant Zahnfleischentziindungen und verringert vorhandene Plaque, wobei eine
zusétzliche Reinigung der betroffenen Zahnzwischenrdume und eine chemische

Plaquekontrolle hilfreich sind.

1.5.1 Mechanische Wurzeloberflichenreinigung

Ist die Parodontitis bereits etabliert, sind neben wiederholten, auf den Patienten
individuell angepassten Hygieneunterweisungen und professioneller Entfernung aller
Zahnbeldge (Tonetti et al., 2015) weitere MaBBnahmen erforderlich. Hierbei hat sich als
Standardtherapie die unspezifische Reduktion der Bakterienzahl durch mechanische
supra- und subgingivale Reinigung und Glittung der Wurzeloberfliche (SRP = scaling
and root planning) mit Hilfe dafiir ausgelegter Instrumente bewédhrt (Eickholz et al.,
2005; Kaldahl et al., 1996; Kaldahl et al., 1993; Ramfjord et al., 1987; Hill et al., 1981).
Neben Handinstrumenten, Schallinstrumenten und Ultraschallscalern konnen hierzu

auch Laser zum Einsatz kommen, wobei hinsichtlich der klinischen Parameter keine
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signifikanten Unterschiede in Bezug auf das verwendete Instrument bestehen (Jepsen et

al., 2011; Petersilka et al., 2002; Tunkel et al., 2002).

1.5.1.1 Klinische Auswirkungen des SRPs

Zur Beurteilung und Verlaufskontrolle klinischer Effekte werden bestimmte Parameter
herangezogen (Bolerazska et al., 2016; Heitz-Mayfield et al., 2002). Hierzu zdhlen
insbesondere Sonderungstiefe, Rezession, Attachmentlevel, Parodontaler-Screening-
Index (PSI), Approximaler-Plaque-Index (API) und Blutung auf Sondierung (BOP).
Cercek und Mitarbeiter (1983) zeigten, dass zwar Plaque- und Blutungsindizes durch
MundhygienemaBBnahmen deutlich abnahmen, sich jedoch kaum Erfolge zur
Verringerung der Sondierungstiefe einstellten. Erschwerend kommt hinzu, dass
parodontale Taschen ab 4 mm Tiefe bei rein supragingivaler Reinigung innerhalb
kiirzester Zeit wieder rekolonisiert werden (Petersilka er al., 2002). Einige Studien
zeigen jedoch, dass eine supragingivale Reinigung eine wichtige ProphylaxemaBBnahme
zur Vermeidung eines Rezidivs bzw. einer Neuinfektion von inaktiven Resttaschen
darstellt (Axelsson et al, 2002; Nyman et al., 1977, Knowles et al., 1979). Eine
Erklarung dafiir ist, dass sich bei dauerhaft guter Plaquekontrolle eine langsame, aber
nachhaltig verdnderte mikrobielle Zusammensetzung der Plaque innerhalb der
parodontalen Taschen einstellt und zudem prozentual weniger Parodontalpathogene
vorzufinden sind (Haffajee et al., 2003a; Petersilka et al., 2002; Feres et al., 2001;
Haffajee et al., 2001).

1.5.1.2 Mikrobiologische Auswirkungen des SRPs

Durch mechanische supra- und subgingivale Reinigung und Gléttung der
Waurzeloberfliche kann eine Reduktion parodontopathogener Keime in der
subgingivalen Plaque erreicht und die schiitzende Biofilmstruktur der Bakterien
desintegriert werden (Mombelli, 2006; Petersilka et al., 2002). Die Wiederbesiedelung
der gereinigten Wurzeloberflache erfolgt durch Erstbesiedler, die iiberwiegend Teil der
niitzlichen, nicht pathogenen Flora sind. Diese konnen die erneute Etablierung
pathogener Keime behindern. Somit wird infolge der instrumentellen Therapie die
Zusammensetzung der subgingivalen Plaque verdndert und nachhaltig beeinflusst. Auch
eine Reduktion des roten Komplexes kann mit Hilfe des SRPs erreicht werden (Haffajee

et al., 1997; Simonson et al., 1992).
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1.6 Adjuvante Antibiotikagabe in der Parodontitisbehandlung

Einige Patienten reagieren jedoch nicht zufriedenstellend auf ein konventionelles SRP,
sodass der erwiinschte klinische Erfolg reduziert ist oder gar ausbleiben kann
(Armitage, 2004; Fine, 1994; Rosenberg et al, 1993). Die Anwesenheit von P.
gingivalis und bzw. P. gingivalis zusammen mit 7. denticola und deren Persistenz nach
Parodontitistherapie  korrelieren klinisch mit parodontaler Destruktion und
fortschreitender Erkrankung (Byrne et al, 2009; Chaves et al., 2000). Auch eine
Eradikation des Bakteriums 4. actinomycetemcomitans ist durch Wurzelgliattung und
Kiirretage nicht zufriedenstellend erreichbar (Ishikawa et al., 2002; Eickholz et al.,
2001). Daher kann eine begleitende systemische Antibiose zum Erfolg der Behandlung
beitragen. Sie dient dazu, die Auswirkungen des mechanischen Débridements zu
verstirken und das Immunsystem des Patienten bei der Eliminierung der nach
mechanischer Reinigung verbleibenden subgingivalen Pathogene zu unterstiitzen (van
Winkelhoff et al., 1996). Eine adjuvante antimikrobielle Therapie kann daher nach
vorheriger mechanischer Reinigung und Desintegration des Biofilms fiir den Erfolg der
Behandlung entscheidend sein (Winkel et al., 2001; van Winkelhoff et al., 1996).
Antibiotika, wie Penicillin V, Amoxicillin, Tetracycline, Metronidazol oder
Kombinationen werden zahlreich zur Therapie parodontaler Erkrankungen, besonders
bei aggressiven und schweren Verlaufsformen der Parodontitis, eingesetzt (Jepsen und
Jepsen, 2016; Teughels et al, 2014). Clindamycin dient dabei gelegentlich als
Alternative bei Penicillinallergie (Teughels et al., 2014).

1.6.1 Mikrobiologische Diagnostik

Um die ursdchlichen Bakterien der vorliegenden Infektion kausal behandeln zu kénnen,
ist eine mikrobiologische Diagnostik zur Auswahl des geeigneten Antibiotikums
sinnvoll (Beikler et al., 2004; Slots und Jorgensen, 2002). Hierzu sollten bereits vor
Beginn der Therapie Proben der supra- und subgingivalen Plaqueflora entnommen
werden, die umso reprisentativer sind, je mehr Plaqueproben zur mikrobiologischen
Untersuchung pro Patient gesammelt wurden (Loomer, 2004). Zur Analyse und zum
Nachweis von Parodontitiskeimen kommen im Labor neben molekularbiologischen
Verfahren (Polymerasekettenreaktion [PCR] und darauf basierende Techniken wie RT-
PCR [Realtime-Polymerasekettenreaktion], mit DNA-Sonden, Koloniehybridisierung
sowie Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung [FISH]), auch Immuntests (ELISA,

Immunfluoreszenz), Kultivierung mit biochemischen Tests und/oder Serodiagnostik
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zum Einsatz (Loomer, 2004). Ein vielversprechender Ansatz zur Eignung in der
mikrobiologischen Diagnostik stellt die Matrix-unterstiitzte Laser-
Desorption/Ionisation-Massenspektrometrie mit Flugzeitanalyse (MALDI-TOF-MS)
dar, mit deren Hilfe Bakterien innerhalb weniger Minuten direkt aus kultivierten
Kolonien identifiziert werden konnen (Wieser et al., 2012). Die Methode kommt im

Rahmen der Studie zur Anwendung.

Auf der Basis mikrobiologischer Diagnostik konnen so spezifische potentiell pathogene
Keime mit Hilfe adjuvanter Antibiotika gezielt bekdmpft werden und die klinischen
Resultate dadurch deutlich verbessert werden (Worch er al, 2001; Worch und
Listgarten, 1998; Renvert et al., 1996).

1.6.2 Indikation adjuvanter Antibiose

Eine zusitzliche Gabe von Antibiotika sollte einer strengen Indikation unterliegen, da
eine systemische Anwendung nicht nur Nebenwirkungen, sondern auch Verdnderungen
der physiologischen Bakterienflora und mikrobielle Resistenzen zur Folgen haben kann
(Seymour und Hogg, 2008). Die Stellungnahme der American Academy of
Periodontology (AAP) zur Indikation adjuvanter Antibiotika in der Parodontitistherapie
wurden von Slots und Mitarbeitern (2004) zusammengefasst. Zu den moglichen
Indikationen zédhlen: aggressive Parodontitis, schwere chronische Parodontitis,
therapierefraktire Parodontitis, parodontaler Abszess mit Ausbreitung in benachbarte
Logen, Fieber und/oder Lymphadenopathie, nekrotisierende ulzerierende Gingivitis
oder Parodontitis mit ausgepridgter Allgemeinsymptomatik, moderate und schwere
Parodontitis bei systemischer Erkrankung oder beeintrichtigtem Immunsytem.
Patienten mit akuten und schwerwiegenden parodontalen Infektionen (parodontale
Abszesse, akute nekrotisierende Gingititis/Parodontitis) profitieren ebenfalls von einer
adjuvanten Antibiotikagabe. Bei plaqueassoziierter Gingivitis und milden bis moderaten
Parodontalldsionen konnte sich eine adjuvante Antibiotikatherapie zur Unterstiitzung
der supra- und subgingivalen Reinigung nicht erweisen (Slots und Jorgensen, 2002;
Ciancio, 2002). Mombelli und Mitarbeiter (Mombelli et al., 2015) zeigten, dass eine
adjuvante Antibiose den Bedarf chirurgischer MaBBnahmen deutlich senken kann. Es
wird auch diskutiert, dass eine alleinige Gabe von Antibiotika zur Therapie parodontaler
Erkrankungen eine Verbesserung der klinischen Ergebnisse erzielen kann (Lopez et al.,

2006; Mombelli, 2006).
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Wenige Studien suggerieren, dass einige Patienten mit einem bestimmten Bakterien-
Profil von einer adjuvanten Antibiose profitieren konnen und diese somit nur bei
Vorhandensein spezifischer Bakterien indiziert ist. Dazu zédhlen Patienten mit
lokalisierter aggressiver Parodontitis, die positiv auf A. actinomycetemcomitans getestet
wurden (Saxen und Asikainen, 1993) und Patienten mit chronischer Parodontitis und
vorhandenen A. actinomycetemcomitans und/oder P. gingivalis (Flemmig et al., 1998)
oder mit einem Anteil von mehr als 10% Spirochiten in den entnommenen
subgingivalen Plaqueproben (Loesche et al., 1984). Cionca und Mitarbeiter (2010)
zeigten jedoch, dass eine zusitzliche systemische Antibiotikagabe unabhéngig von dem
Vorhandensein bestimmter Bakterienspezies, wie 4. actionomycetemcomitans oder P.
gingivalis positive klinische Ergebnisse erzielt. Diverse Studien belegen die
Wirksamkeit einer adjuvanten Antibiose (Guerrero et al., 2014; Heitz-Mayfield, 2009;
Rooney et al., 2002) nach Indikationsstellung, wobei noch dariiber diskutiert wird,
welches das effektivste Pridparat hinsichtlich klinischer und mikrobiologischer
Ergebnisse darstellt (Herrera et al, 2012; Mdala et al., 2012). Eine einheitliche

internationale Richtlinie zur Dosierung und Einnahmedauer ist daher nicht vorhanden.

Tabelle 3 zeigt eine Empfehlung der Deutschen Gesellschaft fiir Zahn- Mund- und
Kieferheilkunde (DGZMK) beziiglich der Anwendung adjuvanter Antibiotika in der
Parodontitistherapie hinsichtlich der Dosierungsempfehlung und des Wirkspektrums
(Beikler et al., 2003). Abgebildet sind die Antibiotikakonzentrationen in der
Gingivalfliissigkeit bei systemischer Verabreichung, ausgedriickt in Vielfachen der in-

vitro minimalen Hemmkonzentration (MHKg); +: 10'fach; ++: 10*fach.
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A.a. TS P.g. Pi. E.c. P Dosierung
Amoxicillin + + 3 x 500 mg/d, 14 Tage
Metronidazol = = + ++ 3 x 400 mg/d, 7 Tage
Ciprofloxacin + + 2 x 250 mg/d, 10 Tage
Doxycyclin + + 1 x 200 mg/d, 1 Tage
1 x 100 mg/d, 18 Tage
Tetracyclin + + + 4 x 250 mg/d, 21 Tage
Clindymaycin ++ + 4 x 300 mg/d, 7 Tage
Metronidazol +  ++ ++ + ++ 3 x 400 mg/d, 7 Tage
& &
Amoxicillin 3 x 500 mg/d, 7 Tage
Metronidazol +  ++ o+ + +  ++ 2 x 500 mg/d, 7 Tage
& &
Ciprofloxacin 2 x 250 mg/d, 7 Tage

Tabelle 3: Empfohlene Dosierung adjuvanter Antibiotika der Deutschen Gesellschaft
fiir Zahn- Mund- und Kieferheilkunde (DGZMK) (Beikler et al., 2003)

Da es sich bei der Parodontitis um eine Mischinfektion handelt, kann eine Kombination
zweier Antibiotika erforderlich werden, um eine moglichst ausgedehnte antimikrobielle
Wirkung aufweisen zu konnen (Heitz-Mayfield, 2009). Van Winkelhoff und Mitarbeiter
(1992) zeigten in einer Studie, dass sich die Kombination aus Metronidazol und
Amoxicillin duBlerst effektiv hinsichtlich klinischer und mikrobiologischer Parameter
erweisen kann. Die Kombination beider Antibiotika flihrte zu deutlichen positiven
Auswirkungen auf TST und Attachmentlevel sowie einem bei nahezu allen Patienten

negativen Nachweis des Bakteriums A4. actinomycetemcomitans.

Wihrend einige weitere Studien eine deutliche Verbesserung der klinischen
parodontalen Verhéltnisse unter systemischer Gabe von Amoxicillin in Kombination
mit Metronidazol suggerieren (Sgolastra et al., 2012a; Sgolastra ef al., 2012b; Goodson
et al., 2012; Feres et al., 2012), zeigen andere Studien wiederum, dass sich die
klinischen Ergebnisse einer adjuvanten Kombinationstherapie aus Amoxicillin und
Metronidazol nicht von denen einer Placebo-Kontrollgruppe unterscheiden (Winkel et

al., 2001; Matarazzo et al., 2008; Mestnik et al., 2012).

Es ist bekannt, dass die im Biofilm enthaltenen Bakterien eine erhohte Resistenz

besitzen und durch den Schutz des Biofilms die Penetration des Antibiotikums
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behindert wird (Costerton et al, 1999; Gilbert et al., 1997). Bei Einsatz eines
adjuvanten Antibiotikums sollte daher ein mechanisches Entfernen der supra- und
subgingivalen Plaque vorausgehen, sodass der protektive Biofilm desintegriert und dem
Antibiotikum eine erhohte Wirksamkeit ermdglicht werden kann (Herrera et al., 2008;

Berglundh et al., 1998; Loesche und Giordano, 1994).

1.7 Problematik der Resistenzentwicklung

In der Geschichte der Menschheit forderten infektiose Erkrankungen aufgrund
mangelnder Therapiemdglichkeiten unzéhlige Menschenleben (Slavkin, 1997). Die
Entdeckung des Penicillins 1928 durch Sir Alexander Fleming stellte somit einen
Meilenstein in der Entdeckung der Antibiotika dar und bildete die Grundlage fiir eine
effektive Behandlung bakterieller Infektionen (Seymour und Hogg, 2008; Fleming,
1945). Neben der Entdeckung eines deutlichen Hemmhofes um den Schimmelpilz
Penicillium notatum auf einer befallenen Staphylokokkenkultur, beobachtete Fleming
(1945), dass eine subletale Dosis des Penicillins innerhalb kiirzester Zeit Penicillin-
resistente Keime hervorbringen konnte. Nach der Einfiihrung des Penicillin G Anfang
der 40er Jahre konnten durch bestimmte Erreger (Staphylococcus aureus) ausgeloste
Infektionen effektiv behandelt werden, 1942 wurden jedoch schon erste Resistenzen
gegeniiber Antibiotika evident, die bis heute stetig zunehmen (Slavkin, 1997). Die
Entwicklung vielfiltiger Antibiotika ermdglichte es, die kontinuierlich wachsende Zahl
resistenter Keime in Schach zu halten. Seit den 90er Jahren wird jedoch ein Riickschritt
und Mangel an neuen Antibiotikaklassen verzeichnet, die auf neue und modifizierte
bakterielle Resistenzmechanismen zurlickzufiihren sind (Laxminarayan et al., 2013;
Gould, 2009; Talbot et al., 2006). Die Zunahme von Antibiotikaresistenzen stellt ein
weltweit ernstzunehmendes Problem dar (Seymour und Hogg, 2008). 2007 wurde daher
in Deutschland das Projekt "Antibiotikaresistenz Surveillance (ARS)" am Robert-Koch-
Institut eingerichtet, um Resistenzdaten zu erheben (Robert Koch Institut, 2007). Den
Resistenzentwicklungen unterliegt ein evolutiondrer Mechanismus, der Bakterien iiber
viele Jahrtausende ein Uberleben durch Anpassung an verinderte Umweltbedingungen
sicherstellte (Levy, 2000). Seit vielen Jahren versuchen Organisationen, wie die WHO
(World Health Organisation), ECDC (European Centre for Disease Prevention and
Control) und die CDC (Centre for Disease Prevention and Control) das Bewusstsein
internationaler Behorden und Entscheidungstriager iiber die globale Problematik und

Reichweite zu scharfen (Carlet ef al., 2014). Antibiotika-resistente Keime werden von
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der World Health Organization (WHO) als eine der drei grofSten Bedrohungen fiir die
Menschheit eingestuft (Carlet et al., 2014).

Unter den Anfiihrern der Keime, die Resistenzen gegeniiber antimikrobiellen
Medikamenten zeigen, befinden sich der Methicillin-resistente Staphylococcus aureus,
Vancomycin-resistente ~ Enterokokken,  Extended-Spektrum-B-Laktamase-(ESBL)-
bildende Bakterien, Enterobactericeae (Livermore, 2003) und Acinetobacter baumannii
(Tang et al, 2014). Abbildung 2 zeigt den zeitlichen Verlauf der Entwicklung

verschiedener Antibiotikaklassen und aufkommende Resistenzen.

Polymyxins Vancomycin Tigecycline
Cephalothin,
Penicillin, Nalidixic acid,
Streptomycin Erythromycin Gentamicin Imipenem Daptomycih
Ceftriax¢ne,
Sulfa drugs Tetracycline Methicillin Clindamycin Ciprofiox@acin Linezolid Ceftaroline

£l K3 E3 E3 E3 K3 £33 D

Penicillin-R Methicillin-R Nalidixic acid-R Extended-spectrum Imipenem{R
Staphylococcus Staphylococcus  |Escherichia coli p-lactamases Enterobacterijceae
aureus
Pan-drug-R
Enterobacteriaceae
Penicillin-R AmpC Vancomycin-R Vancomycin-R
Pneumococcus  cephalosporinases Enterococcus Staphylococcus

aureus

Abbildung  2:  Graphische  Darstellung  der  Entwicklung  verschiedener
Antibiotikaklassen gegen sich ausbildende Resistenzen (Tang et al., 2014)

Die tiberméBig hohe Verschreibungsrate von Antibiotika zur Bekdmpfung odontogener
(Poveda Roda et al., 2007) und bakterieller Infektionen aller Art (Seymour und Hogg,
2008), fithrte zu Anpassungsvorgéingen und Resistenzentwicklung der Bakterien (Levy,
2000; Levy, 1994). Listgarten (1993) sowie Rams und Mitarbeiter (2014) zeigten, dass
davon auch parodontopathogene Keime betroffen sind, die resistente Stimme
hervorgebracht haben oder nur noch eine geringe Empfindlichkeit gegeniiber
Antibiotika aufweisen. Mit Hilfe diverser Resistenzmechanismen konnen diese
Bakterien antibiotische Wirkstoffe unwirksam werden lassen (Rams et al., 2014; Feres

et al., 2002; Walker, 1996).

Studien brachten hervor, dass in Regionen, in denen der Gebrauch von Antibiotika stark
eingeschrankt wird, nur geringe Antibiotika-Resistenzen unter Parodontalpathogenen zu
finden sind (Veloo ef al., 2012), wihrend in denjenigen Regionen, in denen der Zugang

zu Antibiotika weniger stark itiberwacht wird, ein deutlich hoheres AusmalBl an
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Antibiotikaresistenzen vorhanden ist (Ardila ef al., 2010a; van Winkelhoff et al., 2005).
Diese Studien suggerieren somit, dass die Verfiigbarkeit von Antibiotika und die

Haufigkeit der Antibiotikacinnahme mit dem Auftreten von Resistenzen korrelieren.

1.7.1 Resistenzmechanismen

Den bakteriellen Resistenzentwicklungen liegen prinzipielle Mechanismen zu Grunde
(Hof und Déorries, 2005): Zum einen kann die Penetration des Wirkstoffs in die Zelle
verhindert werden, sodass das urspriingliche Ziel (Target) unzuginglich wird. Zum
anderen kann der Wirkstoff durch das Bakterium direkt inaktiviert oder derart verdndert
werden, dass ein Binden an die Zielstruktur nicht mehr moglich ist. Ein dritter
Mechanismus zielt auf eine Verdnderung des Targets ab, sodass auch ein unverdndertes

Medikament nicht mehr wirken kann.

Antibiotikaresistenzen parodontopathogener Keime konnen vererbt, mutationsbedingt
oder erworben sein (Walker, 1996). Organismen konnen dabei bereits eine natiirliche
Unempfindlichkeit gegeniiber Antibiotika aufweisen. Dem Bakterium 4.
actinomycetemcomitans mangelt es beispielsweise an einem Enzym, das nétig ist, um
die Wirkung des Antibiotikums Metronidazol zu entfalten und kann somit bei
therapeutischer Konzentration keinen Schaden nehmen. Eikenella corrodens (E.
corrodens) ist unempfindlich gegeniiber Clindamycin, ein GroBteil der Fusobakterien-

Spezies zeigt keine Empfindlichkeit gegentiber Erythromycin (Walker et al., 1979).

Mutationen im Genom der Bakterien, die pro repliziertem Basenpaar mit einer
Wahrscheinlichkeit von 10™ bis 10™'? spontan und willkiirlich entstehen (Bridges, 2001),
stellen eine weitere Ursache dar. Dabei konnen urspriingliche Zielstrukturen des
Medikaments verdndert, Enzyme mit inaktivierendem Mechanismus exprimiert, ein
(Efflux-)System, welches Medikamente aus der Zelle schleust, aktiviert und gleichzeitig

die Aufnahme in die Zelle inaktiviert werden (Livermore, 2003).

Durch die enge topographische Beziehung der Bakterien konnen Resistenzgene iiber
horizontalen Gentransfer ausgetauscht werden (Walker, 1996). Die Ubertragung erfolgt
dabei iiber die Mechanismen der Transformation, Transduktion oder Konjugation.
Transformation impliziert die Aufnahme freier DNA aus der Umgebung in das
Bakterium, wiahrend bei der Transduktion via Phagen exogene DNA von einem
Bakterium zum néchsten geleitet wird. Die DNA-Stiicke stammen dabei entweder aus
dem Bakterienchromosom selbst oder von einem Plasmid (kleine extrachromosomale

DNA). Die Konjugation erfordert hingegen engen Zellkontakt und erfolgt durch
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Ubertragung von Plasmid-DNA eines Spender-Bakteriums auf ein Empfinger-
Bakterium. Moglich ist hierbei auch ein speziesiibergreifender Austausch verschiedener

Resistenzgene (Courvalin, 1994).

Levin und Rozen (2006) beschreiben zudem phinotypische Resistenzen, die nicht
vererbbar sind und keinen genetischen Ursprung besitzen. Dazu zdhlen neben
Medikamentenunempfindlichkeit (drug indifference), das Heranwachsen im Biofilm

und die Bakterien-Persistenz.

Die Antibiotikaempfindlichkeit pathogener Keime kann mit Hilfe von
Resistenzpriifungen detektiert werden (Jorgensen und Ferraro, 2009). Am héaufigsten
werden neben der Agardiffusionsmethode, der Bouillon-
Dilutionstest/Reihenverdiinnungstest und die Gradientenmethode mittels Epsilometer-
Tests (E-Test) angewandt. Haufig werden Antibiotika zur Behandlung parodontaler
Erkrankungen jedoch ohne vorherige Analyse des subgingivalen Biofilms verschrieben
(Ellen und McCulloch, 1996), sodass das gewihlte Antibiotikum moglicherweise auf

resistente Stimme oder auf Bakterien mit nur geringer Empfindlichkeit triftt.
1.7.2 Antibiotika: Wirkmechanismen und Resistenzen

1.7.2.1 Amoxicillin

Amoxicillin ist ein Penicillin-Derivat, das neben dem primédr grampositiven
Wirkspektrum der Penicilline zudem iiber eine substantielle antimikrobielle Aktivitit
gegen gramnegative Bakterien verfligt (Seymour und Hogg, 2008; Goodson, 1994).
Alle Penicilline besitzen einen Thiazolring und einen B-Lactamring mit einer freien
Aminogruppe, an den gewohnlich eine Acyl-Seitenkette gebunden ist (Slavkin, 1997).
Der antimikrobielle Mechanismus besteht in der Féhigkeit des B-Lactam-Rings, direkt
kovalent an Enzyme der bakteriellen Zellwand (PBP = Penicillin bindendes Protein)
binden zu koénnen. Diese PBP gehoren einer Reihe von Transpeptidasen oder
Carboxypeptidasen an, die die Verkniipfung der Bakterien-Zellwand-Bestandteile
(Peptidoglykane, auch Murein genannt) katalysieren. B-Lactam-Antibiotika entfalten
thre Wirksamkeit durch Inhibition der Enzymfunktion, die die Bildung einer
schiitzenden Zellwand verhindert und durch osmotische Prozesse bedingt zur Lyse des

Bakteriums fiihrt (Seymour und Hogg, 2008; Slavkin, 1997).

Neben Penicillin-induzierter Anaphylaxie (Greenwood, 2008) ist die Entwicklung von

Resistenzen eine der groften unerwiinschten Nebenwirkungen des Medikaments



Einleitung 27

(Seymour und Hogg, 2008). Die Wirkungsweise der B-Lactam-Antibiotika kann dabei
durch eine plasmidcodierte bakterielle Penicillinase beeintrachtigt werden, die den B-
Lactamring des Penicillin-Molekiils zu spalten vermag und die Wirkung des
Medikaments somit inaktiviert (Slavkin, 1997). Abbildung 3 zeigt die Strukturformel

des Amoxicillins und den Angriffpunkt der 3-Lactamasen.

NH2 H
N H
0
N
HO 0/

Angriffspunkt der B-Lactamasen

Abbildung 3: Strukturformel des Amoxicillins mit Angriffspunkt der [3-Lactamasen am
J3-Lactam-Ring des Molekiils (Seymour und Hogg, 2008)

Ein instabiles DNA-Stiick gilt dabei als codierendes Gen der 3-Lactamasen und besitzt
als ,,springendes Gen“ (Transposon) die Féhigkeit, seine Position innerhalb des
Chromosoms zu dndern (Tang et al., 2014; Slavkin, 1997; Walker, 1996). Extended-
Spectrum-Betalactamase-(ESBL)-bildende Bakterien sind dabei besonders Besorgnis
erregend (Benachinmardi et al., 2014). Sie konnten in Lésionen chronischer Parodontitis
nachgewiesen werden und sind nicht nur resistent gegeniiber einem breiten Spektrum an
B-Lactam-Antibiotika, sondern auch in der Lage, Bakterien im direkten Umfeld zur
Resistenzbildung zu animieren (Benachinmardi et al., 2014; Tang et al., 2014). Die
Anzahl der B-Lactamasen hat sich zwischen 1990 und 2010 bereits verzehnfacht
(Davies und Davies, 2010). Weitere Resistenzmechanismen gegeniiber B-Lactam-
Antibiotika stellen eine Verdanderung der Zielstruktur, der PBPs, oder ein limitierter
Zugang des Medikaments zur Zielstruktur dar (Tang et al., 2014; Poole, 2004) . Dabei
konnen sowohl Modulationen der Ionenkanédle (Porine) in der dufleren Membran des
Bakteriums den Zutritt des Medikaments zur Zielstruktur behindern, als auch Efflux-

Pumpen dazu beitragen, das Medikament aus der Zelle zu entfernen.
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1.7.2.2 Metronidazol

Als Vertreter der Nitroimidazole ist Metronidazol ein hdufig in der Zahnmedizin
verschriebenes Antibiotikum zur Behandlung gramnegativer, anaerober Infektionen und
hat sich in der Behandlung parodontaler Erkrankungen etabliert (Seymour und Hogg,
2008; Slots und Ting, 2002). Es kommt sowohl als Penicillin-Alternative und -
Ergédnzung bei B-Lactamase-produzierenden Anaerobiern als auch bei ulzerierender
nekrotisierender Gingivitis zum Einsatz. Abbildung 4 zeigt die Strukturformel eines

Metronidazol-Molekiils.

OH

Abbildung 4. Strukturformel des Metronidazols (Seymour und Hogg, 2008)

Metronidazol diffundiert in inaktiver Form passiv als Pro-Drug in das Zellinnere (Ings
et al., 1974). Der exakte Mechanismus ist noch nicht vollstindig geklért, jedoch scheint
die Aktivierung mit Hilfe der im anaeroben Milieu vorhandenen bakteriellen Pyruvat-
Ferredoxin-Oxidoreduktase stattzufinden (Edwards, 1993; Edwards et al., 1973). Dieses
Enzym reduziert die Nitrogruppe des Molekiils partiell, sodass ein radikalisches Anion
entsteht, das zielgerichtet bakterielle DNA oxidiert, Strangbriiche induziert und so
schlieflich zum Zelltod fiihrt. Aufgrund des niedrigen Redoxpotentials kann die

Reduktion nur in anaerobem Milieu erfolgen (Seymour und Hogg, 2008).

Resistenzen gegeniiber Metronidazol werden selten beobachtet (Diniz et al., 2004).
Zuriickzufiihren sind sie vermutlich auf eine mangelnde Aktivierung der Pro-Drug,
moglicherweise durch eine Fehlfunktion der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase oder
durch ein mangelndes Reduktionspotential (Seymour und Hogg, 2008). Diniz und
Mitarbeiter (2004) fanden bei Metronidazol-resistenten Stdmmen ein verdndertes
Proteinprofil, das mit erhohten Laktat- und verringerten Acetatspiegeln einher ging.

Moglich ist auch, dass Verdanderungen im Genom der Bakterien den Reduktionsvorgang
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zur Aktivierung des Metronidazols derart beeinflussen, dass keine radikalischen

Anionen entstehen konnen.

In der Parodontitistherapie werden héufig Monopriparate angewandt. Metronidazol hat
bei systemischer Anwendung eine Verringerung der Mikroorganismen des orangen
Komplexes zu verzeichnen und fithrt so zu einer Verbesserung der parodontalen
Verhéltnisse (von Troil-Linden et al., 1995). Jedoch hat sich aufgrund der Vielfalt
pathogener Keime in parodontalen Lésionen eine Kombinationstherapie als erfolgreich
erwiesen (Slots, 2000). Van Winkelhoff und Mitarbeiter (1989) sprachen Empfehlungen
zur Therapie einer akuten, aggressiven Parodontitis mit einer Kombination von
Amoxicillin (3 x 375 mg) und Metronidazol (3 x 250 mg) iiber acht Tage aus und
pragten damit den sich spiter etablierten Begriff des ,,Winkelhoff-Cocktails*. Hierbei
verstirkt die Kombination aus Metronidazol und Amoxicillin oder Metronidazol mit
Ciprofloxacin den Effekt gegen A. actinomycetemcomitans und weitere starke
Parodontopathogene (Pavicic ef al., 1992). Amoxicillin und Metronidazol kdnnen in
Kombination bei Gabe wihrend des SRPs schneller zum Erfolg fithren und eine weitere

chirurgische Behandlung unnétig machen (Mombelli ef al., 2015).

1.7.2.3 Clindamycin

Clindamycin gehort der Gruppe der Lincosamid-Antibiotika an (Seymour und Hogg,
2008) und entfaltet seine Wirkung vor allem gegen gram-positive Kokken und gram-
negative anaerobe Stibchen (Walker und Gordon, 1990). Bei Penicillinallergie kann
Clindamycin als Alternativ-Therapeutikum angewandt werden (Seymour und Hogg,

2008). Abbildung 5 zeigt die Strukturformel von Clindamycin.
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Abbildung 5: Strukturformel des Clindamycins (Seymour und Hogg, 2008)
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Clindamycin inhibiert die bakterielle Proteinbiosynthese durch Bindung an die 50S-
Untereinheit der Ribosomen (Tenson et al., 2003). Dabei wird die Peptidyltransferase,
das Enzym, welches die Peptidbindungen zwischen den einzelnen Aminosduren

katalysiert, blockiert.

Gegeniiber Lincosamid-Antibiotika sind drei Mechanismen bakterieller Resistenzen
bekannt (Seymour und Hogg, 2008; Leclercq, 2002). Durch Methylierung oder
Modifikation wird die Zielstruktur derart verdndert, dass ein Erkennen durch das
Antibiotikum unmoglich wird. Eine Vielzahl von erm-(erythromycin ribosome
methylation)-Genen konnten identifiziert und in einer Nomenklatur festgehalten werden
(Roberts et al., 1999). Die Aktivitit der Erm-Methylasen induziert die Methylierung
eines einzelnen Adenins auf der sich bildenden 23s-RNA der ribosomalen 50S-
Untereinheit und resultiert in einem Unvermdgen des Antibiotikums, an seine
Zielstruktur zu binden (Weisblum, 1995). Mit Hilfe von Efflux-Pumpen koénnen
Clindamycin-Molekiile gezielt aus der Zelle heraustransportiert werden. Die
Regulierung der Expression der Efflux-Pumpen erfolgt dabei iiber Efflux-Gene
(Leclercq, 2002). Der dritte Mechanismus besteht in einer direkten Inaktivierung des

Medikaments durch Bildung spezifischer bakterieller Enzyme (Roberts et al., 1999).
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2 Fragestellung und Studienziel

Die stetige Zunahme von Antibiotikaresistenzen zahlreicher Bakterien gilt global als
schwerwiegendes Problem. Die aktuelle Studienlage deutet an, dass auch Parodontitis-
assoziierte Bakterien Resistenzmechanismen gegeniiber diversen Antibiotika entwickelt

haben.

In dieser Studie soll anhand eines Patientenkollektivs (n = 44) eine mdglichst grof3e
Anzahl an Wild-Stdammen parodontopathogener Keime auf Resistenzen hinsichtlich den
in der Parodontologie hiufig eingesetzten Antibiotika Amoxicillin, Metronidazol und
Clindamycin in-vitro getestet werden. Die mittels MALDI-TOF-MS differenzierte
anaerobe Flora soll anschlieBend in Bakteriengruppen eingeteilt und paarweise
beziiglich der Antibiotikaempfindlichkeit/minimalen Hemmkonzentration (MHK)
verglichen werden. Zudem sollen als Nebeneffekt der Studie an einer Auswahl an
Patienten, die nach Indikationsstellung eine adjuvante Antibiose und nach einem
definierten Kontrollintervall eine weitere mikrobiologische Diagnostik erhielt,
potentielle Zusammenhdnge zwischen zuvor nachgewiesenen Resistenzen und dem pré-

und postantibiotischen mikrobiologischen Befund aufgezeigt werden.

In Anlehnung an die Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Zahn- Mund- und
Kieferheilkunde (Beikler et al., 2003) wird die Hypothese aufgestellt, dass ein sehr
grofler Anteil der in der Studie nachgewiesenen und mit Parodontitiden assoziierten
Bakterien in-vitro sicher durch die empfohlenen Antibiotika gefasst und erfolgreich
beseitigt wird. Zudem wird angenommen, dass die Verteilung der
Antibiotikaempfindlichkeit/MHK-Werte  der  PA-assoziierten = Bakterien beim

paarweisen Vergleich iiber die Bakteriengruppen hinweg identisch sei.

Diese Studie soll somit einen Beitrag zum Verstdndnis moglicher Antibiotikaresistenzen
parodontopathogener ~ Keime  leisten. Zudem soll ein  Vergleich  der
Antibiotikaempfindlichkeit der  vorherrschenden anaeroben  Bakterienspezies
untereinander aufgestellt werden und potentielle Zusammenhinge aus nachgewiesenen
Antibiotikaresistenzen und persistenten Parodontalkeimen nach erfolgter adjuvanter
Antibiose herausgearbeitet werden, die die Grundlage fiir weitere Forschung in diesem

Bereich legen konnten.
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3 Material und Methode

Die fiir die klinische und mikrobiologische Untersuchung herangezogenen Methoden
der Studie sind im Folgenden beschrieben. Abbildung 6 zeigt graphisch den Autbau und
Ablauf der Studie.

Patientenkollektiv

(n = 44)

Klinik Mikrobiologie

|| Klinischer Befund und

Probenentnahme | | Kultivierung der
Bakterienproben
SBP/SRP +.nach | | Isolierung der Bakterien und
| Indikation adjuvante Anzucht der Reinkulturen
Antibiose

Analyse und Identifikation der
I isolierten Mikroorganismen
mittels MALDI-TOF-MS

Analyse des prétherapeutischen
Keimspektrums des Patientenkollektivs

Probenentnahme (n = 10) mittels Parident™
— posttherapeutisch/postantibiotisch

(nach definiertem Kontrollinterval)

Antibiotikaresistenztest
(E-Test) PA-assoziierter
Spezies

Analyse des
posttherapeutischen/postantibiotischen
Keimspektrums des Patientenkollektivs

mittels Parident™

Abbildung 6. Graphische Darstellung des Studienablaufs

3.1 Patientenkollektiv

Nach Begutachtung des Studienprotokolls durch die Ethikkomission der medizinischen
Fakultit der Universitit Miinchen bestétigte diese die ethisch-rechtliche

Unbedenklichkeit (17-8-16, Votum im Anhang).

Die teilnehmenden Patienten rekrutierten sich aus der allgemeinen Ambulanz der
Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie der Universitdit Miinchen.
Grundsitzlich kamen alle Patienten mit Parodontalerkrankung in Betracht, unabhéngig

von Typ und Schwere der Erkrankung. Bei den ausgewihlten Patienten wurde in den
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vergangenen sechs Monaten vor Beginn der Studie weder eine parodontologische
Therapie noch eine systemische Antibiose durchgefiihrt. Weitere Ausschlusskriterien
stellten ernsthafte Erkrankungen wie HIV, Tuberkulose, Hepatitis B oder Hepatitis C,

fortlaufende Chemotherapie, Bestrahlung oder Immunsuppression dar.

3.2 Anamnese und Befund

Die Patienten wurden zunéchst hinreichend miindlich und schriftlich iiber die Studie
aufgeklart und nach Einwilligung zur Teilnahme im Anschluss mit Hilfe eines
standardisierten Anamnese- und Befundbogens befragt. Die Vorlagen dazu sowie die
der Patienteninformation und Einwilligungserkldrung befinden sich im Anhang. Hierbei
wurden neben familien-anamnestischen Aspekten (Vorkommen parodontologischer
Erkrankungen bei direkten Familienmitgliedern) die Allgemeinanamnese (Einnahme
von Medikamenten, Vorliegen von Erkrankungen wie Osteoporose, Diabetes mellitus,
Atherosklerose oder Bluterkrankung, Nikotinkonsum) erfragt. Die Patienten wurden
zudem gebeten, zu vergangenen parodontologischen Behandlungen, Symptomen wie
Zahnfleischbluten, Zahnlockerung und Zahnverlusten durch Zahnlockerungen Angaben

zu machen.

Es wurde ecin zahnirztlicher Befund erhoben, um einen Gesamtiiberblick {iber
vorhandene Erkrankungen der Mundhohle zu erhalten. Daraufhin erfolgte eine
parodontologische =~ Untersuchung, bei der neben der Ermittlung der
Taschensondierungstiefen (6-Punkt-Messung) und des BOP (Bleeding on Probing)
vorhandene Lockerungen und Furkationen festgehalten wurden. Das Ausmal} der
Sondierungstiefen und des BOP ermdglichten eine Einschitzung iiber die individuelle
Anzahl der behandlungsbediirftigen Stellen und Z&hne und somit iiber den
Behandlungsbedarf der parodontologischen Erkrankung. Als ,,behandlungsbediirftig*
wurden Stellen des Zahnes mit mehr als 4mm Sondierungstiefe oder bei genau 4mm
und vorhandener Blutung definiert. Sobald eine behandlungsbediirftige Stelle pro Zahn
vorhanden war, galt der Zahn ebenfalls als ,,behandlungsbediirftig”. Bei 10 Patienten (n
= 10) des Patientenkollektivs (n = 44) wurde bei klinischer Untersuchung unter
Beachtung aktueller Empfehlungen (Slots et al., 2004; Beikler et al., 2003) die
Indikation einer adjuvanten Antibiose gestellt und anschlieBend mit einer Kombination

aus Amoxicillin (3 x 500 mg) und Metronidazol (3 x 400 mg) iiber 7 Tage behandelt.
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3.3 Probenentnahme

Fiir die Entnahme einer Bakterienprobe wurde die im Rahmen der 6-Punkt-Messung
ermittelte jeweils tiefste Stelle pro Quadrant herangezogen. Sterile Papierspitzen (Paper
Points in GréBe 40) wurden in den Fundus der parodontalen Tasche vorgeschoben und
fir 10 s in situ gehalten. Unmittelbar nach Entnahme wurden diese in 500 pl des
Probeentnahmemediums VMG 11, (Moller, 1966; Dahlen et al., 1993) in ein Eppendorf-
Gefdll gegeben und dort bis zur mikrobiologischen Analyse aufbewahrt. Dieses Medium
verhindert sowohl das Wachstum als auch das Absterben der Bakterien (Syed und
Loesche, 1972). Fiir das Patientenkollektiv (n = 10), welches mit adjuvanter Antibiose
behandelt wurde, wurde initial eine weitere Bakterienprobe zur Durchfiihrung des
Parident™-Tests entnommen. Die Probenentnahme erfolgte analog, jedoch an der
zweittiefsten Stelle je Quadrant. Auf ein Transportmedium konnte dort verzichtet
werden. Nach einem Kontrollzeitraum von 6 - 8 Wochen des Patientenkollektivs (n =
10) erfolgte eine abschlieBende Probenentnahme zum Vergleich des mikrobiologischen
Befundes vor und nach Antibiotikatherapie. Abbildung 7 zeigt die getrdnkten

Papierspitzen nach Probenentnahme.

Abbildung 7: getrdnkte Papierspitzen nach Probenentnahme; Links: Aufbewahrung in
VMG II-Transportmedium zur mikrobiologischen Analyse mittels MALDI-TOF-
Verfahren; Rechts: Aufbewahrung ohne Medium zur Durchfiihrung des Parident™ -
Tests

3.4 Kaultivierung und Nihrmedium

Im néchsten Schritt sollten die fiir die Studie relevanten Bakterien aus der Plaqueprobe,
mit dem Fokus auf gramnegative, anaerobe Bakterien, angeziichtet werden. Dies
erfolgte daher unter vollstindigem Ausschluss von Sauerstoff bei konstanter

Temperatur von 36°C in einer anaeroben Kammer (BACTRON anaerobic chamber;
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SHEL LAB, Sheldon Manufacturing, Inc., Oregon, USA). Diese wurde mit einem
Gasgemisch bestehend aus 85% Stickstoff (N), 10% Kohlenstoffdioxid (CO;) und 5%
Wasserstoff (H,) geflutet. Ein mit einer Palladium-Legierung gefiillter Katalysator und
spezielle Gaspaks (GasPak™ EZ Anaerobe Container System, Becton, Dickinson and
Company, Maryland, USA) ermdglichten ein friihzeitiges Binden von Restsauerstoff in
der Kammer und ermoglichten somit ideale Wachstumsbedingungen fiir fakultativ und

obligat anaerobe Bakterien. Abbildung 8 zeigt die anaerobe Kammer (BACTRON

anaerobic chamber).

Abbildung 8: anaerobe Kammer (BACTRON anaerobic chamber; SHEL LAB, Sheldon
Manufacturing, Inc., Oregon, USA)

Zur gleichmifigen Verteilung der Bakterien im Probeentnahmemedium wurde dieses
zundchst fiir 30 s gevortext (Vortex Mixer VM-300, neoLab 7-2020, Heidelberg,
Deutschland). Darauf folgte eine Verdiinnungsserie in 900 pul 0,9%-iger
Natriumchloridlosung (B. Braun, Melsungen, Deutschland) jeweils von 1:10, bis zu
einer Verdiinnung von 10 Die serielle Verdiinnung diente dazu, die Bakterienquantitit
zu verringern und der gewachsenen Bakterienmischkultur auf den Agarplatten einzelne
Bakterienspezies gezielt zur Generierung von Reinkulturen entnehmen zu konnen.
Jeweils 100 pl jeder Verdiinnung wurden auf den einzelnen Agarplatten (Schaedler
Agar with Vitamin K and 5% Sheep Blood, BD BBL™ Stacker ™ Plates; und BD™
Brucella Blood Agar with Hemin und Vitamin K1; BD, Heidelberg, Deutschland)
ausplattiert und danach fiir 48 - 72 h in der anaeroben Kammer unter oben genannten
Bedingungen bebriitet. Neben Schaedler-Platten wurden fiir die ersten fiinf

Bakterienproben zudem Brucella-Platten (BD™ Brucella Blood Agar with Hemin und
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Vitamin K1, BD, Heidelberg, Deutschland) zum Vergleich des Ndhrmedium-Potentials
verwendet. Abbildung 9 zeigt das Bakterienwachstum beider Agarplatten bei einer

Verdiinnung von 10 im Vergleich.

Abbildung 9: Vergleich des Bakterienwachstums auf unterschiedlichen Ndhrmedien;
Links: Schaedler,; Rechts: Brucella

Da kein ersichtlicher Mehrwert des Brucella-Ndhrmediums im Vergleich zu den
Schaedler-Platten festgestellt werden konnte, wurde die Anzucht aller weiteren

Bakterienproben ausschlie8lich auf Schaedler-Platten durchgefiihrt.

3.5 Isolierung und Kryokonservierung der Bakterien

Aus der Bakterienmischkultur galt es im nédchsten Schritt Einzelkulturen zu entnehmen
und Reinkulturen zu ziichten. Anhand optisch erkennbarer, morphologischer
Abweichungen wurden verschiedene Kolonien einzeln mit einer Impfose (10 pl, steril,
VWR International, Ismaning, Deutschland) von der Agarplatte isoliert und auf eine
neue Schaedler-Platte nach der Dreifelder-Ausstrich-Methode {ibertragen und weiter
bebriitet.

Im néchsten Schritt wurden die erfolgreich kultivierten Einzelkolonien in einen
transportfadhigen und lagerungsbestdndigen Zustand iiberfiihrt. Hierzu wurden die
Reinkulturen nach 48 h (Wieser et al.,, 2012) vom Agar entnommen und in ein

Cryordhrchen (Cryo.S™

, Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland), gefiillt mit 1
ml Suspension aus Brain Heart Infusion (BHI) und 10% Glycerin (Sigma), gegeben.
Die Brain Heart Infusion wurde zuvor nach Anleitung angemischt (3,7 g Pulver auf 100

g destilliertes Wasser) und autoklaviert. Die Bakterien-Reinkulturen wurden groBziigig
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mit einer Impfose abgetragen und durch Rotieren der Impfose in die Losung
suspendiert. Bis zur mikrobiologischen Analyse wurden die Cryoréhrchen zunédchst im
Gefrierfach bei -20 °C und nach einigen Tagen schlieBlich in fliissigem Stickstoff bei -
196 °C gelagert.

3.6 Bestimmung der Bakterienspezies

3.6.1 MALDI-TOF-MS-Analyse

Prinzip der MALDI-TOF-MS-Analyse:

Die Bestimmung der Bakterienspezies des Patientenkollektivs (n = 44) wurde im Max-
von-Pettenkofer Institut der Universitdit Miinchen (Abteilung fiir Medizinische
Mikrobiologie, Prof. Dr. Soéren Schubert) durchgefiihrt. Mittels MALDI-TOF-MS
(matrix-assisted Laser desorption/ionization time-off-flight mass spectrometry, Matrix-
unterstiitzte Laserdesorptions/Ionisations-Flugzeit-Massenspektrometrie; MALDI-TOF-
MS; Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland, Abb. 9) konnen Bakterien durch Analyse
ribosomaler Proteine identifiziert werden (Wieser et al., 2012). Diese Methode stellt
einen neuartigen Ansatz zur Differenzierung von Bakterien und Pilzen in der
mikrobiologischen Diagnostik dar. Dabei wird eine kleine Bakterienkolonie auf eine
MALDI-Probenplatte (Targetplatte) aufgebracht und mit einer Matrixlosung ko-
kristallisiert. Im MALDI-TOF-MS-Gerdt werden die Matrixlosung und die darin
eingebetteten Mikroorganismen von einem fokussierten Laserstrahl beschossen und
explosionsartig verdampft. Die bakteriellen Proteine werden dabei ionisiert und in
einem elektrischen Feld (Beschleunigungsspannung U 0 10 — 30 kV) beschleunigt.
Beeinflusst von der Masse und dem Ionisierungsgrad der Proteine ergeben sich
unterschiedliche Flugzeiten, die im Vakuum exakt analysiert werden konnen. Es
resultieren speziesspezifische Massenspektren, die einem ,,molekularen Fingerabdruck*
gleichen und im Massenbereich von 2000 — 12000 Da (Bereich mit hauptsidchlich
ribosomalen Proteinen) besonders aussagekriftig sind (Wieser et al, 2012). Die
Massenspektren konnen mit einer Referenzdatenbank humanpathogener Keimspektren
abgeglichen werden. Die Zuverldssigkeit der automatisierten Zuordnung wird durch die
Software (MALDI Biotyper V3.1, Bruker Daltonic) anhand eines Faktors (Score)
validiert, der einen Wert > 2 annehmen sollte, um von einer Kkorrekten

Speziesdifferenzierung auszugehen. Abbildung 10 zeigt das MALDI-TOF-MS-Gerit.
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Abbildung 10: MALDI-TOF-MS

Durchfiihrung der MALDI-TOF-MS-Analyse:

Zunichst wurden die bei -196 °C in fliissigem Stickstoff gelagerten Bakterienproben
langsam auf Eis aufgetaut und als Reinkulturen auf einer Agarplatte neu ausplattiert.
Eine kleine Menge frischer Einzelkolonien wurde auf eine MALDI-Probenplatte
(Targetplatte) fiir insgesamt 96 Proben auf eine definierte Analyseposition gegeben.
Abbildung 11 zeigt eine frische Maldiplatte (Targetplatte) mit noch nicht aufgetragener

Bakterienprobe.

Abbildung 11: Targetplatte des MALDI-TOF-MS

Fir jeden Keim wurden dabei zwei Positionen als Referenz besetzt. Jede
Bakterienprobe wurde mit einer Matrixlosung (Benzoesdurederivat  [2,5-
Dihydroxybenzoesédure]/Zimtsidurederivat [alpha-cyano-4-hydroxy-Zimtsdure]; Sigma)

iiberschichtet und getrocknet. Es kam dabei zur Ko-Kristallisation der Matrixlosung und
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der darin eingebetteten Bakterienprobe. Nach EinschleuBen der Targetplatte in das
MALDI-TOF-MS wurde ein Hochvakuum aufgebaut und automatisch gemessen. Dabei
entstanden charakteristische Massenspitzen (Peaks) des Spektrums, die mit o.g.

Datenbankeintrégen verglichen wurden.

Bei einigen Keimen konnte kein eindeutiges Ergebnis erzielt werden, was
moglicherweise auf eine zu geringe Menge aufgetragener Probe zurlickzufiihren war. Es
erfolgte eine erneute Analyse. Im Anschluss wurden die analysierten Parodontitis-
assoziierten Keime mit Hilfe des E-Tests (bioMérieux, Marcy 1’Etoile, Frankreich —
s.u.) auf Resistenzen gegeniiber den fir die Studie ausgewihlten Antibiotika

(Amoxicillin, Metronidazol, Clindamycin) untersucht.

3.6.2 Prinzip und Durchfiihrung des Parident"™-Tests

Der Parident'™-Test ist ein qualitatives in-vitro Diagnostikum zum gemeinsamen
molekulargenetischen Nachweis der sieben Parodontopathogene: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tanerella
forsythia, Parvimonas micra, Treponema denticola und Fusobacterium nucleatum.
Dieses Prinzip kam in der Studie bei einer Patientenauswahl (n = 10 aus n = 44), die
nach Indikationsstellung mit einer adjuvanten Antibiose (3 x 500 mg Amoxicillin und 3
x 400 mg Metronidazol; tiber 7 Tage) behandelt wurde, zur Anwendung. Das
Keimspektrum dieses Patientenkollektivs wurde post-Antibiotikum nach einem
Kontrollzeitraum von 6 - 8 Wochen mikrobiologisch mittels Parident™ analysiert. Die
Durchfiihrung erfolgte dabei in drei Schritten. Nach Isolierung und Reinigung der
bakteriellen DNA wurde diese mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR)
vervielfiltigt. AnschlieBend konnte durch das ELISA-Nachweisverfahren (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit des in der

Probe vermuteten Bakteriums verifiziert werden.

Durchfiihrung der DNA-Extraktion:

Die Reinigung und Extraktion der DNA aus den Bakterienproben des
Patientenkollektivs wurde mit dem MagNA Pure LC Instrument (Roche, Deutschland)
und dem MagNA Pure LC DNA Isolation Kit I (Roche) durchgefiihrt. Je nach
Isolations-Kit handelt es sich dabei um ein vollautomatisches System zur Extraktion
von Nukleinsduren aller Art (DNA, RNA, mRNA). Die DNA wird dabei nach dem
Prinzip der Festphasenextraktion isoliert. Abbildung 12 zeigt die im MagNA Pure LC
DNA Isolation Kit I enthaltenen farbcodierten Reagenzien.
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Abbildung 12: im MagNA Pure LC DNA Isolation Kit I enthaltenen farbcodierten
Reagenzien

Als Vorbereitung der DNA-Extraktion wird die im MagNA Pure Isolation Kit I
enthaltene Proteinkinase K (pink) in 1,2 ml des Elutionspuffers (gelb) in Ldsung
gebracht, gevortext und vorerst bei 4°C gelagert. Zu jeder Bakterienprobe wurden nun
195 pl des bakteriellen Lysepuffers (durchsichtig) und 30 ul geloste Proteinkinase K
gegeben. Der Lyse-Puffer diente durch Denaturierung der Proteine der Freisetzung der
DNA. Proteinkinase K ist eine Serinprotease, die durch proteolytische Aktivitit
Peptidbindungen spaltet, die Bakterienhiille aufbricht und ebenfalls eine Voraussetzung
zur DNA-Freisetzung darstellt. Die Probengemische wurden vorerst fiir 10 min bei
65°C und weitere 10 min bei 95°C inkubiert und im Anschluss fiir eine Minute im
Centrifuge 5415 C (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei 10.000 g zentrifugiert. Nach
kurzem Abkiihlen wurden jeweils 100 pl des Bakterien-Reagenzien-Gemisches in
kleine processing cartridges (Roche, Mannheim, Deutschland) pipettiert und an die
vorgegebene Stelle in das MagNA Pure LC Instrument eingesetzt. Alle weiteren
notwendigen Reagenzien wie Waschpuffer I (schwarz), II (blau), III (rot), Lysis/binding
Puffer (griin) und Elutionspuffer (gelb) wurden in die entsprechenden Vorrichtungen
gefillt und in das MagNA Pure LC Instrument eingebracht. Bevor das Protokoll
gestartet werden konnte, wurde als letztes Reagenz MGPs (magnetic glass particles —
braun) hinzugefiigt. Die speziellen magnetischen Glaspartikel (MGPs) dienten mit den
im Lysis/binding Puffer enthaltenen chaotropischen Salzen dazu, die DNA zu binden.
Durch einen am Pipettierarm befindlichen Magnet wurden die gebundenen
Nukleinsduren in den Spitzen zuriickgehalten. So konnten die Partikel von
Waschvorgang zu Waschvorgang bewegt und von noch vorhandenen Verunreinigungen

befreit werden. Im letzten Schritt des Protokolls wurden die Partikel bei hoher
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Temperatur in einem Medium mit niedriger Ionenstirke inkubiert, wobei die
gebundenen Nukleinsduren wieder von den Partikeln gelost wurden. Nach Entfernung
der Partikel durch einen Magneten, lag eine Losung von gereinigten Nukleinsduren vor.
Abbildung 13 zeigt das mit allen Reagenzien befiillte Gerdt MagNA Pure LC, mit Hilfe
dessen die bakterielle DNA isoliert wurde. Nach Ablauf des Protokolls wurden die
Cartridges mit den nun isolierten Nukleinsduren aus dem Gerdt entnommen und bei - 20

°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

Abbildung 13: MagNA Pure LC zur Isolierung der bakteriellen DNA mit allen
einzubringenden Reagenzien befiillt

Prinzip von Polymerasekettenreaktion (PCR) und ELISA:

Die Parident' " Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine Methode zur DNA-
Amplifikation, die bei Anwesenheit relevanten Genmaterials mittels Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA)- Prinzip visualisiert werden kann. Die Parident'™ PCR-
Reagenzien (Nachweis-Kit Parident von amplexDiagnotics GmbH, Gars, Deutschland)
enthalten Oligonukleotide (DNA-Sonden), die Farbstoff-markiert sind und deren
Hydrolyse durch Extinktionsmessung sichtbar wird. Potentiell vorhandene DNA wird
dazu zundchst durch Hitze denaturiert und zu einzelstringigen, spezifischen Sonden
gegeben, die an der Polystyroloberflache der Mikrotiterplatten immobilisiert sind. Um
eine Anlagerung und folgende Vervielfdltigung bakterieller DNA zu ermdoglichen,
werden zwei unterschiedliche spezifische Primer-Master-Mix zur vermuteten
bakteriellen DNA hinzugegeben. PAF-PCR-Primer-Mix zur potentiellen Anlagerung an
Bakteriengenom von 4. actinomycetemcomitans., P. gingivalis, und F. nucleatum und

PMT-PCR-Primer-Mix fiir P. intermedia, T. forsythia, P. micra und T. denticola. PCR-
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Primer und Sonde hybridisieren dabei sequenzspezifisch an die bakterielle DNA an und
die Replikation wird durch 3’ OH-Elongation des Primers gestartet. Trifft der Primer in
der Extensionsphase auf die gebundene DNA-Sonde und wird dadurch behindert,
kommt es durch die 5’-3’-Exonuklease-Aktivitdt der DNA-Polymerase zur Hydrolyse
der Sonden-DNA. Wihrend das PCR-Produkt nun kontinuierlich weiter synthetisiert
werden kann, werden die an die Sonde gebundenen Farbstoffe freigesetzt. Mit
Akkumulation neu synthetisierter PCR-Produkte steigt das AusmaBl der in der
Extinktionsmessung sichtbar werdenden Floureszenz der freigesetzten Farbstoff-
Molekiile. Eine anschlieBende Extinktionsmessung erfolgte bei einer Wellenldnge von
450 nm gegen eine Referenzldnge von 620 nm. Positive Signale zeigen die spezifische
Amplifikation bestimmter DNA-Bereiche wihrend der Parident™ PCR an und
verifizieren damit das Vorhandensein des entsprechenden Bakteriengenoms in der zu

untersuchenden Probe.

Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion (PCR):

Die bei -20 °C gelagerten Bakterienproben und Parident™-PCR-Reagenzien wurden
langsam auf Eis aufgetaut. Nun wurden die zwei unterschiedlichen spezifischen
Mastermixe (PAF-PCR und PMT-PCR) nach Anleitung hergestellt. Diese bestehen pro
Probe aus folgenden Reagenzien und Mengen: 1 pul dANTP (Nukleotid-Mix), 5 pl
PAF/PMT Primer, 5 pul PCR Puffer, 2 ul Ultrastart Tth DNA-Polymerase und 36 ul
ddH,O (destilliertes Wasser). Die DNA-Polymerase wurde dabei immer zuletzt
pipettiert. Die Losungen wurden dabei vor dem Pipettieren regelmifBig und sorgfiltig
durchmischt. Jeweils 45 ul des PAF/PMT-Mastermix wurden in die PCR-Rohrchen
pipettiert. Jeweils 5 pul bakterielle DNA wurden hinzugefiigt, sodass ein
Gesamtvolumen von 50 pl pro Probe entstand ist, und durchmischt. Als
Negativkontrolle wurde ein Rohrchen mit 5 pl Wasser statt 5 pl bakterieller DNA
integriert. Die PCR-Reaktionen wurden nun in den Thermocycler (Peltier Thermal
Cycler, MJ Research, Biozym Diagnostik GmbH, Deutschland) eingebracht und mit
einem definierten Programm (PAF PMT), welches in Tabelle 4 zu sehen ist, gestartet:

Zyklus | Temperatur [°C] Zeit Reaktion
1x 94 5 min Anfangsdenaturierung der DNA
94 25s Denaturierung der DNA
40x 58 25s Bindung der Primer
72 45s 3'-OH-Elongation der Primer
1x 72 3 min finale Elongation

Tabelle 4: Definiertes PCR-Programm des Thermocyclers
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Nach Beendigung des Programms wurde das Reaktionsgemisch bis zur Durchfiihrung

der reversen Hybridisierung bei 4 °C gelagert.

Durchfiihrung des ELISA-Prinzips/der reversen Hybridisierung:

Zur Durchfiihrung der auf dem ELISA-Prinzip basierenden reversen Hybridisierung
zum Nachweis der DNA-Amplifikation wurden die acht verschiedenen Parident™
Sonden-Module benétigt. Pro Patientenprobe werden jeweils eine Sonde AA, PG, FN
fir PAF-PCR, TF, PI, TD, PM fiir die PMT-PCR und eine interne Kontrolle IC
verwendet. Die Sonden enthaltenden Kavititen wurden dafiir fest in den dafiir
vorgesehenen Rahmen gesteckt. Die Kavititen, die die spezifischen Sonden enthielten

sind jeweils farbcodiert und in Abbildung 14 zu sehen.
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Abbildung 14: farbig markierte Kavitditen mit spezifischen DNA-Sonden: AA (rot), PG
(blau), FN (gelb), PI (griin), TF (orange), PM (schwarz), TD (violett), IK (weif3);
zusdtzliche Kavitdten: Blank (rot, duflerste Kavitdt rechts) und Negativkontrolle (blau,
dufSerste Kavitit rechts)

Zur Qualitdtssicherung und Vermeidung von Kontamination des Probenmaterials, der
Reagenzien oder der Reaktionsansdtze wurden neben einer internen Kontrolle (=
Kontroll-DNA + Patientenprobe) eine Negativkontrolle (keine Zugabe von DNA) und
ein Blank mitgefiihrt.

Die Reaktionsgemische der beiden durchgefiihrten Parident'V-PCRs wurden im
Reaktionsgefdl fiir 10 min bei 95 °C im Thermocycler (Biozym Diagnostik GmbH,
Deutschland) denaturiert. Umgehend wurde der gesamte PCR-Ansatz (50 pl) zu 300 pl
2 — 8 °C kiihler Hybridisierungslosung gegeben, gut gemischt und davon jeweils 50 pl
in die Kavitdten pipettiert. Dabei wurden den Kavitdten mit den Sonden AA, PG, FN
der PAF-PCR-Ansatz und den Kavitdten mit den Sonden TF, PI, TD, PM der PMT-
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PCR-Ansatz zugefiigt. Im Anschluss wurde die Mikrotiterplatte fiir 30 min bei 50 °C
abgedeckt inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die Kavitdten vollstindig geleert und
dreimal mit je 200 pl vorgewérmter stringenter Waschlosung durchspiilt/gewaschen. Es
wurde darauf geachtet, letzte Fliissigkeitsreste der stringenten Waschlosung zwischen
den Waschschritten und durch abschlieBendes Ausklopfen der Platte auf einem
Papiertuch aus den Kavitdten zu entfernen. Abbildung 15 zeigt den Waschvorgang der

Kavititen mit Waschlosung bzw. Waschpufter.
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Abbildung 15: Wasch-/Pipettiervorgang der PCR-Rohrchen mit farbcodierten
spezifischen Hybridisierungssonden

Im Anschluss erfolgte ein dreimaliger Waschvorgang mit Hilfe eines Waschpuffers,
dessen Konzentrat in einem Verhéltnis von 1:20 mit destilliertem Wasser zuvor
angemischt wurde. Dazu wurden 100 pl einer Konjugatlosung (Peroxidase-[POD]-
Konjugat) aus Konjugat-Konzentrat und Waschpuffer (Verdiinnung 1:100) in die
Kavititen pipettiert und fiir weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das
Konjugat bindet hochspezifisch an die Markierung des an die Oligonukleotidsonde
gebundenen Einzelstrangs des PCR-Produkts. Ein weiterer dreimaliger Waschvorgang
mit je 200 ul Waschpuffer folgte. Nun wurden 100 pl der gebrauchsfertigen TMB-
Substratlosung in die Kavititen gegeben und wiederum fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.
Diese Substratlosung wird durch die POD umgesetzt wird und erzeugt eine blaue Farbe.
Die Reaktion wurde nach Ablauf der Zeit mit 100 pl Stopplosung beendet, sodass ein

Farbumschlag nach gelb zu beobachten ist. Die Extinktionsmessung wurde in einem
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Mikrotiterplatten-Photometer (Varioskan Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) bei
einer Wellenldnge von 450 nm und einer Referenzldnge von 620 nm durchgefiihrt. Die
Extinktion ist dabei ein MaB fiir die Abschwichung einer Strahlung nach Durchqueren

eines Mediums.

Der Test ist unter folgenden Bedingungen auswertbar:
- Extinktion Reagenzienkontrolle < 0,200
- Extinktion Negativkontrolle < 0,150
- Extinktion der internen Kontrolle > 0,500

Anhand des Auswerteschemas in

Tabelle 5 konnten die Ergebnisse der Photometrie ausgewertet werden und in den

Patientenproben vorhandene Bakterien verifiziert werden.

Auswertekriterien fiir PAF-PMT-PCR
AA PG FN PI TF PM TD
+ >0,3 >0,3 >0,3 >0,2 >0,2 >0,15 >0,2
++ >1,0 > 1,0 > 1,5 > 0,4 > 0,4 >0,3 >0,5
+++ >2.0 >2.0 >2.5 > 0,6 > 0,6 >0,5 >1,0

Tabelle 5: Auswerteschema zur Extinktionsmessung

Der Parident™-Test wurde als Methode der Nachkontrolle nach einem definierten
Zeitraum von 6 - 8 Wochen bei allen Patienten des ausgewihlten Kollektivs (n = 10)
angewandt, die nach klinischer Indikationsstellung neben SRP eine adjuvante Antibiose
erhalten haben. Somit liegen fiir diese Patienten Auswertungen der mikrobiologischen
Probenentnahme préiantibiotisch (mittels MALDI-TOF-MS) und postantibiotisch

(mittels Parident™) vor.

3.7 Resistenztest: Epsilometer-Test (E-Test)

Mit Hilfe des Epsilometer-Tests (Gradientendiffusionstest) als Variante der
Agardiffusionsmethode kann die Empfindlichkeit bzw. Sensibilitét eines Bakteriums
gegeniiber einem bestimmten Antibiotikum getestet werden (Schuetz, 2014). Das
Procedere der Agardiffusionsmethode zur Untersuchung anaerober Empfindlichkeit
gegeniiber Antibiotika stellt die Goldstandard-Methode dar (Schuetz, 2014). In dieser
Studie wurden nach vorheriger Analyse der Bakterienspezies deren Verhalten auf die
Antibiotika Amoxicillin, Metronidazol und Clindamycin (0.016-256 pg/ml) genauer
E-Tests wurde ein mit einem

untersucht.  Zur  Durchfiihrung  des

Antibiotikakonzentrationsgradienten imprégnierter Teststreifen (Etest”, bioMérieux,
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Marcy I’Etoile, Frankreich) auf eine mit einer Reinkultur beimpften Agarplatte mit der
Antibiotikaseite nach unten gelegt. Nach einer Bebriitungszeit von 24 h bei 37 °C
konnte die minimale Hemmkonzentration (MHK) anhand einer auf der anderen Seite
des Teststreifens angebrachten Skala abgelesen werden (Schuetz, 2014; Jorgensen und
Ferraro, 2009). Die MHK ist dabei die Konzentration, die das Bakterienwachstum
gerade noch verhindert. Im Falle einer hemmenden Wirkung des Antibiotikums auf das
Bakterienwachstum bildete sich eine Ellipse auf der Agarplatte. Das auf den
Teststreifen aufgebrachte Antibiotikum diffundierte in den Agar und fiihrte zu einem
Wachstumstopp der Bakterien. In Abbildung 16 ist die an der Skala abzulesende MHK
im Versuchsaufbau des E-Tests abgebildet.

Abbildung 16: Sensibilitditsspriifung mittels E-Test; Links: keine Ellipse erkennbar
(Keim resistent); Rechts: Ablesen der minimalen Hemmkonzentration (MHK) anhand
der entstandenen Ellipse am Antibiotikum-Teststreifen

Fiir jedes zu testende Antibiotikum (Amoxicillin, Metronidazol, Clindamycin) wurden
als Referenzwert jeweils zwei Agarplatten mit dem entsprechenden Bakterium beimpft
und mit dem jeweiligen Teststreifen bebrtitet. Fiir jedes Antibiotikum liegen somit zwei
Ablesewerte der MHK vor, aus denen jeweils fiir die weitere Auswertung der

Mittelwert gebildet wurde.

Konnte trotz sorgféltigen Arbeitens keine Ellipse erkannt werden (Abbildung 16 links),
fiihrte dies zu der Schlussfolgerung, dass die MHK den hochsten Wert auf der Skala des
Teststreifens {iberschritten hatte. Der Keim wurde als ,resistent® (> 256 ug/ml)
gegeniiber dem getesteten Antibiotikum eingestuft bzw. konnte dessen Wachstum nicht
bei der in der Studie verwendeten Konzentration gehemmt werden. Bei einem
Ablesewert < 0.16 ug/ml war die MHK kleiner als die minimale Konzentration des

Antibiotikums auf dem Teststreifen und das Bakterium somit hoch sensibel. Mittels E-
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Test wurden alle PA-assoziierten Bakterien, die zuvor aus der Liste aller durch MALDI-
TOF-MS-Analyse analysierten Bakterien ausgewéhlt wurden hinsichtlich ihrer

Sensibilitdt gegeniiber Amoxicillin, Metronidazol und Clindamycin untersucht.

3.8 Statistische Auswertung der Sensibilititspriifung (E-Test)

Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte zunéchst deskriptiv. Fiir die statistische
Auswertung der Sensibilititspriifung (E-Test) wurden die ermittelten Werte in die
Statistik-Software SPSS (SPSS, Version 24.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
iibertragen. Die ermittelten minimalen Hemmkonzentrationen fiir jedes Antibiotikum
und jeden untersuchten Bakterienstamm wurden mittels des Shapiro-Wilks-Tests auf
das Vorliegen einer Normalverteilung gepriift. Das Signifikanzniveau wurde fiir alle

statistischen Tests auf oo = 0.05 festgesetzt.

Da sich samtliche Datensitze als nicht normalverteilt erwiesen, erfolgte die Auswertung
mittels des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests. Der Vergleich zwischen den
einzelnen Gruppen wurde anschlieBend mit dem Dunn-Bonferroni-Test als Post-Hoc-

Test durchgefiihrt, wobei eine Anpassung des Signifikanzniveaus nétig wurde.
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4 Ergebnisse

Zunichst erfolgt eine kurze Ubersicht der im Folgenden sowohl graphisch als auch
deskriptiv dargestellten Ergebnisse. Als Erstes werden die Auswertungen der
Anamnese- und Befundbogen sowie der klinischen Parameter des gesamten
Patientenkollektivs (n = 44) dargestellt. AnschlieBend werden die Ergebnisse der
MALDI-TOF-Analyse beschrieben. Weiter erfolgt die Darstellung und Visualisierung
der Ergebnisse der Sensibilititspriifung (E-Test) der mittels MALDI-TOF analysierten
und als PA-assoziiert gruppierten Bakterien gegeniiber den hier in der Studie
untersuchten Antibiotika Amoxicillin, Metronidazol und Clindymacin. Im Anschluss
werden die Daten des paarweisen Vergleichs der Antibiotikaempfindlichkeit (MHK) der
Bakteriengruppen erldutert. Zuletzt werden die Daten der mikrobiologischen
Nachuntersuchung mittels Parident™ derjenigen Patientenauswahl (n = 10) aufgefiihrt,
die nach Indikationsstellung eine adjuvante Antibiose (3 x 500 mg Amoxicillin und 3 x
400 mg Metronidazol iiber 7 Tage) erhielt und nach einem Kontrollzeitraum von 6 - 8

Wochen mikrobiologisch nachuntersucht wurde.

4.1 Daten aus Anamnese und Befund

In dieser Studie wurden 44 Probanden untersucht, darunter 19 weibliche und 25
minnliche Patienten. Insgesamt befanden sich unter den Probanden 18 Raucher
(40,9%), von denen 3 Probanden < 10 pack years (Zahl der tiglich konsumierten
Packungen multipliziert mit der Zahl der Raucherjahre) und 15 Probanden > 10 pack
years aufwiesen. 15 Patienten (34,1%) gaben an, von parodontalen Erkrankungen

innerhalb der engeren Familie Kenntnis zu haben.

Die allgemeine Anamnese ergab eine Medikamenteneinnahme bei 25 Patienten
(56,8%), ein Diabetes mellitus Typ II lag bei zwei Patienten (4,5%) vor. Zwei Patienten
(4,5%) waren von einer Atherosklerose und drei Patienten (6,8%) von einer
Bluterkrankung betroffen. Zudem wurde nach einer bestehenden Osteoporose gefragt;

keiner der 44 Patienten war erkrankt.

Weiterhin wurde erfragt, ob Symptome wie Zahnfleischbluten oder Lockerung oder die
Kombination aus Zahnfleischbluten und Lockerung auffillig wurden. Bei 29 Probanden
(65,9%) waren subjektiv Symptome vorhanden. Davon kam es bei 16 Probanden

(36,4%) zu Zahnfleischbluten, bei fiinf Patienten (11,4%) zu Lockerungen der Zdhne
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und bei acht Patienten (18,2%) zu einer Kombination aus Zahnfleischbluten und

Zahnlockerung.

Es folgte die Frage, ob es bereits zu einem Verlust von Zéhnen aufgrund der
parodontalen Erkrankung kam. Bei 21 Patienten (47,7%) wurden bereits Zdhne
extrahiert, bei 11 dieser Patienten (25,0%) wurden < 3 Zihne, bei fiinf Patienten
(11,4%) zwischen 4 - 7 Zahne und bei ebenso fiinf Patienten (11,4%) wurden bereits > 7
Zihne extrahiert. Bei 29 Probanden (65,9%) wurde bereits eine Parodontaltherapie
durchgefiihrt. Bei 11 dieser Patienten (25,0%) lag die Parodontaltherapie zum
Befragungszeitpunkt < 1 Jahr, bei 18 Patienten (40,9%) > 1 Jahr zurtick.

Tabelle 6 zeigt die Mittelwertangaben der erhobenen Patientendaten in Bezug auf

Anzahl aller Zahne bzw. Stellen und Anzahl der behandlungsbediirftigen Zihne bzw.

Stellen:
X X X X
. . vorhandene vorhandene behandlungs- behandlungs-
Patlenteilkollektw Zdhne Stellen bediirftige bediirftige
(n=44) Ziahne Stellen
2291 137,45 12,32 27,95

Tabelle 6: Arithmetische Mittel der Anzahl aller Zdihne bzw. Stellen und der Anzahl der
behandlungsbediirftigen Zihne bzw. Stellen des Patientenkollektivs (n = 44)

4.2 Speziesbestimmung mittels MALDI-TOF-MS-Verfahren

Mittels MALDI-TOF-MS-Analyse konnte eine Gesamtzahl von 159 Bakterien
identifiziert werden. Prddominat waren Fusobacterium spp., Parvimonas micra,
Prevotella spp., Veillonella spp., Eikenella corrodens und Gamella morbillorum. In
geringerer Anzahl traten Atopobium spp., Granulicatella adiacens, Eubacterium spp.,
Bifidobacterium dentinum, Eggerthia catenaformis und Dialister pneumosintes auf.
Eine Liste aller im MALDI-TOF-MS analysierten Keime findet sich im Anhang dieser
Arbeit. Aus der Liste aller im MALDI-TOF-MS ermittelten Bakterien wurden 131
Keime als parodontalpathogen eingestuft und im néchsten Schritt mit Hilfe des E-Tests

auf Antibiotikaresistenzen untersucht.
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4.3 Resistenztest (E-Test) der Bakterienstimme gegeniiber

Amoxicillin, Metronidazol und Clindamycin

Der E-Test wurde bei im MALDI-TOF-MS analysierten und PA-assoziierten Bakterien
(n = 131) durchgefiihrt. Da einige Bakterien beim Versuchsvorgang des E-Tests nicht
angewachsen sind, wurden diese aus der Liste aussortiert, sodass eine Gesamtzahl von
100 PA-assoziierten Keimen mittels E-Test auf Antibiotikaresistenzen untersucht
werden konnte. Die PA-assoziierten Keime der erfolgreich durchgefiihrten E-Tests
wurden flir weitere Auswertungen in fiinf Gruppen eingeteilt. Tabelle 7 zeigt die

Einteilung in Gattung-/Spezies-Gruppen mit Anzahl der vorhandenen Bakterien

innerhalb der Gruppe:
Anzahl Gattung/Spezies
28 Fusobacterium spp.
23 Prevotella spp.
25 Parvimonas micra
18 Veillonella spp.
6 Eikenella corrodens

Tabelle 7: Einteilung der PA-assoziierten und mittels E-Test auf Antibiotikaresistenzen
untersuchten Bakterien in fiinf Gruppen

Fiir die Auswertung des E-Tests wurden innerhalb der Gattungs-/Spezies-Gruppierung
anhand der Mittelwerte hinsichtlich der Empfindlichkeit weitere Gruppen gebildet.
Dabei wurden Bakterien, die fiir die MHK Ablesewerte von > 256 pug/ml aufwiesen, als
resistent eingestuft. Ablesewerte von > 1 pg/ml und < 256 pg/ml spiegelten eine
geringere Empfindlichkeit des Bakteriums gegeniiber diesem Antibiotikum wider bzw.
wiren hohere Antibiotikakonzentrationen notwendig geworden, um dieses Bakterium
zu bekdmpfen. Ablesewerte < 1 pg/ml bedeuteten eine hohe Empfindlichkeit und ein
gutes Ansprechen des Antibiotikums. Im Nachfolgenden werden die Ergebnisse der
Sensibilitatspriifung der Bakteriengruppen Antibiotika-spezifisch von Abbildung 17 bis
Abbildung 21 graphisch dargestellt.
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Empfindlichkeit von Fusobacterium spp. auf

Amoxicillin Metronidazol Clindamycin

100,00%
7,14%

39,29% 32,14% 3,57%

28,57%

89,29%

B MHK > 256 pg/ml (resistent) M MHK > 1 pg/ml MHK <1 pg/ml

Abbildung 17: Ergebnisse der Empfindlichkeitspriifung mittels E-Test von
Fusobacterium spp. auf Amoxicillin, Metronidazol und Clindamycin; MHK = Minimale
Hemmkonzentration

Empfindlichkeit von Prevotella spp. auf

Amoxicillin Metronidazol Clindamycin

435% 13.04% 4,35%

47,83% 39,13%

95,65% 95,65%

B MHK > 256 pg/ml (resistent) M MHK > 1 pg/ml MHK <1 pg/ml

Abbildung 18: Ergebnisse der Empfindlichkeitspriifung mittels E-Test von Prevotella
spp. auf Amoxicillin, Metronidazol und Clindamycin;, MHK = Minimale
Hemmkonzentration
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Empfindlichkeit von Parvimonas micra auf

Amoxicillin Metronidazol Clindamycin

100,00%

32,00% 8,00%
4,00%

4

0,
52,00% 16,00% 88,00%

B MHK > 256 pg/ml (resistent) B MHK > 1 pg/ml MHK <1 pg/ml

Abbildung 19: Ergebnisse der Empfindlichkeitspriifung mittels E-Test von Parvimonas
micra auf Amoxicillin, Metronidazol und Clindamycin; MHK = Minimale
Hemmkonzentration

Empfindlichkeit von Veillonella spp. auf

Amoxicillin Metronidazol Clindamycin

100,00%
5,56% 5,56%

33,33%

50,00% 44.,44%

61,11%

B MHK > 256 pug/ml (resistent) B MHK > 1 pug/ml MHK <1 pg/ml

Abbildung 20: Ergebnisse der Empfindlichkeitspriifung mittels E-Test von Veillonella
spp. auf Amoxicillin, Metronidazol wund Clindamyciny, MHK = Minimale
Hemmbkonzentration
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Empfindlichkeit von Eikenella corrodens auf

Amoxicillin Metronidazol Clindamycin

100,00%
16,67%

33,33%

33,33%

50,00% 66,67%

B MHK > 256 pg/ml (resistent)  BMHK > 1 pg/ml MHK <1 pg/ml

Abbildung 21: Ergebnisse der Empfindlichkeitspriifung mittels E-Test von Eikenella
corrodens auf Amoxicillin, Metronidazol und Clindamycin;, MHK = Minimale
Hemmbkonzentration

Es ist durch nahezu alle Bakteriengruppen hinweg ersichtlich, dass eine hohe
Empfindlichkeit in Bezug auf Clindamycin vorliegt. 100% der getesteten Bakterien der
Gruppen Fusobacterium spp., Parvimonas micra und Veillonella spp. wiesen eine
mittelwertige MHK von < 1 pg/ml auf. In der Gruppe Prevotella spp. waren 95,65%
hochsensibel (MHK <1 pg/ml) und 4,35% resistent (MHK > 256 pg/ml). In der Gruppe
Eikenella corrodens wurde zu 33,33% eine hohe Empfindlichkeit nachgewiesen

wihrend sich 66,67% der getesteten Bakterien resistent zeigten (MHK > 256 pg/ml).

Die Ergebnisse zeigten des Weiteren eine hohe Empfindlichkeit der Gruppen
Fusobacterium spp. (89,29% mit MHK < 1 pg/ml) und Parvimonas micra (88,00% mit
MHK < 1 pg/ml) gegeniiber Metronidazol, jedoch war jeweils sowohl eine kleine
Gruppe an gering empfindlichen als auch resistenten Keimen vorhanden. Prevotella
spp. wies mit 13,04% eine markantere Prozentzahl an resistenten Keimen auf (MHK >
256 pg/ml), 39,13% waren gering empfindlich (MHK > 1 pg/ml), 47,83% hochsensibel
(MHK <1 pg/ml). Wahrend 5,56% der Veillonella spp. hochsensibel (MHK < 1 pg/ml)
und 61,11% gering empfindlich (MHK > 1 pg/ml) auf Metronidazol reagierten, waren
33,33% der Veillonella spp. resistent (MHK > 256 ug/ml). Die Eikenella corrodens-
Gruppe wurde zu 100,00% resistent (MHK > 256 pg/ml) getestet.
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Fir Fusobacterium spp. lag beziiglich Amoxicillin zu 39,29% eine hohe
Empfindlichkeit (MHK < 1 pg/ml), zu 28,57% eine geringe Empfindlichkeit (MHK > 1
pg/ml) und zu 32,14% eine Resistenz (MHK > 256 pg/ml) vor. Prevotella spp.
hingegen erwies sich zu 95,65% als hoch sensibel (MHK < 1 pg/ml), 4,35% waren
gering empfindlich (MHK > 1 pg/ml). Die Ergebnisse der Parvimonas micra-Gruppe
lieferten eine Resistenz bei 32,00%, eine geringe Empfindlichkeit (MHK > 1 pg/ml) bei
16,00% und eine hohe Empfindlichkeit (MHK < 1 pg/ml) bei 52,00% der getesteten
Bakterien. Beziiglich Veillonella spp. sprachen 50,00% der untersuchten Bakterien
hochsensibel auf Amoxicillin an, 44,44% mit geringer Empfindlichkeit (MHK > 1
png/ml), 5,56% zeigten eine Resistenz (MHK > 256 ng/ml). Die Hilfte aller getesteten
Bakterien in der untersuchten Gruppe Eikenella corrodens waren gering empfindlich
(MHK > 1 pg/ml), zu 33,33% lagen hoch sensible (MHK < 1 pg/ml), zu 16,67%
resistente Keime (MHK > 256 pg/ml) vor.

Die zu Beginn aufgestellte Hypothese, dass ein groBer Teil der in der Studie
nachgewiesenen und mit Parodontitiden assoziierten Bakterien in-vitro sicher durch die
in den Leitlinien empfohlenen Antibiotika gefasst und erfolgreich beseitigt wird, kann

somit abgelehnt werden.

4.4 Auswertung der Antibiotikaempfindlichkeit im paarweisen

Vergleich der Bakteriengruppen

Um das Verhalten und die Empfindlichkeit der fiinf Bakteriengruppen gegeniiber einem
bestimmten Antibiotikum genauer zu untersuchen, wurde ein Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieBendem Dunn-Bonferroni-Test als Post-Hoc-Test durchgefiihrt. Dabei wurden
die fiir das jeweils getestete Antibiotikum ermittelten MHK-Mittelwerte aller fiinf
Bakteriengruppen paarweise verglichen und auf signifikante Unterschiede der
Antibiotikaempfindlichkeit gepriift. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
Verteilung der Werte der minimalen Hemmkonzentration (MHK) iiber die
Bakteriengruppen hinweg identisch sei. Die Auswertungen der Analyse sind in

Abbildung 22, Abbildung 23 und Abbildung 24 jeweils mit Signifikanzen dargestellt.
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Minimale Hemmkonzentration (MHK) von
Amoxicillin mit Signifikanzen
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Abbildung 22: Darstellung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) von Amoxicillin
der paarweise verglichenen Bakteriengruppen mit Signifikanzen; Dunn-Bonferroni-
Post-Hoc-Test, “p = 0.009; bp <0.001; “p = 0.008
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Metronidazol mit Signifikanzen
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Metronidazol der paarweise verglichenen Bakteriengruppen mit Signifikanzen; Dunn-
Bonferroni-Post-Hoc-Test; “p = 0.023; °p < 0.001; “p < 0.001
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Minimale Hemmkonzentration (MHK) von
Clindamycin mit Signifikanzen
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Abbildung 24: Darstellung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) von Clindamycin
der paarweise verglichenen Bakteriengruppen mit Signifikanzen, Dunn-Bonferroni-
Post-Hoc-Test; “p < 0.001; "p = 0.002; “p < 0.001; “p < 0.001

Abbildung 22 verbildlicht den paarweisen Vergleich der jeweiligen MHK-Mittelwerte
[ug/ml] aller Bakteriengruppen beziiglich Amoxicillin und zeigt auf, dass sich sowohl
die Bakteriengruppen Fusobacterium spp. und Prevotella spp. (p = 0.009), Prevotella
spp. und Veillonella spp. (°p < 0.001) als auch Prevotella spp. und Eikenella corrodens
(°p = 0.008) signifikant hinsichtlich der in der Studie erhobenen MHK-Mittelwerte
unterscheiden und somit ein signifikant unterschiedliches Sensibilitdtsverhalten

aufweisen.

Hinsichtlich des Sensibilitdtsverhaltens der Bakteriengruppen auf das Antibiotikum
Metronidazol wird in Abbildung 23 deutlich, dass es signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen Fusobacterium spp. und Prevotella spp. ('p = 0.023),
Fusobacterium spp. und Veillonella spp. (°p < 0.001) sowie Parvimonas micra und
Veillonella spp. (°p < 0.001) gibt. Aufgrund der natiirlichen Resistenz von FEikenella
corrodens gegenliber Metronidazol, die hier mit 100%iger Resistenz (MHK > 256

png/ml) evident wurde, war diese Gruppe nicht Teil dieser Auswertung.

Abbildung 24 zeigt, dass sich bei paarweisem Vergleich der MHK-Werte der fiinf
Bakteriengruppen auf das Antibiotikum Clindamycin die Gruppen Fusobacterium spp.
und Parvimonas micra (*p < 0.001), Fusobacterium spp. und Veillonella spp. (°p =

0.002), Prevotella spp. und Parvimonas micra (°p < 0.001) sowie Prevotella spp. und



Ergebnisse 57

Veillonella spp. (°p < 0.001) signifikant beziiglich ihrer Antibiotikaempfindlichkeit
unterscheiden. Eikenella corrodens wurde ebenso aufgrund der natiirlich vorliegenden
Resistenz gegeniiber Clindamycin, trotz der 33,33 % empfindlich getesteten Bakterien,

nicht mit in die Auswertung einbezogen.

Die Annahme, dass die Verteilung der MHK-Werte iiber die Bakteriengruppen hinweg

identisch sei, kann somit abgelehnt werden.

4.5 Mikrobiologische Untersuchung einer Patientenauswahl vor und
nach adjuvanter Antibiose und definiertem

Untersuchungszeitraum mittels Parident™

Auf der Suche nach einem weiteren moglichen Ansatzpunkt, warum héufig nach
initialer PA-Therapie und adjuvanter Antibiose der zunichst erzielte Theapieerfolg
nicht gehalten werden kann, wurde anhand eines kleinen Patientenkollektivs (n = 10)
sowohl vor adjuvanter Antibiose als auch post-Antibiotikum (3 x 500 mg Amoxicillin
und 3 x 400 mg Metronidazol iiber 7 Tage) mit einem Kontrollintervall von 6 — 8
Wochen eine mikrobiologische Diagnostik mittels Parident™ durchgefiihrt, um diese
Ergebnisse mit denen der Resistenzpriifung genauer zu untersuchen. Abbildung 25 zeigt
die Ergebnisse des Parident™-Tests, der zum Nachweis der Bakterien AA, PG, FN, PI,
TF, PM und TD diente, initial und nach erfolgtem SRP in Kombination mit einer

adjuvanten Antibiose.

Ergebnisse des Parident™-Tests

—
(w)

B pritherapeutisch positiv
getestet

Enach adjuvanter Antibiose
positiv getestet

Anzahl der Patienten
S = N W R NN N 0 O
1

AA PG FN PI TF PM TD

Abbildung 25: Ergebnisse des Parident™-Tests des Patientenkollektivs (n = 10)
prdtherapeutisch  und nach adjuvanter Antibiose;, AA =  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, PG = Porphyromonas gingivalis;, FN = Fusobacterium
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nucleatum; PI = Prevotella intermedia; TF = Tannerella forsythia; PM = Parvimonas
micra; TD = Treponema denticola

Die Darstellung macht deutlich, dass hinsichtlich der Bakterien AA, FN, TF, PM, TD
zwar eine Reduktion der positiv getesteten Patientenproben zu verzeichnen war, fiir PG
und PI jedoch post-Antibiotikum sogar jeweils eine Patientenprobe mehr positiv auf
diese Bakterien getestet werden konnte als vor Therapie. Insgesamt ist nur eine mafige
Reduktion der initial vorhandenen Bakterien zu erkennen. Bei keinem Patienten konnte
eine vollstindige Eradikation des urspriinglich positiv getesteten Bakteriums

nachgewiesen werden.

Die Parident™-Auswertungen zweier Patienten (Patientennummer 34 und 19) wurden
exemplarisch genauer untersucht und mit der zuvor getesteten in-vitro Sensibilitdt
beziiglich Amoxicillin, Metronidazol und Clindamycin verglichen, um eine mdogliche
Ursache des Antibiotikum-Versagens aufzuzeigen. Bei Patient 34 wurden sowohl vor
als auch nach einer den Leitlinien entsprechenden Therapie mit adjuvanter Antibiose
mittels Parident’™ die PA-assoziierten Keime PI und PM nachgewiesen. Die in-vitro
Sensibilitdit der Patientenprobe 34 hinsichtlich der drei Antibiotika Amoxicillin,
Metronidazol und Clindamycin ergab fiir Parvimonas micra eine Resistenz gegeniiber

Amoxicillin und fiir Prevotella intermedia eine Resistenz gegeniiber Metronidazol.

Fiir Patient 19 konnte sowohl initial als auch nach erfolgter Therapie Fusobacterium
nucleatum positiv mittels Parident™ nachgewiesen werden. Bei genauerer Betrachtung
der ermittelten Antibiotikaempfindlichkeit dieser Patientenprobe ergab sich fiir
Fusobacterium nucleatum eine Resistenz gegeniiber Amoxicillin. Eine nachgewiesene
in-vitro Resistenz konnte somit als Ansatzpunkt filir eine Therapierefraktaritiat bzw. fiir
einen persistierenden parodontopathogenen Keim gesehen werden. Hierbei handelt es
sich lediglich um zwei Patientenbeispiele, es wurden nicht alle Parident'™-
Auswertungen posttherapeutisch mit den Daten der Resistenzpriifung verglichen, sodass
keine allgemeingiiltige Aussage getroffen werden kann und weitere Studien

diesbeziiglich durchgefiihrt werden miissen.
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5 Diskussion

In dieser Studie sollte das Resistenzverhalten einer mdglichst groBen Anzahl an Wild-
Stammen parodontopathogener Keime hinsichtlich den in der Parodontologie haufig
eingesetzten Antibiotika Amoxicillin, Metronidazol und Clindamycin in-vitro getestet
werden und die Antibiotikaempfindlichkeit/Minimale Hemmkonzentration der
gepriiften parodontopathogenen Bakterien auf signifikante Unterschiede untersucht
werden. Als Nebeneffekt sollten potentielle Zusammenhdnge zwischen zuvor
nachgewiesenen Resistenzen und dem pra- und postantibiotischen mikrobiologischen

Befund aufgezeigt werden.

Bei den in dieser Studie untersuchten PA-assoziierten Keimen (Fusobacterium spp.,
Prevotella spp., Parvimonas micra, Veillonella spp., Eikenella corrodens) konnten
mittels E-Test Antibiotikaresistenzen beziiglich der Antibiotika Amoxicillin,
Metronidazol und Clindamycin in-vitro nachgewiesen werden. Die Auswahl der
verwendeten adjuvanten Antibiose, ein modifizierter ,,Winkelhoff-Cocktail*“ bestehend
aus Amoxicillin (3 x 500 mg) und Metronidazol (3 x 400 mg) tiber 7 Tage, erfolgte
anhand den in den Leitlinien empfohlenen Therapieoptionen zur adjuvanten Antibiose
und den in der Literatur hiufig verwendeten Antibiotika Amoxicillin, Metronidazol,
Tetrazyklin sowie bei Allergie-Patienten Clindamycin (Beikler ef al., 2003; Teughels et
al., 2014). Loesche und Mitarbeiter (1987) schlugen Metronidazol als Therapeutikum
der Wahl der adjuvanten Antibiose vor, da mikrobiologische Untersuchungen der
subgingivalen Flora vor allem streng anaerobe und gramnegative Bakterien, Spirochéten
und Treponema spp. zeigten und diese Bakterien somit das Hauptziel der Therapie
darstellten. Aufgrund der bei einer Parodontitis vorliegenden Mischinfektion mit auch
fakultativen Bakterien wie A. actinomycetemcomitans, die keine Empfindlichkeit
gegeniiber Metronidazol aufweisen, beschrieb die Forschungsgruppe um Loesche 1987
den Trend zu Breitspektrum-Antibiotika, um alle potentiell pathogenen Keime zu
erfassen, sodass eine Kombination aus Amoxicillin und Metronidazol in vielen
klinischen Studien und somit auch in dieser Studie als adjuvante Antibiose nach SRP
Anwendung fand (Mombelli, 2012; Sgolastra et al., 2012b; van Winkelhoff et al.,
1989). In einer Studie zur bestmoglichen Dosierung und idealen Einnahmedauer einer
adjuvanten Antibiose bei einer Kombination von Amoxicillin und Metronidazol
konnten drei Monate nach Therapie keine bedeutenden klinischen Unterschiede

hinsichtlich der Linge der Antibiotikaeinnahme oder der Dosierung evident werden,
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sodass McGowan und Mitarbeiter (2018) eine generelle Empfehlung zur mdglichst
hochdosierten (500/500 mg oder 500/400 mg Amoxicillin und Metronidazol) und
kurzen Einnahmedauer (7 Tage) aussprachen, um das Risiko von Antibiotikaresistenzen

Zu minimieren.

Anhand der Ergebnisse wird ersichtlich, dass Resistenzen gegeniiber Amoxicillin in-
vitro nachgewiesen werden konnten. Die Prozentangaben beziehen sich jeweils auf den
prozentualen Anteil der getesteten Bakterien innerhalb der zuvor gebildeten
Bakteriengruppen (Fusobacterium spp., Prevotella spp., Parvimonas micra, Eikenella
corrodens, Veillonella spp.). Von Resistenzen betroffen waren in dieser Studie vor
allem Fusobacterium spp. (32,14%), Parvimonas micra (32,00%), Eikenella corrodens
(16,67%) und geringfiigig auch Veillonella spp. (5,56%). Fiir Prevotella spp. hingegen
wurden widerspriichlich zu Ergebnissen der Literatur keine Resistenzen evident. Rams
und Mitarbeiter (2014) fanden vor allem fiir Prevotella intermedia und Prevotella
nigrescens Resistenzen gegeniiber Amoxicillin, die auf die Entwicklung von B-
Lactamase-Enzymen zur Hydrolyse des B-Lactam-Rings zuriickzufiihren waren (Rams
et al., 2013). Auch van Winkelhoff und Mitarbeiter (2005) wiesen Amoxicillin-
Resistenzen gegeniiber Prevotella intermedia nach. Beide Studien verwendeten jedoch

unterschiedliche Methoden der Resistenztestung im Vergleich zur vorliegenden Studie.

Die Ergebnisse zeigten ebenso in-vitro Resistenzen gegeniiber Metronidazol fiir alle
getesteten Bakteriengruppen: FEikenella corrodens (100,00%), Veillonella spp.
(33,33%), Prevotella spp. (13,04%), Parvimonas micra (8,00 %) sowie Fusobacterium
spp. (7,14 %). Bei Durchsicht der Literatur ergaben sich ambivalente Studienergebnisse
(mit geographischer Variabilitit). Bereits 1993 brachte Listgarten in seiner Studie
hervor, dass Resistenzen gegeniiber Metronidazol bei parodontalen Keimen wie A.
actinomycetemcomitans und Fusobacterium spp. gefunden werden konnten (Listgarten
et al., 1993). Wihrend Veloo und Mitarbeiter (2012) fiir Metronidazol auch Resistenzen
gegeniiber Prevotella spp. beschrieben und ebenso auch Ardila und Mitarbeiter (2010a;
Ardila et al., 2010b) pathogene Bakterien der parodontalen Flora (PG, PI, FN) resistent
testeten, konnten Dahlen und Preus (2017) in ihrer Studie 5 Jahre nach erfolgter
Parodontaltherapie mit oder ohne adjuvante Metronidazol-Gabe keine kultivierbaren
Metronidazol-Resistenzen unter Anaerobiern in der prddominanten subgingivalen Flora
ihrer untersuchten Parodontitis-Patienten feststellen (alle Porphyromonas spp. und
Tannerella spp. waren hochsensibel). Bei einer Studie mit Patienten, die an chronischer

Parodontitis litten, konnten in den USA Metronidazol-Resistenzen vorwiegend unter
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Nicht-Anaerobiern gefunden werden, dagegen kaum unter Anaerobiern (Rams et al.,
2014). Die Griinde hierfiir sind allerdings im Wirkungsmechanismus des Metronidazols
zu suchen, da es nur in einem vollstindig anaeroben Milieu seine Wirkung entfalten
kann. Zu &dhnlichen Ergebnissen kamen europdische Studien, die anaerobe
Parodontalkeime auf Resistenzen untersuchten (Veloo et al., 2012; van Winkelhoff et
al., 2005; van Winkelhoff et al., 2000) sowie ein Review aller Studien zu Resistenzen
unter Anaerobiern zwischen 2000-2013 (Boyanova et al., 2015). Es ist hervorzuheben,
dass die Ergebnisse fiir Eikenella corrodens gegeniiber Metronidazol nicht
iiberraschend sind. Eikenella spp. besitzt eine natiirliche Resistenz gegeniiber
Metronidazol, sodass dieses Antibiotikum somit nicht zur Therapie dieser Spezies

geeignet ist (Paul und Patel, 2001).

Betrachtet man die Ergebnisse des E-Tests fiir Clindamycin, wurden keine Resistenzen
fir Fusobacterium spp., Parvimonas micra und Veillonella spp. evident. Die
Auswertungen ergaben fiir Eikenella corrodens 66,67% sowie fiir Prevotella spp.
4,35% resistente Keime. Auch Veloo und Mitarbeiter (2012) beschrieben, dass keine
Resistenzen oder nur in sehr geringer Form unter Anaerobier gegeniiber Clindamycin in
ihrer Studie vorzufinden waren und dass deren Ergebnisse konsistent mit denjenigen
Ergebnissen von Walker und Gordon (1990) waren, die nach systemischer
Clindamycin-Gabe deutliche klinische Verbesserungen bei refraktirer Parodontitis
aufzeigten. Anhand der vorliegenden in-vitro Untersuchung konnte Clindamycin somit
als hocheffektives Therpeutikum zur Behandlung bei Beteiligung von Fusobacterium
spp., Parvimonas micra und Veillonella spp. beschrieben werden. Zu beachten gilt hier
jedoch, dass Clindamycin durch Inhibition der Proteinbiosynthese einem
bakteriostatischem Wirkmechanismus folgt. Durch Bindung an die 50S-Untereinheit der
Ribosomen kommt es zur Blockade des Enzyms Peptidyltransferase, welches die
Peptidbindungen zwischen den einzelnen Aminosduren katalysiert (Tenson ef al.,
2003). So wird das Ausmal} der durch Clindamycin erfassten Bakterien zwar wihrend
der Einnahme und potentiell dariiber hinaus in Schach gehalten, jedoch sind nachhaltige
Effekte nach Beendigung der Antibiotika-Einnahme moglicherweise zu
vernachldssigen. Da FEikenella corrodens ebenso wie fiir Metronidazol eine natiirliche
Resistenz gegeniiber Clindamycin aufweist (Tami und Parker, 1984; Paul und Patel,
2001; Walker, 1996), stellen die 33,33% hoch empfindlich getesteten Bakterien der
Gruppe Eikenella corrodens ein unerwartetes Ergebnis dar, allerdings wurden

insgesamt nur wenige Stamme von Eikenella corrodens untersucht.
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Der E-Test wurde als Gradienten-Diffusionsmethode angewandt, um Antibiotika-
Resistenzen zu untersuchen. Die Vorteile bestehen in einer einfachen Anwendung und
einer exakt abzulesenden MHK (Schuetz, 2014). Der E-Test gilt als eine, wenn nicht
die einzige kommerziell verfiigbare Testmethode zur ,,wahren® Bestimmung der MHK
(Shah, 2001). Als nachteilig wird beschrieben, dass Metronidazol-Resistenzen haufig
iiberbewertet werden, da oftmals die notwendigen anaeroben Verhéltnisse nicht korrekt
eingehalten werden (Schuetz, 2014). Metronidazol stellt ein Pro-Drug dar, das erst
durch die im anaeroben Milieu vorhandene Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase
aktiviert wird (Schuetz, 2014; Cormican et al., 1996). Strikte anaerobe Verhiltnisse
wihrend der Empfindlichkeitspriifung sind entscheidend, um valide Ergebnisse fiir
Metronidazol zu erzielen. Cormican (1996) beschrieb seine Ergebnisse als konkordant
mit denen von Brazier und Mitarbeitern (1992) sowie Palmer und Mitarbeitern (1994),
die die meisten mittels E-Test nachgewiesenen Metronidazol-Resistenzen auf
Laborfehler zuriickfiihrten. Besondere Beachtung sollte auch die Tatsache finden, dass
eine in-vitro nachgewiesene Resistenz nicht zwingend mit einer in-vivo Unwirksamkeit
des Antibiotikums korreliert (Stratton, 2006). Essentielle Einfliisse von Wirtsfaktoren
und Pharmakokinetik finden in-vitro keine Berlicksichtigung. Ebenso ist es mdglich,
dass eine in-vitro nachgewiesene Empfindlichkeit des Antibiotikums hohe klinische
Effektivitdt suggeriert, jedoch in klinischem Therapieversagen resultiert. Rex und
Pfaller (2002) zeigten in klinischen Fallstudien, dass die Korrelation der Ergebnisse der
in-vitro Resistenzpriifung mit dem therapeutischen Erfolg dem Muster einer ,,90-60-
Regel“ bzw. einer ,,Natiirlichen Response-Rate* folgt. Diese Regel beschreibt, dass die
Behandlung einer Infektion mit einem als empfindlich getesteten Bakterium in 90% der
Fille mit einem passenden Therapeutikum erfolgreich moglich ist. Hingegen kann in
nur 60% der Félle ein Therapieerfolg einer Infektion mit einem als resistent eingestuften
Bakterium bei addquater Therapie oder bei einem sensiblen Bakterium mit einem

inaddquaten Therapeutikum verzeichnet werden.

In der Literatur sind unterschiedliche Ergebnisse zur Resistenz vorzufinden und
moglicherweise auf eine groBe Auswahl an Methoden zuriickzufiihren, liber deren

Interpretation keine Einigkeit herrscht (Schuetz, 2014).

Um das Verhalten der Bakterien gegeniiber Amoxicillin, Metronidazol und
Clindamycin genauer zu untersuchen, wurde ein Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Der
Vergleich der in-vitro ermittelten Antibiotikaempfindlichkeit der Bakterienspezies

untereinander ergab flir Amoxicillin signifikante Unterschiede zwischen Fusobacterium
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spp. und Prevotella spp. (p = 0.009), Prevotella spp. und Veillonella spp. (°p < 0.001)
sowie Prevotella spp. und Eikenella corrodens (‘p = 0.008). Fir Metronidazol
differierten Fusobacterium spp. und Prevotella spp. (“p = 0.023), Fusobacterium spp.
und Veillonella spp. (°p < 0.001) sowie Parvimonas micra und Veillonella spp. (°p <
0.001) signifikant wéhrend fiir Clindamycin Fusobacterium spp. und Parvimonas micra
*p < 0.001), Fusobacterium spp. und Veillonella spp. (°p = 0.002), Prevotella spp. und
Parvimonas micra (°p < 0.001) sowie Prevotella spp. und Veillonella spp. (°p < 0.001)
signifikante Unterschiede ergaben. Die Ergebnisse implizieren, dass eine teilweise
signifikant abweichende Reaktion der Bakterienspezies auf die untersuchten Antibiotika
vorlag, sodass als Schlussfolgerung die Dosierung eines addquaten Antibiotikums an
diejenige Bakterienspezies adaptiert werden sollte, welche die hochste MHK aufweist,

sodass auch diese Spezies sicher erfasst werden kann.

Zur Evaluierung sowie zur allgemeinen Betrachtung von Fehlerquellen ist die
angewandte Methodik genauer zu untersuchen. Die initiale Probenentnahme zur
mikrobiologischen Diagnostik erfolgte sowohl fiir die anschlieBende MALDI-TOF-MS-
Analyse als auch fiir den Parident™-Test in einer Sitzung und direkt hintereinander
mittels Papierspitzen. Bei jedem Patienten wurde stets mit der Probenentnahme fiir die
MALDI-Analyse an den tiefsten Taschen des jeweiligen Quadranten begonnen, gefolgt
von weiteren vier Probenentnahmen in den zweittiefsten Taschen des jeweiligen
Quadranten. Dabei ist hervorzuheben, dass Papierspitzen nicht ideal dazu geeignet sind,
moglichst viele Bakterien aufzunehmen und nicht alle Keime, die in Taschennischen
oder am Taschenfundus residieren, erfasst werden konnen (Loomer, 2004). Zudem gilt
zu beachten, dass eine einzelne entnommene Probe eines Quadranten bzw. einer Tasche
nicht die in der gesamten Mundhohle vorkommende parodontopathogene Flora

reprasentiert (Loomer, 2004).

Im weiteren Verlauf der Studie konnten folglich auch nur diejenigen Bakterien
angeziichtet, analysiert, auf Resistenzen und mittels Parident'™ getestet werden, die
auch erfolgreich aus den parodontalen Taschen des Patienten entnommen und
transportiert werden konnten. Zum Transport der MALDI-TOF-MS-Proben wurde das
VMG-II-Transportmedium, das idealerweise sowohl das Wachstum als auch das
Absterben der Bakterien verhindern sollte, herangezogen (Syed und Loesche, 1972).
Die Anzucht erfolgte in einer anaeroben Kammer (BACTRON anaerobic chamber;
SHEL LAB, Sheldon Manufacturing, Inc., Oregon, USA), die mit einem Gasgemisch
bestehend aus 85% Stickstoff (N), 10% Kohlenstoffdioxid (CO;) und 5% Wasserstoff



Diskussion 64

(Hy) geflutet wurde. Ein mit einer Palladium-Legierung gefiillter Katalysator und
spezielle Gaspaks (GasPak™ EZ Anaerobe Container System, Becton, Dickinson and
Company, Maryland, USA) sollten ein friihzeitiges Binden von Restsauerstoff in der
Kammer unterbinden und ideale Wachstumsbedingungen fiir fakultativ und obligat
anaerobe Bakterien ermoglichen. Der SchleuBBvorgang zum Transport der Agarplatten
und den Verdiinnungsreihen der Keimproben sowie im spéteren Verlauf zur Anzucht
von Reinkulturen und Durchfiihrung des E-Tests in das Innere der anaeroben Kammer
wurde sorgféltig durchgefiihrt, jedoch muss erwogen werden, dass es bei Versagen einer
der erwidhnten Mallnahmen, die absolute anaerobe Verhiltnisse sicherstellen sollten,
moglicherweise zur Hemmung des Wachstums obligat anaerober Bakterien gekommen
sein kann und somit potentiell in der Patientenprobe vorhandene parodontopathogene
Keime nicht im weiteren Verlauf der Studie (MALDI-TOF-MS und E-Test) analysiert

und beriicksichtigt werden konnten.

Mit der MALDI-TOF-MS-Analyse sollte ein neuartiger Ansatz zur Differenzierung von
Bakterien und Pilzen in der mikrobiologischen Diagnostik Anwendung finden (Schubert
und Wieser, 2010). Mit Hilfe der Analyse des Proteinprofils von mehrheitlich
ribosomalen Proteinen konnen Bakterienspezies identifiziert werden. Aufgrund der
Ahnlichkeit der Sequenz der ribosomalen Proteine mit denen der 16S-rDNA-Sequenz
konnen sehr eng verwandte Bakterienspezies mittels MALDI-TOF-MS jedoch nicht
analysiert werden. Zur Analyse der Bakterienspezies sind dabei Bakterienkulturen
notwendig, was eine mogliche Anfilligkeit der Untersuchungsmethode darstellt. Nur
Keime, die kultivierbar sind und zuvor auch unter anaeroben Bedingungen
angewachsen sind, konnen mit dieser Methode analysiert werden. Als groBer Vorteil
der MALDI-TOF-MS-Methode ist zu erwahnen, dass eine umfangreiche Datenbank an
Protein-Referenzspektren verfiigbar ist, die auch jederzeit erweitert werden kann und
somit alle in der Datenbank eingetragenen Bakterien und — im Gegensatz zum
Parident™-Test — nicht nur diejenigen Bakterien analysiert werden konnen, nach denen
vorher mittels DNA-Sonden spezifisch gesucht wurde. Die MALDI-TOF-MS-Methode
besall den Vorteil, dass durch die vorhandenen Kulturen im Anschluss Resistenzen
mittels E-Test gegeniiber Amoxicillin, Metronidazol und Clindamycin untersucht
werden konnten. Der Parident'-Test hingegen eignete sich nicht zur Durchfiihrung der
Resistenztests mittel E-Test, da fiir den Versuchsvorgang des Parident™-Tests keine
Bakterienkulturen generiert wurden, die jedoch fiir die Durchfiihrung von Resistenztests

mittels E-Test obligat waren.
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Mittels Parident™ wurden die sieben Parodontalpathogene AA, PG, FN, PI, TF, PM
und TD untersucht. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten nur eine geringe Reduktion des
initialen Keimspektrums nach adjuvanter Antibiose aus einer Kombination von
Amoxicillin (3 x 500 mg) und Metronidazol (3 x 400 mg) iiber 7 Tage nach einem
Kontrollzeitraum von 6 — 8 Wochen nach adjuvanter Antibiose. Es wurde keine

vollstdndige Eradikation des urspriinglich positiv getesteten Bakteriums nachgewiesen.

Kritisch betrachtet werden sollte bei der Interpretation dieses Ergebnisses das Vorgehen
zur Probenentnahme des Parident™-Tests vor und nach adjuvanter Antibiose. Wie
beschrieben wurde zur Analyse des initialen Keimspektrums mittels Parident™ die
Probenentnahme in der jeweils nur zweittiefsten Tasche pro Quadrant herangezogen,
wiéhrend bei der Nachuntersuchung nach einem Kontrollintervall von 6 — 8 Wochen
nach adjuvanter Antibiose die Probenentnahme durch Papierspitzen an den tiefsten
gemessenen Stellen pro Quadrant stattfand. So ist bei der Interpretation der Ergebnisse
des Parident™-Tests und dem Vergleich des Keimspektrums vor und nach adjuanter
Antibiose zu bedenken, dass das Vorgehen zur Entnahme des Keimspektrums der initial
zweittiefsten Tasche und der post-Antibiotikum tiefsten Taschen die Aussagekraft des
Ergebnisses gemindert haben konnte. Von essentieller Bedeutung hinsichtlich der
Beurteilung der Parident™-Ergebnisse ist auch die Patienten-Compliance. Mangelhafte
Patienten-Compliance durch inaddquate oder unvollstindige Einnahme der
verschriebenen adjuvanten Antibiose oder bewusste Non-Compliance konnten die
Resultate mal3geblich beeinflusst haben. Bei der Einordnung der Ergebnisse vor und
nach Antibiotika-Therapie sollte jedoch auch bedacht werden, dass potentiell
entwickelte Resistenzen der Bakterien eine Rolle gespielt haben konnen. Die im
Ergebnisteil beschriebenen Parident”"-Auswertungen zweier Patienten
(Patientennummer 34 und 19) zeigten einen Vergleich der getesteten in-vitro
Sensibilitdt beziiglich Amoxicillin, Metronidazol und Clindamycin der parodontalen
Keime vor und nach adjuvanter Antibiose, um eine mogliche Ursache des
Antibiotikum-Versagens in einer Resistenzentwicklung der Keime aufzuzeigen. Es
wurde fiir Patient 34 ersichtlich, dass sowohl vor als auch nach einer den Leitlinien
entsprechenden Therapie mit adjuvanter Antibiose mittels Parident'™ die PA-
assoziierten Keime PI und PM nachgewiesen werden konnten. Die in-vitro Sensibilitit
der Patientenprobe 34 hinsichtlich der drei Antibiotika Amoxicillin, Metronidazol und
Clindamycin ergab fiir Parvimonas micra eine Resistenz gegeniiber Amoxicillin und fiir

Prevotella intermedia eine Resistenz gegeniiber Metronidazol, sodass angenommen
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werden konnte, dass die in-vitro nachgewiesenen Resistenzen ursdchlich fiir die
Persistenz der parodontalpathogenen Keime verantwortlich sind. Ob in diesem Fall
jedoch die Kombination aus Amoxicillin (3 x 500 mg) und Metronidazol (3 x 400 mg)
unter Vorbehalt der addquaten Einnahme des Patienten trotzdem beide Keime hitte
erfassen konnen, bleibt weiter zu untersuchen. Ebenso wurde ein zweites Beispiel
herausgearbeitet. Bei Patient 19 konnte sowohl initial als auch nach erfolgter Therapie
Fusobacterium nucleatum positiv mittels Parident’™ nachgewiesen werden. Bei
genauerer Betrachtung der ermittelten Antibiotikaempfindlichkeit dieser Patientenprobe
ergab sich fiir Fusobacterium nucleatum eine Resistenz gegeniiber Amoxicillin. Eine
nachgewiesene in-vitro Resistenz konnte somit als Ansatzpunkt fiir eine
Therapierefraktéritit bzw. fiir einen persistierenden parodontopathogenen Keim gesehen
werden. Hierbei handelt es sich lediglich um zwei Patientenbeispiele, es wurden nicht
alle Parident™-Auswertungen posttherapeutisch mit den Daten der Resistenzpriifung
verglichen, sodass keine allgemeingiiltige Aussage getroffen werden kann und weitere
Studien diesbeziiglich durchgefiihrt werden miissen.

Ziel der vorliegenden Studie war nicht, Therapieempfehlungen hinsichtlich adjuvanter
Antibiose auszusprechen, sondern die Problematik der Resistenzentwicklung
parodontaler Pathogene aufzuzeigen und anhand nachgewiesener Resistenzen und
Antibiotikaempfindlichkeit der untersuchten Bakteriengruppen zu verdeutlichen, dass
diese Problematik ein wichtiger Ansatzpunkt zur Vermeidung eines klinischen sowie
mikrobiologischen Therapieversagens sein kann. Wichtiger Bestandteil dessen konnte
sicherlich eine addquate mikrobiologische Diagnostik und in Anlehnung an die
nachgewiesenen und dargelegten Resistenzen eine individuelle Sensibilitétspriifung der
parodontalen Flora des Parodontitispatienten vor initialer Therapie darstellen. Nur so
konnte sichergestellt werden, dass die vorliegenden Parodontopathogene mit hoher
Sensibilitit auf das getestete Antibiotikum reagieren werden und hinsichtlich der
adjuvanten Antibiose die bestmoglichen mikrobiologischen Ergebnisse erzielt werden

konnen.

Es wurde aufgezeigt und beschrieben, dass Antibiotikaresistenzen gegeniiber
Parodontalkeimen in-vitro nachgewiesen werden konnten und es signifikante
Unterschiede hinsichtlich der in-vitro Antibiotikaempfindlichkeit der
parodontalpathogenen Keime gibt. So sind einige der getesteten Bakterien hochsensibel
auf Clindamycin getestet worden (Fusobacterium spp., Parvimonas micra sowie

Veillonella spp.) wiahrend Eikenella corrodens eine natiirliche Resistenz aufweist und
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auch Prevotella spp. in geringem Ausmal} von Resistenzen betroffen ist. Eine alleinige
Gabe von Clindamycin zur Therapie wére somit nicht umfassend genug. Ebenso verhélt
es sich mit einer alleinigen Gabe von Metronidazol. Die natiirliche Resistenz von
Eikenella corrodens und die in-vitro ermittelten Resistenzen von Fusobacterium spp.,
Prevotella spp., Parvimonas micra sowie Veillonella spp., filhren zu der allgemein
bekannten Schlussfolgerung, dass auch Metronidazol als Monopréparat es nicht vermag,
die gesamte pathogene parodontale Flora zu erfassen. Gegeniiber dem Breitband-
Antibiotkum Amoxicillin waren ebenso in nahezu allen Bakteriengruppen Resistenzen
auffillig. Fusobacterium spp., Parvimonas micra, Eikenella corrodens und Veillonella
spp. zeigten Resistenzen gegeniiber Amoxicillin, sodass auch fiir dieses héufig
verschriebene Wahl-Therapeutikum fiir bakterielle Infektionen aller Art (Konde et al.,
2016) kein alle parodontalpathogenen Bakterien erfassendes Monopriparat darstellt.
Dies unterstiitzt somit die Empfehlung, dass Kombinationspriaparate zur Therapie
parodontaler Erkrankungen erfolgsversprechend sind und Anwendung finden sollten
(Jepsen und Jepsen, 2016; Teughels et al., 2014; Winkel et al., 2001; van Winkelhoff et
al., 1996).

Diese Studie zeigt, dass Resistenzen parodontapathogener Keime gegeniiber
Amoxicillin, Metronidazol und Clindamycin in-vitro nachgewiesen werden kdnnen.
Des Weiteren wird ersichtlich, dass signifikante Unterschiede zwischen einigen
Bakteriengruppen hinsichtlich der in-vitro ermittelten Antibiotikaempfindlichkeit/MHK
vorhanden sind. Es wird zudem suggeriert, dass eine in-vitro-Resistenz ein in-vivo
Therapieversagen zur Folge haben kann. AuBlerdem wird hervorgehoben, dass die Rolle
und die Auswahl des adjuvanten Antibiotikums ein wichtiger Parameter in der
Behandlung parodontaler Erkrankungen sein kann sowie einen Erkldrungsansatz
darstellen kann, warum trotz optimaler Mundhygieneverhéltnisse und sorgfiltig
durchgefiihrter PA-Therapie mit adjuvanter Antibiose ein Therapieversagen resultieren

kann.
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6 Zusammenfassung

In dieser Studie wurde anhand eines Patientenkollektivs eine moglichst gro3e Anzahl an
Wild-Stdmmen parodontopathogener Keime auf Resistenzen hinsichtlich den in der
Parodontologie héufig eingesetzten Antibiotika Amoxicillin, Metronidazol und
Clindamycin in-vitro getestet. Zur Analyse der Parodontopathogene kam dabei das
MALDI-TOF-MS-Verfahren zur Anwendung. AnschlieBend wurde die ermittelte
Antibiotikaempfindlichkeit/Minimale Hemmkonzentration (MHK) der getesteten
Bakterienspezies paarweise untereinander verglichen, um mdgliche Signifikanzen im

Verhalten der Bakterien gegeniiber den untersuchten Antibiotika aufzuzeigen.

Zudem sollten als Nebeneffekt der Studie an einer Auswahl an Patienten, die nach
Indikationsstellung eine adjuvante Antibiose und nach einem definierten
Kontrollintervall eine weitere mikrobiologische Diagnostik erhielt, potentielle
Korrelationen zwischen nachgewiesenen Resistenzen und dem prd- und

postantibiotischen mikrobiologischen Befund herausgearbeitet werden.

Ein Patientenkollektiv (n = 44) wurde im Rahmen parodontologischer Diagnostik vor
Behandlung mikrobiologisch und klinisch untersucht. Hierzu wurden Daten zur
allgemeinen und speziellen Anamnese abgefragt, ein umfassender Parodontalbefund
erhoben sowie bei jedem Patienten mikrobiologische Proben entnommen. Es wurden
Bakterienkulturen angeziichtet, Reinkulturen generiert und mittels MALDI-TOF-MS
analysiert. Diese Bakterienspezies wurden im ndchsten Schritt mittels E-Test auf
Empfindlichkeit gegeniiber den in der Parodontologie hiufig eingesetzten und von der
Deutschen Gesellschaft fiir Zahn- Mund- und Kieferheilkunde (Beikler et al., 2003)
nach Indikationsstellung empfohlenen Antibiotika Amoxicillin, Metronidazol und
Clindamycin in-vitro getestet und die ermittelten MHK-Werte der Bakterienspezies
mittels des Kruskal-Wallis-Tests und des zugehorigen Dunn-Bonferroni-Post-Hoc-Tests

untereinander auf signifikante Unterschiede untersucht.

Einer kleinen Patientenauswahl (n = 10) des Patientenkollektivs (n = 44) wurde nach
klinisch rechtfertigender Indikation und erfolgtem SRP eine adjuvante Antibiose (3 x
500 mg Amoxicillin und 3 x 400 mg Metronidazol) iiber 7 Tage verabreicht. Nach
einem definierten Kontrollintervall von 6 - 8 Wochen erfolgte eine weitere
mikrobiologische Analyse mittels Parident'™. Aus dem Vergleich der initialen
mikrobiologischen Ergebnisse und denen der Nachuntersuchung konnten Riickschliisse

in Bezug auf potenzielle Antibiotikaresistenzen der Bakterienspezies gezogen werden.
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Mit Hilfe des E-Tests konnten in dieser Studie in-vitro Resistenzen gegeniiber den
Antibiotika Amoxicillin, Metronidazol und Clindamycin nachgewiesen werden. Die
aufgefiihrten Prozentangaben beziehen sich jeweils auf den prozentualen Anteil der
getesteten Bakterien innerhalb der zuvor gebildeten Bakteriengruppen (Fusobacterium

spp., Prevotella spp., Parvimonas micra, Eikenella corrodens, Veillonella spp.).

Von Resistenzen gegeniiber Amoxicillin waren vor allem Fusobacterium spp.
(32,14%), Parvimonas micra (32,00%), Eikenella corrodens (16,67%) und geringfiigig
auch Veillonella spp. (5,56%) betroffen. Fiir Metronidazol konnten in allen
Bakteriengruppen resistente Keime nachgewiesen werden: Eikenella corrodens
(100,00%), Veillonella spp. (33,33%), Prevotella spp. (13,04%), Parvimonas micra
(8,00%) sowie Fusobacterium spp. (7,14%). In-vitro Resistenzen beziiglich
Clindamycin wurden fiir Eikenella corrodens (66,67%) sowie fir Prevotella spp.
(4,35%) evident, wihrend fiir Fusobacterium spp., Parvimonas micra und Veillonella

spp. keine in-vitro Resistenzen gefunden werden konnten.

Der paarweise Vergleich der in-vitro ermittelten Antibiotikaempfindlichkeit/MHK der
gruppierten Bakterienspezies ergab fiir Amoxicillin signifikante Unterschiede zwischen
Fusobacterium spp. und Prevotella spp. (“p = 0.009), Prevotella spp. und Veillonella
spp. (°p < 0.001) sowie Prevotella spp. und Eikenella corrodens (°p = 0.008). Fiir
Metronidazol differierten Fusobacterium spp. und Prevotella spp. (‘p = 0.023),
Fusobacterium spp. und Veillonella spp. (°p < 0.001) sowie Parvimonas micra und
Veillonella spp. (°p < 0.001) signifikant, wihrend fiir Clindamycin Fusobacterium spp.
und Parvimonas micra (*p < 0.001), Fusobacterium spp. und Veillonella spp. (°p =
0.002), Prevotella spp. und Parvimonas micra (°p < 0.001) sowie Prevotella spp. und
Veillonella spp. (“p < 0.001) signifikante Unterschiede zeigten.

Die Auswertung des Parident'™-Tests vor und nach adjuvanter Antibiose ergab
hinsichtlich der Bakterien AA, FN, TF, PM, TD zwar eine Reduktion der positiv
getesteten Patientenproben, PG und PI wurden post-Antibiotikum jeweils bei einer
Patientenprobe mehr positiv getestet als vor Therapie. Insgesamt war nur eine mafige
Reduktion der initial vorhandenen Bakterien zu erkennen. Bei keinem Patienten konnte
eine vollstindige Eradikation des urspriinglich positiv getesteten Bakteriums

nachgewiesen werden.
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Die vorliegende Studie leistet als Pilotstudie einen Beitrag zum Verstdndnis von in-vitro
ermittelten Antibiotikaresistenzen und zur Beurteilung der Antibiotikaempfindlichkeit

parodontalpathogener Keime.

Um die Ergebnisse dieser Studie umfassend einordnen zu konnen und unter
Beriicksichtigung potentieller Resistenzen weitreichendere Therapieempfehlungen
hinsichtlich adjuvanter Antibiotika aussprechen zu konnen, sind weiterfiihrende Studien
notwendig. Dabei konnten prétherapeutische mikrobiologische MaBlnahmen im Sinne
von Resistenztests und der Generierung eines individuellen Antibiogramms bei einem
grofleren Patientenkollektiv im Vordergrund stehen, sodass eine individuell auf die
pradominanten parodontal-assoziierten Keime und deren Resistenzverhalten angepasste

adjuvante Antibiotikatherapie evaluiert werden kann.
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11 Anhang

Anhang 1: Patientenaufklarung

KLINIKUM
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UND PARODONTOLOGIE
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I. Patienteninformation

Studientitel:

Evaluation der Eignung von MALDI-TOF/MS zur
mikrobiologischen Diagnostik in der Parodontologie

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Sie werden gefragt, ob Sie damit einverstanden sind an einer Studie im Bereich der

Parodontologie teilzunehmen.

Bei Thnen wurde in einer Untersuchung eine behandlungsbediirftige Entziindung des
Zahnhalteapparats (Bindegewebe und den Zahn umgebenden Knochen) diagnostiziert. Diese
als ,,Parodontitis* bezeichnete Erkrankung ist eine durch Bakterien ausgeldste Entziindung,
die unbehandelt mit einer irreversiblen Zerstérung der oben genannten Gewebe einhergeht

und damit in der Folge zur Lockerung oder gar zum Verlust von Zéhnen fithren kann.

Der fiir die Therapie entscheidende Schritt ist die Beseitigung der spezifischen Bakterien aus
der Zahnfleischtasche. Dazu kommen, neben der mechanischen Reinigung der
Zahnwurzeloberfliche (,,subgingivale Kiirettage“), bei schweren Verlaufsformen auch
Antibiotika in Tablettenform zum Einsatz (,,systemische Antibiotikatherapie®). Die Auswahl
des Antibiotikums richtig sich dabei nach dem Vorhandensein bestimmter Bakterien, welche

vor der Therapie mit einem Keimtest nachgewiesen werden.

Dieser Keimtest wird derzeit nicht von der gesetzlichen Krankenversicherung iibernommen,
stellt aber einen wichtigen Pfeiler fiir die Wahl des passenden Antibiotikums dar. Ein
Nachteil des derzeit eingesetzten Verfahrens ist, dass nur Bakterien nachgewiesen werden

konnen, die auch in der Probe vermutet werden und somit auch gesucht werden

Das Klinikum der Universitit Miinchen ist eine Anstalt des dffentlichen Rechts

Anschrift: Goethestr. 70, D-80336 Miinchen, Telefon (089)5160-9301
Verkehrsverbindung: U3, U6 oder Bus 58 bis Haltestelle Goetheplatz
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(,geschlossenes System®). Ein neues mikrobiologisches Untersuchungsverfahren erméglicht
die Bestimmung eines grofBeren Bakterienspektrums (MALDI-TOF-MS). In dieser Studie soll
nun untersucht werden, ob und wie gut sich MALDI-TOF-MS =zur Diagnostik von

Parodontitis-auslosenden Bakterien eignet.

Nach einer parodontologischen Untersuchung mit Messung der Tiefe der Zahnfleischtaschen
soll fiir diese Studie bei Thnen eine mikrobiologische Probe an vier verschiedenen Stellen aus
vier verschiedenen Zahnfleischtaschen entnommen werden. Dazu wird der behandelnde
Zahnarzt eine ca. | mm dicke sterile Papierspitze in die Zahnfleischtasche einfithren und
diese dort 10 Sekunden belassen. In dieser Zeit wird die Fliissigkeit in der Zahnfleischtasche
mit den darin enthaltenen Bakterien aufgesaugt und steht in der Folge fiir Untersuchungen der
Bakterien zur Verfiigung. Im Anschluss daran erfolgt die Anzucht der Bakterien und die
Bestimmung der genauen Bakterienspezies mittels MALDI-TOF-MS sowie dem derzeit

géngigen klinischen Keimtest zur Kontrolle.

Die Probeentnahme mit der Papierspitze ist fiir Sie schmerzfrei und es kommt dadurch fiir Sie
zu keiner Verzogerung oder Einschriankung der weiteren Behandlung. Wenn Sie dies
wiinschen konnen wir Thnen das Ergebnis der mikrobiologischen Untersuchung mitteilen und
ggf. die Therapie mit einem Antibiotikum einleiten, wenn entsprechende Bakterien
nachgewiesen wurden. Es werden im Rahmen dieser Studie keine zahnédrztlich-invasiven
MaBnahmen durchgefiihrt. Somit entstehen keine studienspezifischen zusédtzlichen

Belastungen fiir Sie.

Eine Probandenversicherung oder Wegeversicherung wurde nicht abgeschlossen, da keine

studienspezifische Belastungen bzw. Klinikbesuche anfallen.

Bei dieser Studie werden die Vorschriften iiber die drztliche Schweigepflicht und den
Datenschutz eingehalten. Es werden personliche Daten und Befunde iiber Sie erhoben,
gespeichert und verschliisselt (pseudonymisiert), d.h. weder Ihr Name noch Ihre
Initialen oder das exakte Geburtsdatum erscheinen im Verschliisselungscode,

weitergegeben.

Im Falle des Widerrufs Ihrer Einwilligung werden die pseudonymisiert gespeicherten
Datenin irreversibel anonymisierter Form weiter verwendet.

Der Zugang zu den Originaldaten und zum Verschliisselungscode ist auf folgende
Personen beschrinkt: Studienleiterin (OA Prof. Dr. K. Huth) und ihrem Stellvertreter
(ZA M. Kollmufl) Die Unterlagen werden 10 Jahre verschlossen in den Riumen der

Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie, Universitit Miinchen aufbewahrt.

Eine Entschliisselung erfolgt lediglich in Fillen, in denen es Ihre eigene Sicherheit
erfordert (,,medizinische Griinde“) oder falls es zu Anderungen in der wissenschaftlichen

Fragestellung kommt (,,wissenschaftliche Griinde*).
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Im Falle von Veroffentlichungen der Studienergebnisse bleibt die Vertraulichkeit der

personlichen Daten gewihrleistet.*

Die Teilnahme an dieser Studie erfolgt freiwillig. Sie konnen jederzeit und ohne Angabe
von Griinden ihr Einverstindnis zur Teilnahme an dem Forschungsvorhaben

zuriicknehmen, ohne dass Thnen hieraus Nachteile entstehen.

Aufkliarender Zahnarzt:
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I1. Einwilligungserklarung

Studientitel:

Evaluation der Eignung von MALDI-TOF/MS zur
mikrobiologischen Diagnostik in der Parodontologie

Hiermit willige ich in die Teilnahme an der oben genannten klinischen Studie mit den

dazugehorigen Probenentnahmen nach MafB3gabe der Patienteninformation ein.
Die Teilnahme erfolgt freiwillig.

Es wurde keine besondere Probanden-/Wegeunfallversicherung abgeschlossen.

Bei dieser Studie werden die Vorschriften iiber die drztliche Schweigepflicht und den
Datenschutz eingehalten. Es werden personliche Daten und Befunde iiber Sie erhoben,
gespeichert und verschliisselt (pseudonymisiert), d.h. weder Ihr Name noch Ihre
Initialen oder das exakte Geburtsdatum erscheinen im Verschliisselungscode,
weitergegeben. Im Falle des Widerrufs Threr Einwilligung werden die pseudonymisiert

gespeicherten Datenin irreversibel anonymisierter Form weiter verwendet.

Der Zugang zu den Originaldaten und zum Verschliisselungscode ist auf folgende
Personen beschrinkt: Studienleiterin (OA Prof. Dr. K. Huth) und ihrem Stellvertreter
(ZA M. Kollmufl) Die Unterlagen werden 10 Jahre verschlossen in den Riumen der
Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie, Universitit Miinchen aufbewahrt.
Eine Entschliisselung erfolgt lediglich in Fillen, in denen es Ihre eigene Sicherheit
erfordert (,,medizinische Griinde*) oder falls es zu Anderungen in der wissenschaftlichen
Fragestellung kommt (,,wissenschaftliche Griinde*). Im Falle von Veroffentlichungen der

Studienergebnisse bleibt die Vertraulichkeit der personlichen Daten gewéhrleistet.«

Mir ist bekannt, dass ich jederzeit und ohne Angabe von Griinden das Einverstindnis zur
Teilnahme an dem Forschungsvorhaben zuriicknehmen, ohne dass mir hieraus Nachteile

entstehen.

Ich bin mit der Erhebung und Verwendung personlicher Daten und Befunddaten nach

Mafigabe der Patienteninformation einverstanden.

Miinchen,

Unterschrift Patient:

Unterschrift Zahnarzt:

Das Klinikum der Universitit Miinchen ist eine Anstalt des dffentlichen Rechts

Anschrift: Goethestr. 70, D-80336 Miinchen, Telefon (089)5160-9301
Verkehrsverbindung: U3, U6 oder Bus 58 bis Haltestelle Goetheplatz
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Anhang 2: Anamnese- und Befundbogen
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Evaluation der Eignung von MALDI-TOF/MS zur
mikrobiologischen Diagnostik in der Parodontologie

Anamnesebogen
Patienten-Verschliisselung: (CODEAUFKLEBER)

Datum:

1.) Konnten bei Familienmitgliedern Erkrankungen des Zahnfleisches und des
Zahnhalteapparates beobachtet werden?

nein ja

falls ja,
bei welchen Familienmitgliedern?

Eigenanamnese

2.) Nehmen Sie derzeit Medikamente ein?
nein ja

falls ja,
welche Medikamente und seit wann?

3.) Leiden Sie an Diabetes mellitus, Osteoporose, einer Herz-Kreislauferkrankung,
oder Bluterkrankung?

nein ja

falls ja,
unter welcher Erkrankung bzw. Erkrankungen?

4.) Konsumieren Sie derzeit Zigaretten bzw. haben Sie in der Vergangenheit
geraucht?
nein ja

falls ja,
wie viele Zigaretten rauchen Sie aktuell pro Tag?

wann haben Sie angefangen zu rauchen?

wie viele Zigaretten haben Sie friher pro Tag geraucht?

falls Sie nicht mehr rauchen, wann haben Sie aufgehort?

Das Klinikum der Universitdt Miinchen ist eine Anstalt des éffentlichen Rechts

Anschrift: Goethestr. 70, D-80336 Miinchen, Telefon (089)5160-9301
Verkehrsverbindung: U3, U6 oder Bus 58 bis Haltestelle Goetheplatz
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5.) Wurde bei Ihnen bereits eine parodontologische Behandlung durchgefiihrt?
nein ja

falls ja,
welche BehandlungsmaRnahmen wurden ergriffen?

wann wurden diese durchgefihrt?

6.) Haben Sie im Moment oder in den letzten 2 Wochen Symptome wie Zahnfleisch-
bluten oder Zahnlockerung wahrgenommen?

nein ja

falls ja,
welche Symptome?

7.) Wurden lhnen in der Vergangenheit Zahne gezogen aufgrund zu starker
Lockerung?

nein ja

falls ja,
welche Zahne?
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DER UNIVERSITAT MUNCHEN

POLIKLINIK FUR ZAHNERHALTUNG

UND PARODONTOLOGIE

PROF. DR. REINHARD HICKEL

Befundbogen

Patienten-Verschlisselung: (CODEAUFKLEBER)
Datum:
Zahnarztlicher Befund
Perkussion
Sensibilitat
Befund
e 00006 dddeddsbo60
18 |17 |16 |15 |14 (13 [12 |11 |21 |22 |23 |24 [25 |26 |27 |28
48 |47 |46 |45 |44 |43 |42 (41 |31 |32 |33 |34 |35 (36 |37 |38
el RERREEE
Befund
Sensibilitat
Perkussion

Das Klinikum der Universitit Miinchen ist eine Anstalt des dffentlichen Rechts
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LUDWIG-
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I_Mu UNIVERSITAT ETHIKKOMMISSION BEI DER LMU MUNCHEN
MOUNCHEN
Ethikkommission ‘Pettenkoferstr. 8 - 80336 Miinchen Vorsitzender:
Prof. Dr. W. Eisenmenger
H Telefon+49 (0)89 440055191
e . Telefax+49 (0)89 440055192
Prof. Dr. med. dent. Karin Huth Ethikkommission@
ini i ita U med.uni-muenchen.de
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Goethestr. 70 )
80336 Minchen Anschrift:

Pettenkoferstr. 8a
D-80336 Munchen

18.05.2016/sc
Unser Zeichen: 178-16 (bitte bei Schriftwechsel angeben)

Beratung nach geltendem Fakultitsrecht
Ergédnzung zum Votum vom 18.04.2016

Studientitel: Evaluation der Eignung von MALDI-TOF/MS zur mikrobiologischen Diagnostik in der
Parodontologie

Antragsteller:  Prof. Dr. med. dent. Karin Huth, Klinikum der Universitit Miinchen, Zahnklinik, Goethestr. 70,
80336 Minchen

Sehr geehrte Frau Prof. Dr. Huth,

besten Dank fir Ihr Schreiben vom 25.04.2016 mit der Beantwortung unserer Fragen
bzw. Erfullung der Auflagen und den noch ausstehenden bzw. liberarbeiteten Unterlagen

e Antragsformular
e Studienprotokoll

¢ Patienteninformation u. Einverstandniserklarung
e CD mit allen genannten Dokumenten.

Die Ethikkommission (EK) kann Ihrer Studie nun die ethisch-rechtliche Unbedenklichkeit
zuerkennen.

Vorsorglich méchte ich darauf hinweisen, dass auch bei einer positiven Beurteilung des

Vorhabens durch die EK die &rztliche und juristische Verantwortung fiir die
Durchfilihrung des Projektes uneingeschrénkt bei lhnen und lhren Mitarbeitern verbleibt.

Allgemeine Hinweise:

Anderungen im Verlauf der Studie sind der EK zur erneuten Prifung vorzulegen.
Schwerwiegende unerwartete Ereignisse im Rahmen der Studie sind der EK mitzuteilen.
Das Ende der Studie ist anzuzeigen und das Ergebnis vorzulegen.

Die &rztliche und juristische Verantwortung bei der Durchfiihrung der Studie verbleibt
uneingeschrénkt bei lhnen und Ihren Mitarbeitern.

Fir Ihre Studie wiinsche ich lhnen viel Erfolg.

Mitglieder der Kommission:

Prof. Dr. W. Eisenmenger (Vorsitzender), Prof. Dr. E. Held (stellv. Vorsitzender), Prof Dr. C. Bausewein, PD Dr. Th. Beinert, Prof. Dr. B
Emmerich, Prof. Dr. H. U. Gallwas, Prof. Dr. K. Hahn, Dr. B. Henrikus, Dr. V., Ménch, Prof. Dr. D. Nowak. Prof. Dr. R Penning, Prof. Dr. K.
Pfeifer, Dr. A. Yassouridis, Dr. Ch. Zach

178-16 2
18.05.2016 SEITE 2 VON 2

Mit freundlichen GriiRen

Prof. Di—W. Eisenm ger
Vorsitzender der Ethikkommission
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Anhang 4: Liste Parodontalpathogener Keime aus MALDI-TOF-MS

ZHMMS Alte Nummer Parodontalpathogene Keime aus MALDI-PA ZWWHS Alte Nummer Parodontalpathogene Keime aus MALDI-PA
1 20/ 14.1 Abiotrophia defectiva 27 28/3 Fusobacterium naviforme
2 34/7.1 Aggregatibacter segnis 28 19/8 Fusobacterium naviforme / nucleatum
3 25/3 Atopobium parvulum 29 01/3 Fusobacterium nucelatum
4 03/5 Atopobium rimae 30 34/8.2.1 Fusobacterium nucelatum / naviforme
5 21/9 Atopobium rimae 31 05/6 Fusobacterium nucleatum
6 34/3.2 Atopobium rimae 32 07/2 Fusobacterium nucleatum
7 09/4.1 Bacteroides ovatus 33 09/1 Fusobacterium nucleatum
8 24/11.1 Bifidobacterium dentinum 34 09/2 Fusobacterium nucleatum
9 21/5 Bififdobacterium dentium 35 14/10.3 Fusobacterium nucleatum
10 03/7 Campylobacter rectus 36 16/6.1 Fusobacterium nucleatum
11 10/8 Dialister pneumosintes 37 19/6 Fusobacterium nucleatum
12 33/3.2 Dialister pneumosintes 38 19/9 Fusobacterium nucleatum
13 09/5 Dialister pneumositas 39 20/2 Fusobacterium nucleatum
14 24/6.1 Eggerthia catenafomris 40 21/12 Fusobacterium nucleatum
15 11/5 Eggerthia catenaformis 41 21/ 14 Fusobacterium nucleatum
16 07/3.1 Eikenella corrodens 42 27/2 Fusobacterium nucleatum
17 10/2.2 Eikenella corrodens 43 27/3 Fusobacterium nucleatum
18 10/9 Eikenella corrodens 44 28/5 Fusobacterium nucleatum
19 12/2 Eikenella corrodens 45 30/3 Fusobacterium nucleatum
20 14/3 Eikenella corrodens 46 30/6.1 Fusobacterium nucleatum
21 15/5.1 Eikenella corrodens 47 33/5.1 Fusobacterium nucleatum
22 16/6.2 Eikenella corrodens 48 33/5.2 Fusobacterium nucleatum
23 21/7 Eubacterium brachy 49 35/4 Fusobacterium nucleatum
24 41/2 Eubacterium brachy 50 04/6 Fusobacterium nucleatum / naviforme
25 20/14.2 Eubacterium yurii 51 15/6 Fusobacterium nucleatum / naviforme
26 41/8 Filifactor alocis 52 18/2 Fusobacterium nucleatum / naviforme
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53 22/2 Fusobacterium nucleatum / naviforme 80 03/6 Parvimonas micra
54 27/9 Fusobacterium nucleatum / naviforme 81 04/7 Parvimonas micra
55 22/17 Fusobacterium nucleatum / sp 82 05/2 Parvimonas micra
56 06/4.1 Fusobacterium sp 83 06/7 Parvimonas micra
57 06/4.2 Fusobacterium sp 84 07/3.2 Parvimonas micra
58 23/5.1 Fusobacterium sp 85 07/5 Parvimonas micra
59 24 /3.1 Fusobacterium sp 86 10/6 Parvimonas micra
60 21/2 Fusobacterium sp / nucleatum 87 11/11 Parvimonas micra
61 41/7.2 Fusobacterium sp / nucleatum 88 12/3 Parvimonas micra
62 15/3.1 Fusobacterium spp. 89 20/6 Parvimonas micra
63 27710 Fusobacterium spp. 90 21/8 Parvimonas micra
64 41/1 Fusobacterium spp. 91 22/8 Parvimonas micra
65 32/3 Gamella morbillorum 92 23/3.1 Parvimonas micra
66 32/6.2 Gamella morbillorum 93 24/12.1 Parvimonas micra
67 3575 Gamella morbillorum 94 24/17.1 Parvimonas micra
68 38/4 Gamella morbillorum 95 24/17.2 Parvimonas micra
69 38/6 Gamella morbillorum 96 26/ 4 Parvimonas micra
70 40/8 Gamella morbillorum 97 27/4 Parvimonas micra
71 05/1 Gemella morbillorum 98 28/1 Parvimonas micra
72 05/5 Gemella morbillorum 99 28/2 Parvimonas micra
73 16/7 Gemella morbillorum 100 29/10 Parvimonas micra
74 17/2.2 Gemella morbillorum 101 30/5 Parvimonas micra
75 22/5 Gemella morbillorum 102 32/6.1 Parvimonas micra
76 33/4 Granulicacatella adiacens 103 34/8.1 Parvimonas micra
77 04/9 Granulicatella adiacens 104 34/8.2.2 Parvimonas micra
78 20/15 Granulicatella adiacens 105 41/3 Parvimonas micra
79 07/6 Leptotrichia goodfellowii 106 41/5 Porphyromonas gingivalis
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107 03/2 Prevotalle nigrescens 134 07/4 Prevotella oris
108 11/4 Prevotella baroniae 135 30/4 Prevotella oris
109 33/6 Prevotella baroniae 136 13/1 Prevotella salivae
110 34/5 Prevotella baroniae 137 01/8 Prevotella sp
111 11/8 Prevotella buccae 138 1577 Prevotella sp
112 12/4 Prevotella buccae 139 04/5 Selenomonas infelix
113 12/7 Prevotella buccae 140 32/5 Slackia exigua
114 34/6 Prevotella buccae 141 04/8 Solobacterium moorei
115 20/10 Prevotella denticola 142 06/10.1 Veillonella parvula
116 21/15 Prevotella denticola 143 06/11 Veillonella parvula
117 24/10.1 Prevotella denticula 144 08/1 Veillonella parvula
118 28/7 Prevotella denticula 145 10/5 Veillonella parvula
119 22/9 Prevotella intermdia 146 11/9 Veillonella parvula
120 06/2 Prevotella intermedia 147 14/2 Veillonella parvula
121 11/3 Prevotella intermedia 148 15/4 Veillonella parvula
122 22/6 Prevotella intermedia 149 18/3 Veillonella parvula
123 16/1 Prevotella intermedie 150 18/5 Veillonella parvula
124 18/10.1 Prevotella loeschii 151 18/7 Veillonella parvula
125 28/8 Prevotella maculosa 152 19/5 Veillonella parvula
126 01/4 Prevotella nigrescens 153 25/5 Veillonella parvula
127 02/2 Prevotella nigrescens 154 26117 Veillonella parvula
128 02/7 Prevotella nigrescens 155 35/3 Veillonella parvula
129 10/7.2 Prevotella nigrescens 156 33/2 Veilnolla parvula
130 20/ 11 Prevotella nigrescens 157 29/13.1 Veilonella dispar
131 23/4.1 Prevotella nigrescens 158 15/3.2 Veilonella parvula
132 24/9.1 Prevotella nigrescens 159 29/2 Veilonella parvula
133 41/6 Prevotella nigrescens
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Anhang 5: Ergebnisse E-Test
Mittelwert Mittelwert Mittelwert
Neue Nr. | Alte Nr. Bakterienname Amox I |Amox _II| Amox_I+II Metro I | Metro_II Metro_I+11 Clinda_I | Clinda_II Clinda_I+II
30|01/3 Fusobacterium nucelatum > > > 0,125 0,094 0,1095 0,032 0,023 0,0275
51104/6 Fusobacterium nucleatum / naviforme 8 6 7 3 2 2,5 0,047 0,032 0,0395
33107/2 Fusobacterium nucleatum 96 96 96 0,094 0,125 0,1095 0,023 0,016 0,0195
34109/1 Fusobacterium nucleatum 256 256 256 0,023 0,032 0,0275 0,016 0,016 0,016
35(09/2 Fusobacterium nucleatum 0,19 0,25 0,22 0,064 0,047 0,0555 0,023 0,016 0,0195
63|15/3.1 Fusobacterium spp. 4 4 4 0,38 0,38 0,38 < < <
52115/6 Fusobacterium nucleatum / naviforme 0,047 0,047 0,047 0,094 0,094 0,094 0,032 0,032 0,032
37 116/6.1 | Fusobacterium nucleatum 0,064 0,064 0,064 0,19 0,019 0,1045 0,023 0,016 0,0195
53(118/2 Fusobacterium nucleatum / naviforme 0,094 0,125 0,1095 0,094 0,125 0,1095 0,047 0,047 0,047
38119/6 Fusobacterium nucleatum 1 1 1 0,5 0,5 0,5 0,064 0,047 0,0555
29119/8 Fusobacterium naviforme / nucleatum > > > 0,19 0,19 0,19 0,016 0,023 0,0195
39119/9 Fusobacterium nucleatum 64 48 56 0,125 0,125 0,125 0,19 0,19 0,19
41(21/12 Fusobacterium nucleatum 0,75 1 0,875 0,125 0,19 0,1575 0,016 0,023 0,0195
42121/14 Fusobacterium nucleatum 0,064 0,064 0,064 0,25 0,25 0,25 0,016 0,016 0,016
61(21/2 Fusobacterium sp / nucleatum 2 1,5 1,75 0,38 0,38 0,38 0,016 0,016 0,016
54 122/2 Fusobacterium nucleatum / naviforme 24 24 24 0,5 0,5 0,5 < < <
59123/5.1 | Fusobacterium sp 0,094 0,094 0,094 0,023 0,023 0,023 < < <
60 |24 /3.1 | Fusobacterium sp 0,094 0,094 0,094 0,5 0,75 0,625 < < <
64 127/10 Fusobacterium spp. > > > 0,047 0,047 0,047 0,023 0,023 0,023
43127/2 Fusobacterium nucleatum > > > 0,125 0,19 0,1575 0,032 0,032 0,032
44 127/3 Fusobacterium nucleatum > > > 0,25 0,19 0,22 0,016 0,016 0,016
55127/9 Fusobacterium nucleatum / naviforme > > > 0,125 0,125 0,125 0,016 0,016 0,016
28128/3 Fusobacterium naviforme 0,25 0,19 0,22 > > > 0,094 0,094 0,094
45128/5 Fusobacterium nucleatum > > > > > > 0,023 0,023 0,023
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46 130/3 Fusobacterium nucleatum > > > 0,25 0,38 0,315 < < <
47130/6.1 Fusobacterium nucleatum > > > 0,38 0,5 0,44 0,064 0,047 0,0555
31 |34/8.2.1 | Fusobacterium nucelatum / naviforme 1,5 1 1,25 0,125 0,125 0,125 0,094 0,125 0,1095
57106/4.1 Fusobacterium sp 0,38 0,5 0,44 0,047 0,047 0,047 0,064 0,064 0,064

127 |01/4 Prevotella nigrescens 0,032 0,032 0,032 0,019 0,25 0,1345 < < <
138 (01/8 Prevotella sp 0,19 0,19 0,19 2 2 2 < < <
128 102/2 Prevotella nigrescens 0,047 0,047 0,047 0,19 0,25 0,22 < < <
129 102/7 Prevotella nigrescens 0,064 0,125 0,0945 0,016 < < < < <
108 | 03/2 Prevotalle nigrescens 0,032 0,032 0,032 0,19 0,19 0,19 < < <
121 [06/2 Prevotella intermedia 1 1 1 4 8 6 < < <
122 |11/3 Prevotella intermedia 0,064 0,064 0,064 12 12 12 < < <
109 [11/4.1 Prevotella baroniae 0,125 0,094 0,1095 8 8 8 < < <

11/4.2 | Prevotella spp. 0,064 0,125 0,0945 8 12 10 < < <
112 ]11/8 Prevotella buccae 0,25 0,25 0,25 0,75 1 0,875 0,016 0,016 0,016
113]12/4 Prevotella buccae 0,094 0,094 0,094 0,75 0,75 0,75 0,016 0,016 0,016
11412/7 Prevotella buccae 0,125 0,094 0,1095 0,75 0,5 0,625 < < <
137 ]13/1 Prevotella salivae 0,094 0,125 0,1095 1 1 1 0,016 0,016 0,016
116 |20/ 10 Prevotella denticola 0,016 0,016 0,016 > > > < < <
117121/15 Prevotella denticola 0,32 0,48 0,4 4 6 5 < < <
132123/4.1 Prevotella nigrescens 0,064 0,064 0,064 > > > < < <
118 124 /10.1 | Prevotella denticula 0,016 0,016 0,016 < < < > > >
133]124/9.1 Prevotella nigrescens < < < 0,125 0,125 0,125 < < <
119 [28/7 Prevotella denticula 0,032 0,032 0,032 196 196 196 < < <
126 |28 /8 Prevotella maculosa 0,19 0,19 0,19 0,064 0,064 0,064 < < <
136 [30/4 Prevotella oris 2 4 3 > > > 0,094 0,094 0,094
110 |33/6 Prevotella baroniae 0,125 0,125 0,125 48 64 56 0,125 0,125 0,125
115]34/6 Prevotella buccae 0,5 0,38 0,44 256 256 256 0,047 0,047 0,047
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81]03/6 Parvimonas micra > > > 3 6 4,5 0,25 0,25 0,25
82104/7 Parvimonas micra 2 1,5 1,75 0,064 0,064 0,064 0,25 0,25 0,25
83]05/2 Parvimonas micra 0,75 0,75 0,75 0,125 0,125 0,125 0,25 0,25 0,25
84 106/7 Parvimonas micra 0,75 0,75 0,75 > > > 0,094 0,125 0,1095
85]07/3.2 | Parvimonas micra 3 3 3 > > > 1 1 1
86 |07/5 Parvimonas micra > > > 0,25 0,19 0,22 0,094 0,094 0,094
87110/6 Parvimonas micra 128 128 128 0,125 0,125 0,125 0,032 0,032 0,032
88 |11/11 Parvimonas micra > > > 0,125 0,094 0,1095 0,19 0,19 0,19
89112/3 Parvimonas micra > > > 1 0,75 0,875 0,064 0,064 0,064
90[20/6 Parvimonas micra 0,094 0,19 0,142 1 0,75 0,875 0,023 0,023 0,023
9121/8 Parvimonas micra 0,25 0,25 0,25 1 0,75 0,875 0,25 0,19 0,22
92122/8 Parvimonas micra > > > 1 1 1 0,125 0,125 0,125
93 123/3.1 Parvimonas micra > > > < < < 0,016 0,064 0,04
94124 /12.1 | Parvimonas micra > > > 0,25 0,25 0,25 0,064 0,064 0,064
95124/7.1 Parvimonas micra 0,75 0,75 0,75 0,094 0,094 0,094 0,129 0,19 0,1595
96 |24 /7.2 | Parvimonas micra 0,94 0,94 0,94 0,047 0,047 0,047 0,25 0,25 0,25
97126/4 Parvimonas micra < < < 0,125 0,125 0,125 0,19 0,125 0,1575
98 [27/4 Parvimonas micra < < < 0,064 0,064 0,064 0,047 0,047 0,047
99128/1 Parvimonas micra 0,25 0,19 0,22 0,047 0,064 0,0555 0,032 0,032 0,032

100 |28/2 Parvimonas micra 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,032 0,047 0,0395
101 |29/10 Parvimonas micra 0,094 0,094 0,094 0,125 0,125 0,125 0,016 0,016 0,016
102 130/5 Parvimonas micra 4 3 3,5 0,5 0,5 0,5 0,094 0,094 0,094
103 |32/6.1 | Parvimonas micra 0,19 0,125 0,1575 0,25 0,25 0,25 0,064 0,064 0,064
104 |34 /8.1 | Parvimonas micra > > > 0,19 0,19 0,19 0,125 0,094 0,1095
106 |41/3 Parvimonas micra 0,19 0,19 0,19 0,5 0,5 0,5 0,125 0,125 0,125
143 106 /10.1 | Veillonella parvula 0,75 0,75 0,75 > > > 0,094 0,094 0,094
144 |06/ 11 Veillonella parvula 4 6 5 < < < 0,19 0,19 0,19
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06/11 Veionella parvula 0,38 0,5 0,44 > > > 0,064 0,064 0,064
145]08/1 Veillonella parvula 48 32 40 12 32 22 0,032 0,032 0,032
146 |10/5 Veillonella parvula 0,5 0,38 0,44 24 12 18 0,094 0,094 0,094
147 111/9 Veillonella parvula 6 6 6 16 16 16 0,016 0,016 0,016
148 |14/2 Veillonella parvula 0,75 0,5 0,625 32 32 32 0,125 0,094 0,1095
149 |15/4 Veillonella parvula 8 24 16 4 4 4 0,064 0,064 0,064
150 [18/3 Veillonella parvula > > > 4 4 4 0,125 0,125 0,125
151 18/5 Veillonella parvula 1 1 1 > > > 0,5 0,5 0,5
152 118/7 Veillonella parvula 0,25 0,19 0,22 > > > 0,5 0,5 0,5
153119/5 Veillonella parvula 0,5 0,5 0,5 > > > 0,125 0,125 0,125
154125/5 Veillonella parvula 1,5 1,5 1,5 128 256 192 0,047 0,047 0,047
155126/7 Veillonella parvula 1,5 1 1,25 128 48 88 0,125 0,125 0,125
158 {29 /13.1 | Veilonella dispar 6 8 7 48 64 56 0,047 0,047 0,047
160129/2 Veilonella parvula 0,75 0,75 0,75 32 32 32 0,125 0,19 0,1575
157 133/2 Veilnolla parvula 1,5 1,5 1,5 > > > 0,19 0,19 0,19
156 |35/3 Veillonella parvula 0,75 0,75 0,75 > 256 256 0,047 0,047 0,047
17107/3.1 Eikenella corrodens > > > > > > 1 1 1
18110/2.2 Eikenella corrodens 2 1,5 1,75 > > > > > >
19 (10/9 Eikenella corrodens 3 4 3,5 > > > 0,064 0,064 0,064
20112/2 Eikenella corrodens 4 6 5 > > > > > >
21114/3 Eikenella corrodens 1 1 1 > > > > > >
23116/6.2 Eikenella corrodens 0,75 0,75 0,75 > > > > > >
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Anhang 6: SPSS-Output
a) Amoxicillin

Explorative Datenanalyse

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistik df Signifikanz Statistik df Signifikanz
Wert 432 81 ,000 ,267 81 ,000

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Nicht parametrische Tests

Hypothesentestiibersicht

Nullhypothese Test Sig. Entsrcl:geidu
Kruskal-
Die Verteilung von Wert ist Gber Wallis-Test Nullhypoth
1 die Kategorien von Bakterium S ,000 ese
identisch. gﬂabhanglg ablehnen
Stichproben

Asymptotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist

Paarweise Vergleiche von Bakterium

Fusobacterium spp.
16,37

Eikenella corrodens
€0,90

S
Parvimonas ™Ng
40,00 Veillonella spp.
5,7

Prevotella spp.
22,08

Jeder Knoten enthalt den durchschnittlichen Stichprobenra...

: : Test- Std.-  Standardtest- " .
Stichprobe1-Stichprobe2 statistik Fehler statistik Sig. Angep. Sig.
Prevotella spp.-Veillonella spp. -33,648 7,519 -4,475 ,000 ,000
Prevotella spp.-Eikenella R R
corrodens 38,813 11,599 3,346 ,001 ,008
Prevotella spp.-Fusobacterium 24 281 7288 3332 001 009
SPp- ' ' ) ' :
Prevotella spp.-Parvimonas R R
ot 17,913 7,519 2,382 017 172
Parvimonas micra-Veillonella 15,735 8063 1,952 051 510
Spp- ) ' ' ) '
Parvimonas micra-Eikenella
corrodens -20,900 11,959 -1,748 ,081 ,805
Parvimonas micra-Fusobacterium 6.368 7848 811 417 1,000
Spp- ' ' ) ) '
Fusobacterium spp.-Veillonella 9,367 7848 1,194 233 1.000
SPp- ) ) ' ) '
Fusobacterium spp.-Eikenella R R
corrodens 14,532 11,815 1,230 219 1,000
Veillonella spp.-Eikenella R R
corrodens 5,165 11,959 432 666 1,000

Jede Zeile testet die Nullhypothese, dass die Verteilungen von Stichprobe 1 und Stichprobe 2 gleich
sind.

Asymptotische Signifikanzen (2-seitige Tests) werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist ,05.
Signifikanzwerte werden von der Bonferroni-Korrektur fur mehrere Tests angepasst.
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b) Metronidazol

Explorative Datenanalyse

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistik df Signifikanz Statistik df Signifikanz
Wert ,393 81 ,000 ,351 81 ,000

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Nicht parametrische Tests

Hypothesentestiibersicht

Nullhypothese Test Sig. Entssl;eidu
Kruskal-
Die Verteilung von Wert ist Gber \é\é?llls-Test Nullhypoth
1 die Kategorien von Bakterium P ,000 | ese
identisch. ggabhanglg ablehnen
Stichproben

Asymptotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist

Paarweise Vergleiche von Bakterium

Veillonella spp. Fusobacterium spp.
66,50 29,50

Jeder Knoten enthalt den durchschnittlichen Stichprobenrang Bakterium.

Test- Std.-  Standardtest- . .

Stichprobe1-Stichprobe2 statistik Fehler Statistik Sig. Angep. Sig.
Fusobacterium spp.-Parvimonas -3.630 6,729 -540 590 1,000
micra

;;‘s)obacterium spp.-Prevotella -20,200 6.991 2,889 004 023
z;:obacterium spp.-Veillonella 37,000 8203 4510 1000 000
sPs:)vimom-)s micra-Prevotella 16,570 7187 2306 021 127
::;vimonas micra-Veillonella 33,370 8371 3,986 1000 1000
Prevotella spp.-Veillonella spp. -16,800 8,583 -1,957 ,050 ,302

Jgacée Zeile testet die Nullhypothese, dass die Verteilungen von Stichprobe 1 und Stichprobe 2 gleich
sind.

Asymptotische Signifikanzen (2-seitige Tests) werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist ,05.
Signifikanzwerte werden von der Bonferroni-Korrektur fur mehrere Tests angepasst.
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c¢) Clindamycin

Explorative Datenanalyse

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistik df Signifikanz Statistik df Signifikanz
Wert ,272 94 ,000 ,570 94 ,000

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Nicht parametrische Tests

Hypothesentestiibersicht

Nullhypothese Test Sig. Entsg;eidu
Kruskal-
Die Verteilung von Wert ist tiber V\é?"'s'TeSt Nullhypoth
1 die Kategorien von Bakterium S ,000 | ese
identisch. :gabhanglg ablehnen
Stichproben

Asymptotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist

3

Paarweise Vergleiche von Bakterium

Fusobacterium spp.

Veillcnella spp.
67,69
O

Paivimonas micra
68,00

Jeder Knoten enthalt den durchschnittlichen Stichprobenra...

Test- Std.-  Standardtest- . .
Stichprobe1-Stichprobe2 statistik Fehler Statistik Sig. Angep. Sig.
Prevotella spp.-Fusobacterium 17.734 7617 2308 020 119
SPp- ' ' ' ' '
Prevotella spp.-Veillonella spp. -47,107 8,518 -5,531 ,000 ,000
Prevotella spp.-Parvimonas . g
micra 47,413 7,820 6,063 ,000 ,000
Fusobacterium spp.-Veillonella 29,373 8177 3,592 000 002
SPp- ' ) ' ' '
Fusobacterium spp.-Parvimonas 29679 7448 3,985 000 000
micra ’ ! ' ’ !
Veillonella spp.-Parvimonas
micra ,306 8,367 ,037 971 1,000

Jede Zeile testet die Nullhypothese, dass die Verteilungen von Stichprobe 1 und Stichprobe 2 gleich
sind.

Asymptotische Signifikanzen (2-seitige Tests) werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist ,05.
Signifikanzwerte werden von der Bonferroni-Korrektur fur mehrere Tests angepasst.
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