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Zusammenfassung

Die Versagensrate endodontischer Behandlung wirft die Frage nach der mikrobiellen
Besiedlung im therapierten Wurzelkanal auf. In den bisherigen Studien erfolgten die
Probennahmen meist mittels steriler Papierspitzen. Es hat sich jedoch gezeigt, dass weitere
Mikroorganismen teilweise nur im entfernten Guttapercha nachzuweisen sind. Ziel der
vorliegenden Studie war die Isolierung und Detektion von Bakterien und Pilzen aus
wurzelgefiillten Zdhnen bei Vorliegen einer postendodontischen apikalen Parodontitis
mithilfe eines molekulargenetischen Ansatzes im Vergleich zur Kultur.

Im Zuge einer Revisionsbehandlung wurden an 42 Zéhnen mit rontgenologisch sichtbarer
apikaler Parodontitis jeweils drei Proben entnommen: (1) subgingivale Plaque, (2) Abstrich
der préparierten Kavitdt nach Desinfektion (Desinfektionskontrolle) und (3) entferntes
Wurzelfiillmaterial/Guttapercha. Die molekulargenetische Analyse erfolgte mittels Real-
Time Pan-PCRs fiir Bakterien (16S rDNA als Zielsequenz) und Pilze (ITS 1+2 Regionen als
Zielsequenzen). Anschlieend wurden die PCR-Produkte Sanger-sequenziert und in einer
BLAST-Analyse der jeweils erhaltenen Sequenz das dominante Pathogen identifiziert. Fiir
den vergleichenden kulturellen Nachweis dienten Kochblut-, Schaedler- und Sabouraud-
Festndhrmedien.

Die Kultur lieferte in 42/42 Plaque-Proben einen bakteriellen Nachweis. Streptococcus spp.
(41/42 Proben) und Actinomyces spp. (38/42 Proben) wurden am héufigsten identifiziert.
Nur in einer Probe konnte ein Pilz (Candida albicans) kulturell nachgewiesen werden.
Mittels Pan-PCR konnte in 38/42 Plaqueproben ein dominantes Bakterium identifiziert
werden, vor allem Streptococcus spp. (22/42 Proben). In 3/42 Proben wurden Pilze (Candida
albicans) nachgewiesen.

In 28/42 Wurzelfiillmaterial-Proben konnte mittels Kultur ein Keimnachweis erfolgen.
Durchschnittlich ein bis zwei Bakterienspezies pro Wurzelfiillung wurden kulturell
detektiert. Streptococcus spp. (10/42 Proben) und Enterococcus faecalis (9/42 Proben) traten
am héufigsten auf. In der Wurzelfiillung konnten Pilze kulturell nicht nachgewiesen werden.
Mittels Pan-16S PCR konnte im Wurzelfiillmaterial in 30/42 Proben ein dominantes
Bakterium detektiert werden. Streptococcus spp. und E. faecalis (jeweils 4/42 Proben)
wurden am héufigsten identifiziert. Nur mittels PCR war es moglich, in 5/42 Guttapercha-
Proben Pilze nachzuweisen, in 4/5 Fillen Candida albicans. In 8/42 Wurzelfiillungen
wurden schwer kultivierbare Bakterien (Symergistes, Acinetobacter, Atopobium,
Pyramidobacter, Ruminococcus, Pseudoramibacter und Bacteroidetes) mittels Pan-16S
PCR detektiert, die kulturell nicht nachgewiesen werden konnten.

Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass die Kultur ein geeignetes Verfahren zur Analyse der
subgingivalen Plaque als polymikrobielles Gemisch darstellt, da es eine Detektion mehrerer
Keime gleichzeitig ermdglicht. Im Gegenzug zeigt sich der Einsatz der PCR bei
Vorhandensein eines dominanten, schwer anziichtbaren Keims von deutlichem Vorteil und
ist ebenfalls zur Pilzdiagnostik der Kultur iiberlegen.

Die vorliegende Studie bestitigt, dass neben schwer kultivierbaren Bakterien insbesondere
E. faecalis, C. albicans und Streptococcus spp. Leitkeime in reinfizierten wurzelgefiillten
Zihnen darstellen.



Summary

The large number of endodontic treatment failures raises the question of the microbial flora
in reinfected root canals. In most previous studies root canal samples were collected using
sterile paper points. However, it has been shown that some microorganisms can only be
found on removed root filling material. The aim of the present study was to isolate and
detect bacteria and fungi in reinfected root-filled teeth with secondary apical periodontitis
using culture-dependent and culture-independent approaches.

During each retreatment of 42 endodontically treated teeth with periapical lucency three
samples were collected: (1) subgingival plaque, (2) swab sample of the prepared disinfected
cavity (disinfection control) and (3) removed root filling material/Guttapercha. Real-Time
Pan-PCRs were conducted for diagnosis of bacteria (16S rDNA as the target sequence) and
fungi (ITS 1+2 regions as the target sequences). Afterwards, PCR products were sequenced
through the Sanger method and with the sequence similarity tool BLAST the dominant
pathogen of the sample was identified. Swab cultures were made on blood agar, Schaedler
agar and Sabouraud dextrose agar plates.

42/42 plaque samples showed bacterial growth in culture. Among these, Streptococcus spp.
(41/42 samples) and Actinomyces spp. (38/42 samples) prevailed. Cultivated fungi (Candida
albicans) were only found in one plaque sample.

By the use of Pan-PCR 38/42 plaque samples each revealed a predominant microorganism,
primarily Streptococcus spp. (22/42 samples). Fungal infection (Candida albicans) was
found in 3/42 samples.

28/42 root filling materials showed bacterial growth in culture. The average number of
bacterial species cultured ranged from one to two species within a single sample.
Streptococcus spp. (10/42 samples) and Enterococcus faecalis (9/42 samples) were detected
in most cases. Fungi could not be detected in root canal fillings by culture methods.

By Pan-16S PCR it was possible to identify predominant bacteria in 30/42 samples obtained
after the removal of Guttapercha. Streptococcus spp. and E. faecalis (4/42 samples each)
were most prevalent. It was only possible to detect fungi in Guttapercha by PCR analysis
(5/42 samples), 4 out of 5 cases were positive for Candida albicans. 8/42 root canal samples
showed colonization of difficult-to-cultivate bacteria (Synergistes, Acinetobacter,
Atopobium, Pyramidobacter, Ruminococcus, Pseudoramibacter and Bacteroidetes) only by
Pan-16S PCR and not by culture methods.

These findings indicate that culture techniques are appropriate to analyze the polymicrobial
composition of subgingival plaque as they allow the detection of a greater number of
microorganisms simultaneously. In contrast, PCR analysis is significantly more effective
than culture for the detection of dominant as well as difficult-to-cultivate pathogens and
proved to be a more sensitive diagnostic method for fungal infection.

This study confirms that besides difficult-to-cultivate bacteria primarily E. faecalis, C.
albicans and Streptococcus spp. are the most prevalent pathogens in reinfected root-filled
teeth.
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1 Einleitung

1.1 Anatomie des Endodonts und dessen Infektion

Im Zuge des medizinischen Fortschritts wird der Wunsch nach einer erhaltenden
Zahnmedizin zunehmend realisiert. Ein nachhaltiges Prophylaxeprogramm verfolgt
langfristig das Ziel der oralen Gesundheit, das durch Mundhygieneinstruktion, -motivation
und Erndhrungsberatung den Patienten in die Mundgesundheit leitet, Schiden friihzeitig
erkennt und bei Bedarf angemessen therapiert.

Als wissenschaftlicher Teilbereich der Zahnerhaltungskunde beschiftigt sich die
Endodontologie mit der Anatomie, Physiologie, Histologie sowie Pathologie der Pulpa und
der angrenzenden Hart- und Weichgewebe, insbesondere der inter- und periradikuldren
Gewebe. Die Diagnostik, Pravention und Therapie der Erkrankung dieser Gewebe stehen im
Mittelpunkt der endodontologischen Disziplin. Ziel ist es, den erkrankten Zahn zu erhalten

und die von ihm ausgehenden moglichen Schiden auf den Kdrper zu unterbinden [1].

Der Begriff Endodont bezieht sich auf den ektomesenchymalen Gewebeverband, bestehend
aus der Pulpa als weichgeweblichem Kern und dem mineralisierten Hartsubstanzmantel,
dem Dentin. Sie bilden zusammen eine anatomisch-funktionelle Einheit, dessen enge
Beziehung sich auf die Entwicklungsgeschichte zuriickfithren ldsst [2]. Die Pulpa ist der
Weichgewebskern des Zahns und enthédlt in Bindegewebe eingebettete GefaB3- und
Nervenstrange. Das lockere Bindegewebe besteht aus kollagenen, oxytalanartigen und
retikuldren Fasern sowie einer interzelluldren, gelartigen Grundsubstanz mit Fibroblasten als
stirkste ~ Zellpopulation. Das Pulpagewebe {iibernimmt sensorische, trophische,
dentinbildende, nutritive und defensive Funktionen [3]. Mit ihrem Zellkorper bilden fiir die
Pulpa charakteristische Odontoblasten einen dicht gepackten Saum zum Pradentin hin und
sind fiir eine lebenslange Dentinproduktion verantwortlich. Neben dem Dentin, besteht eine
enge Kommunikation zwischen Pulpagewebe und Parodontium, bestehend aus
Wurzelzement, Desmodont, Alveolarknochen und Gingiva propria. Sie erfolgt iiber das
apikale Foramen, die lateralen und akzessorischen Kanile sowie iiber Pulpaparodontalkanéle
[4].

AuBer Fibroblasten und Ersatzzellen, finden sich in der Pulpa Zellpopulationen des
Immunsystems. T- und B-Lymphozyten, Granulozyten, Makrophagen und dendritische

Zellen werden in einer Abwehrreaktion nach Kontakt mit einem fremden Antigen aktiv. Ein



vitaler Zahn ist grundsitzlich resistent gegen eine mikrobielle Invasion der gesunden Pulpa,
da sie durch die mineralisierten Kristalle der sie umgebenen Zahnhartsubstanzen und
Abwehrzellen geschiitzt wird [5]. Chemische, osmotische, thermische, mechanische und
mikrobielle Reize stellen eine Gefahr fiir die Gesundheit der Pulpa dar, weil sie direkt oder
indirekt Wirkung auf die Pulpa-Dentin-Einheit entfalten konnen. Eine ausgedehnte Karies ist
dabei die hiufigste Ursache fiir Pulpaerkrankungen, indem sie aufgrund des
Integritdtsverlusts den Eintritt fiir Bakterien und ihre Metabolite in die Pulpakammer
ermoglicht [6]. Es kann fiir eine pulpale Infektion ausreichend sein, dass nach karidser
Destruktion des Schmelzmantels Antigene und bakterielle Toxine durch die
Dentinkanélchen der Odontoblastenfortsitze diffundieren. In einer Studie zeigten Hoshino et
al. an extrahierten Zihnen die mehrheitliche Ubereinstimmung zwischen dem Keimspektrum
der Dentinkaries und der in der Pulpa detektierten Keimflora [7]. Demzufolge kann eine
Pulpitis immunologisch indirekt ausgelost werden ohne direkte Exposition der Pulpa zur

kariosen Kavitét [8, 9].

Die Pulpaphysiologie wird insofern beeinflusst, als bei iiberschwelligen Reizen zunéchst
eine reaktive Hyperdmie durch Proliferation subodontoblastischer Blutgefife,
Vasodilatation und Freisetzung inflammatorischer Zytokine (z.B. IL 1, IL 6, TNF a),
insbesondere nach Erkennung Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) durch Toll-
like Rezeptoren (TLR), ausgelost wird [10]. Entziindungsreaktionen stellen somit eine
Abwehrreaktion der Pulpa auf das infektiose Agens dar, sind im Anfangsstadium reversibel
und fiihren bei frithzeitiger Entfernung der schiadigenden Noxe zur kompletten Heilung, der
restitutio ad integrum [11]. Persistiert der Reiz und ist das Immunsystem nicht in der Lage
die Infektion zu bekdmpfen, kommt es zur Kolonialisierung der Mikroorganismen, die im
Milieu des Wurzelkanalsystems iiberleben konnen. Obwohl alle der liber 500 bekannten
Bakterienarten der oralen Mundflora imstande sind, die Pulpa-Dentin Einheit zu penetrieren,
ist nur ein Teil des Mikrobioms fiir pulpale Infektionen verantwortlich [12]. Die Penetration
der Dentintubuli hdngt von der Grof3e der Mikroorganismen und der Morphologie der Tubuli
ab [13]. Wachstumslimitierende Faktoren innerhalb des Pulpenkavums sind einerseits der
eng begrenzte Lebensraum und andererseits das endodontische Milieu mit eingeschrinktem

Néhrstoffangebot.

Eine Entziindung der Pulpa bedeutet die Freisetzung von Entziindungsmediatoren, unter

anderem von Histamin, Prostaglandinen und Bradykinin. Diese fithren zu einer



Vasodilatation und Plasmaextravasation. Indirekt fithren aber auch Neuropeptide wie
Substanz P und Calcitonin gene-related peptide (CGRP) iiber eine Histaminausschiittung zur
Plasmaextravasation. Das Phanomen, dass Neuropeptide als Entziindungsmediatoren wirken,
wird als ,,neurogene Entziindung“ bezeichnet. Folgen der Plasmaextravasation sind der
Druckanstieg in der Pulpa sowie die pH-Absenkung. Unterbleibt eine Chronifizierung des
Prozesses, ist letztendlich der hdmorrhagische Infarkt fiir die spdtere Nekrose der Pulpa
verantwortlich [14].

Durch die zunehmend nekrotischen Prozesse wird eine immunologische Bekdmpfung der
Mikroorganismen unmoglich. Unterbleibt ein zahnérztlicher Eingriff, schreitet der Prozess
nach apikal fort und das Wachstum der Mikroorganismen wird durch nekrotisches Gewebe
weiterhin begiinstigt. Erreicht der Entziindungsprozess das Foramen apikale, dehnt es sich
auf periapikale und interradikuldre Strukturen aus und eine apikale Parodontitis liegt vor,
sobald die Entziindung die Markrdume des umliegenden Alveolarknochens erreicht hat [15].
Bereits 1965 konnte an Ratten nachgewiesen werden, dass die entscheidende Ursache einer
apikalen Parodontitis die bakterielle Infektion der Pulpa darstellt [16]. Kommt es zum
Gleichgewicht zwischen Korperabwehr und bakteriellem Reiz, handelt es sich um einen
chronischen Krankheitszustand, der in der Regel klinisch symptomlos verlduft. Wenn die
Knochendestruktion weiter zunimmt, manifestiert sich die chronische apikale Parodontitis
nach ca. drei bis vier Wochen im Rontgenbild als apikale Transluzenz [17].

2008 untersuchten Rocas und Siqueira in einer Studie 43 Zdhne mit chronisch apikaler
Parodontitis und stellten dabei einen Zusammenhang zwischen GroBe der apikalen
Knochendestruktion und Anzahl daran beteiligter Mikroorganismen fest [18].

Bei priméren endodontischen Infektionen dominieren anaerobe, Gram-negative Bakterien.
Spezies der Gattungen Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria, Synergistes,
Proteobacteria, Veillonella, Prevotella, Porphyromonas, Campylobacter, Capnocytophaga
und Spirochaetes lassen sich vermehrt in infizierten Wurzelkanilen nachweisen [19-22]. Auf
Gattungsebene der Gram-positiven Bakterien werden vor allem Streptococcus,
Peptostreptococcus, Actinomyces, Eubacterium, Propionibacterium, und Lactobacillus

beschrieben.



1.2 DesinfektionsmaBnahmen wéhrend der Wurzelkanalbehandlung

Um den Funktionserhalt des Zahns im Kauorgan zu gewihrleisten, bleibt oftmals nur die
endodontische Behandlung als Therapiemdglichkeit einer Primirinfektion. Dabei wird
infiziertes Pulpagewebe entfernt, das Wurzelkanalsystem manuell/maschinell aufbereitet,
chemisch mit Spiillésungen desinfiziert und mit einem Wurzelfiillmaterial, in der Regel
Guttapercha, moglichst bakteriendicht verschlossen. Ziel der chemomechanischen
Aufbereitung mit anschlieBender Wurzelfiillung ist es, die Lebensbedingungen fiir Keime
soweit zu reduzieren, dass ein mdgliches apikales Entziindungsgeschehen mit Unterstiitzung

des intakten korpereigenen Immunsystems erfolgreich bekampft werden kann.

Die mechanische Aufbereitung der Wurzelkanéle unter aseptischen Kautelen (Kofferdam)
soll vitales und nekrotisches Gewebematerial sowie infiziertes Wurzelkanaldentin entfernen,
um eine intensive Desinfektion durch Spiilung und die spétere Aufnahme des Fiillmaterials
zu gewéhrleisten [23].

Die chemische Desinfektion mittels antimikrobieller Spiillésungen und medikamentdsen
Einlagen ist von grofer Bedeutung. Sie dient primir dem Ausschwemmen organischen
Debris und der Reduktion vorhandener Mikroorganismen und ihrer Toxine, um eine
Reinfektion zu verhindern. Studien belegen, dass die desinfizierende Wirkung einer
Substanz insbesondere von ihrer Konzentration, der Einwirkzeit und der verwendeten Menge

abhingt [17, 24, 25].

Natriumhypochlorit (NaOCI) stellt die am haufigsten verwendete Spiilfliissigkeit dar, da es
eine gute antibakterielle Wirkung auf die Mehrheit der endodontischen Pathogene hat und es
als einzige Spiillosung in der Lage ist, sowohl vitales als auch nekrotisches Gewebe
aufzulosen. In der Literatur werden Losungen mit Konzentrationen zwischen 0,5% und
5,25% (w/v) bevorzugt. Um eine grofftmogliche Desinfektion bei gleichzeitig geringer
Zytotoxizitdt zu erreichen, wird lberwiegend die Verwendung von 1-3%-iger NaOCI-
Spiillosung empfohlen [4, 17]. NaOCIl zeigt unterschiedliche Wirkungen auf endodontische
Mikroorganismen. 2010 fanden Retamozo et al. heraus, dass der stark pathogene Keim
Enterococcus faecalis gegen 1,3%- und 2,5%-ige NaOCI-Losung weitestgehend resistent
war und sich nur mittels 40-mintitiger 5,25%-iger NaOCI-Spiilung im Dentin abtdten lie3
[24]. In neueren Studien konnte jedoch auch fiir 1-2,5%-iges NaOCl eine erfolgreiche

Bekdmpfung von E. faecalis nachgewiesen werden [26, 27].



Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) bindet als Chelator selektiv Kalziumionen des
Dentins und besitzt somit gegeniiber NaOCI den Vorteil, dass es die préparationsbedingte
Schmierschicht, den smear layer, entfernen kann. Somit werden die Einginge der
Dentintubuli freigelegt, um anschlieBend einen bakteriendichten Verschluss durch das
Fiillmaterial zu ermoglichen. In der Regel wird es als 17%-ige (w/v) Losung verwendet. Da
es nur eine geringe antibakterielle Wirkung besitzt und NaOCI inaktiviert, wird EDTA
vorrangig als Abschlussspiilung empfohlen [28].

Zwar ist Zitronensdure ebenfalls in der Lage, die wahrend der endodontischen Behandlung
entstehende Schmierschicht zu entfernen, jedoch findet EDTA bevorzugt Anwendung [4].
Chlorhexidin (CHX) ist als Desinfektionsmittel mit hoher Substantivitit gegen ein breites
mikrobielles Spektrum wirksam bei gleichzeitig geringer Toxizitdt. Im Gegensatz zu
Natriumhypochlorit fehlt CHX die wichtige gewebeauflosende Eigenschaft. Auch ist CHX
(in 0,2%- bis 2%-iger (w/v) Konzentration) in seiner antimikrobiellen Wirkung NaOCI in
der Regel unterlegen, jedoch zeigte es sich als Desinfektionsmittel in einigen Studien gegen
E. faecalis und Candida albicans geeigneter als NaOCI und Kalziumhydroxid [4, 29, 30].
Eine Kombination aus 2%-iger CHX- und NaOCI-Losung erwies sich als effektive
Spiilmethode gegen E. faecalis [31]. Aufgrund seiner hohen Substantivitit und Interaktion
mit NaOCI durch Prazipitation wird CHX oftmals als Abschlussspiilung empfohlen [3].
Zusétzliche MaBnahmen, wie eine Erwdrmung der Spiilldsung, eine Schall- oder
Ultraschallaktivierung, werden in der Literatur diskutiert, um die desinfizierende Wirkung

von Spiilfliissigkeiten zu erhohen [4, 32].

Neben der Spiilung wihrend der Wurzelkanalbehandlung wird die temporéire Einlage von
Medikamenten zwischen den Behandlungssitzungen empfohlen. Hauptziele sind ebenfalls
die Reduktion von Keimen und Inaktivierung ihrer Toxine, die Auflésung verbliebener
Gewebsreste und der tempordre Verschluss des Wurzelkanals zur Vermeidung einer
Reinfektion. Bei Bedarf kann die medikamentdse Einlage ebenfalls zur Schmerzlinderung
eingesetzt werden. Gingige Medikamente sind Kalziumhydroxid (Ca(OH);) und CHX.
Kalziumhydroxid hat eine gewebeauflosende Wirkung, wirkt antimikrobiell (pH-Wert: 12,5)
und induziert die Neubildung von Hartgewebe [33]. Einigen Studien zufolge sind E. faecalis
und C. albicans jedoch gegen Ca(OH), weitestgehend resistent [4, 34, 35]. Zwar wurde in
vergangenen Untersuchungen bei Revisionsbehandlungen, die im Zusammenhang mit diesen
Keimen diskutiert wurden, eine medikamentdse Einlage mit CHX befiirwortet [34, 36],

jedoch zeigt sich CHX beziiglich der gewebeauflosenden Eigenschaft gegeniiber Ca(OH):



unterlegen [4]. Des Weiteren muss beriicksichtigt werden, dass E. faecalis und C. albicans
nicht alleinige Leitkeime in reinfizierten Wurzelkandlen darstellen, sodass CHX als
medikamentdse Einlage kritisch zu beurteilen ist.

Daher ist die Kenntnis iiber gehduft vorkommende Keime im Wurzelkanal bei Reinfektion
notwendig, um gezielt diese Pathogene mittels wirksamer Desinfektionsmallnahmen

wihrend der Wurzelkanalbehandlung bekdmpfen zu kénnen.

1.3 Atiologie der Reinfektion des Wurzelkanals

Trotz der Desinfektionsmainahmen wihrend der endodontischen Primédrbehandlung ist der
langfristige Erfolg dieser Therapie nur bedingt vorhersagbar. Der Literaturlage nach
bewegen sich die Erfolgsraten einer primidren Wurzelkanalbehandlung (i. d. R. mit
Beobachtungszeiten von 1-5 Jahren) fiir Zdhne mit Pulpanekrose oder irreversibler Pulpitis
ohne periapikale Lision zwischen 85% und 95% [37]. Die Erfolgsquoten fiir endodontisch
infizierte Zahne mit periapikaler Lésion liegen mehrheitlich zwischen 70% und 85% [37].
Mithilfe einer rontgenologischen Kontrolle unmittelbar nach der Wurzelkanalbehandlung
konnen Homogenitédt, Randstindigkeit, Konizitdt und Lange der Wurzelfiillung beurteilt
werden. Die Griinde fiir eine Reinfektion liegen unter anderem in der Komplexitit des
Wurzelkanalsystems durch beispielsweise nicht aufzubereitende Kanalabzweigungen mit
persistierendem Keimspektrum, unzuldngliche Desinfektion vor Obturation oder
Verschleppung intrakanaldrer Mikroorganismen iiber den Apex hinaus in apikales Gewebe
bei Kanalaufbereitung. Letztlich kann auch eine insuffiziente endorestaurative Versorgung
fiir den Misserfolg der Behandlung verantwortlich sein [38]. Es verhindert einen ausreichend
dichten Verschluss, sodass Nischen die Kolonialisierung von Bakterien und Pilzen zulassen
und eine Sekundirinfektion begiinstigen. Auch bei Ausbleiben klinischer Symptomatik
manifestiert sich der Misserfolg einer endodontischen Behandlung in der apikalen und/oder
lateralen Transluzenz des wurzelkanalbehandelten Zahns im Rontgenbild [37]. Das
Vorliegen einer apikalen Parodontitis bestitigt somit die Insuffizienz der
Wurzelkanalfiillung, deren Therapie, neben der Zahnextraktion oder Wurzelspitzenresektion

mit retrograder Fiillung, in der Revision und erneuter Obturation liegt [39].

In ihrer Studie befassten sich Gomes et al. mit der kulturellen Analyse des Endodonts von

Zahnen mit primédrer und sekundirer apikaler Parodontitis. Es zeigte sich, dass die



Mikroflora im Wurzelkanal unbehandelter Zdhne aus iliberwiegend Gram-negativen und
Gram-positiven Anaerobiern bestand und durchschnittlich mehr als drei Spezies pro Kanal
isoliert werden konnten. Im Gegensatz dominierten Gram-positive, fakultative Anaerobier in
Kanélen von bereits endodontisch behandelten Zahnen. Die Anzahl der Spezies pro Kanal
reduzierte sich auf ein bis maximal drei Spezies [40].

Gajan et al. untersuchten 150 einwurzelige Zdhne (101 Zdhne mit primérer, 49 mit
sekundirer Infektion), indem sie sterile Papierspitzen zur Probennahme in die Wurzelkanéle
einfiihrten. Die Arbeitsgruppe detektierte Peptostreptococcus und Streptococcus spp. als
dominante Pathogene in primér infizierten Zéhnen. In sekundir infizierten Wurzelkanilen
dominierten mit 77% Gram-positive Bakterien. Es wurden Streptococcus, Actinomyces,
Lactobacillus, Prevotella, Porphyromonas und E. faecalis nachgewiesen, letzterer Keim mit

hochster Pravalenz [41].

1.4  Diagnostikverfahren zum Pathogennachweis

In bisherigen Studien iiberwog die Methode, dass Papierspitzen zur Probennahme in den
Wurzelkanal eingebracht wurden. Dennoch wirft dieses weit verbreitete Verfahren die Frage
auf, ob die Papierspitze als Trigermedium Auswirkung auf die Nachweisbarkeit von
Bakterien hat. 2015 publizierten Karygianni et al. ihre Studie, die sich dieser Fragestellung
widmete. Sie verglichen die Mikroorganismen der sekunddren apikalen Parodontitis im
Hinblick auf die angewandte Technik der Probennahme. Die Papierspitze als
Entnahmeinstrument wurde der Untersuchung des Wurzelfiillmaterials auf adhirente
Bakterien gegeniibergestellt. Dabei zeigte sich, dass neun Bakterienspezies nur im
Wurzelfiillmaterial und nicht mittels Papierspitze detektiert werden konnten. Die Analyse
der entnommenen Proben erfolgte dabei mittels molekulargenetischer Methode und Kultur

[42].

Die kulturelle Anzucht zum Nachweis pathogener Mikroorganismen stellte lange Zeit die
einzige Methode zur Identifizierung dar [43]. Die Isolierung der Mikroorganismen in
Reinkultur und eine daran anschlieBende Diagnostik ermoglichen die Keimidentifikation.
Die in unserer Studie durchgefiihrte MALDI-TOF Massenspektrometrie ist eine verbreitete

Methode der Keimidentifikation. Weitere Diagnostikverfahren sind die Gram-Fiarbung zur



Differenzierung in Gram-positive und Gram-negative Bakterien sowie der Nachweis der
Indolproduktion und der Katalaseaktivitdt [44].

Spezifische Erreger konnen durch Spezialndhrboden in ithrem Wachstum gefordert, aber
auch gezielt unterdriickt werden [44]. Die Anspriiche, die Mikroorganismen fiir ihr
Wachstum und ihre Lebensfdhigkeit stellen, konnen daher sehr unterschiedlich sein. Neben
der Auswahl des Nihrmediums spielen die Temperatur, der pH-Wert und der
Sauerstoffgehalt der Atmosphére eine wichtige Rolle.

Vorteil der Kultur ist, dass diese Umgebungsfaktoren genau eingestellt und standardisiert
werden konnen. Aber auch charakteristische Fihigkeiten einzelner Spezies konnen in vitro
untersucht werden, zum Beispiel mittels Resistenzbestimmung. Dabei wird die
Empfindlichkeit von Bakterien gegeniiber Antibiotika getestet, um deren Wirkstdrke zu
bestimmen. Insbesondere bei einer adjuvanten Antibiotikagabe in der Parodontitistherapie
hat sich die Resistenzbestimmung der patientenspezifischen Parodontalpathogene gegeniiber
Antibiotika etabliert [45].

Dem stehen jedoch erhebliche Nachteile gegeniiber. Die kulturelle Anzucht und
anschlieBende Nachweisverfahren sind sehr zeit- und kostenintensiv. Zudem lassen sich
nach heutigem Forschungsstand nur ca. 50% der oralen Mikroorganismen kulturell
nachweisen, sodass viele Spezies bei dieser Methode unentdeckt bleiben. Anaerobier sterben
hiufig wihrend der Probennahme schon ab, sodass diese ebenfalls nicht detektiert werden.
AuBerdem miissen kultivierbare Keime in ausreichender Menge vorliegen, um nachgewiesen
werden zu kénnen [1, 12].

Es stellt sich daher die Frage, inwieweit mittels Kultur nachgewiesene dominante
Mikroorganismen tatsidchlich auch im reinfizierten Wurzelkanal dominant sind oder ob es
noch weitere Leitkeime gibt, die aufgrund schwieriger Kultivierbarkeit mit dieser Methode

nicht identifiziert werden konnen.

Enterokokken beispielsweise stellen nur geringe Anspriiche an ihre Umwelt, sodass sie
leicht zu kultivieren sind. Viele Studien, die E. faecalis als dominantes Pathogen im
Endodont nachwiesen, wihlten die Kultur als Nachweisverfahren [41, 46-49]. Es ist daher zu
kldren, inwieweit E. faecalis tatsichlich eine dominante Spezies im reinfizierten
Waurzelkanal darstellt oder ob seine Rolle durch seine leichte Kultivierbarkeit {iberbewertet
wird.

E. faecalis ist ein Gram-positives, fakultativ anaerobes Bakterium und gehort zur Gattung

der Enterokokken. Wihrend es normalerweise nicht oder nur in geringen Mengen im



Endodont unbehandelter Zihne zu finden ist, konnte es vermehrt in Wurzelkandlen von
Zihnen mit postendodontischer Parodontitis diagnostiziert werden [47, 50-52]. Seine
Féahigkeiten, Dentintubuli zu penetrieren und unter extremen Umweltbedingungen zu
iiberleben, sowie seine Resistenz gegen das intrakanaldre Medikament Ca(OH), erhohen die
Pathogenitit von E. faecalis und sind mdgliche Griinde fiir die Reinfektion wurzelgefiillter
Zihne [46, 53-55]. Teilweise zeigten sich die periapikalen Lisionen mit Beteiligung des
Keims grof3er als bei Infektionen mit fehlendem Nachweis von E. faecalis [48, 56].

In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben zur Prdvalenz von E. faecalis im
Wurzelkanal bei Reinfektion. Zwar beschreiben viele Untersuchungen sein Vorkommen
zwischen 10% und 77% [40, 47-50, 52, 57], die Studienergebnisse von Kaufman et al. und
Zoletti et al. zeigen aber, dass die Rolle von E. faecalis als Hauptausloser einer Reinfektion
infrage zu stellen ist [58, 59]. Ihren Erkenntnissen nach, steht E. faecalis eher im
Zusammenhang mit wurzelgefiillten Zéhnen ohne apikale Lésion. Folglich ist seine Rolle
nicht eindeutig geklirt. Kaufman et al. fokussierten sich in ihrer Studie unter anderem auf
die Detektion des Problemkeims, indem sie fiir E. faecalis speziesspezifische Polymerase-
Kettenreaktionen (PCR) durchfiihrten und somit die Proben gezielt auf eine Infektion mit

diesem Pathogen untersuchen konnten [59].

Die Forschung erhielt Anfang der 1990er Jahre durch Entwicklung der Polymerase-

Kettenreaktion (PCR) einen enormen Aufschwung. An die konventionelle Polymerase-

Kettenreaktion schlief3t sich in der Regel eine gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-
Produkte zu deren Detektion an. Zwar ist die konventionelle PCR mit einem hoheren
Arbeits- und Zeitaufwand verbunden, aber sie ermoglicht es, auch bei Probennahme bereits
abgestorbene = Mikroorganismen, wie beispielsweise obligate = Anaerobier nach
Sauerstoffkontakt, nachzuweisen. Selbst bei geringen DNA-Konzentrationen ist eine
Keimidentifikation moglich [60].

Das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion beruht auf der Vervielfiltigung -eines
bestimmten  Genbereichs, der durch  mindestens zwei  sequenzspezifische
Oligodesoxyribonukleotide (einen Forward- und einen Reversprimer) begrenzt wird. Durch
den Einsatz eines Primerpaars kann die PCR als Monoplex-, durch den Einsatz mehrerer
Primerpaare auch als Multiplex-Reaktion ablaufen. Die GroBe des PCR-Produkts
(Amplikon) ist von den Bindungspositionen der Primer an die Zielregion der genomischen
DNA (Template) abhingig. Die Vervielfiltigung (Amplifikation) des Primer-flankierten
Genomabschnitts wird durch eine hitzestabile Polymerase in ca. 20-40 Zyklen durchgefiihrt.



Ein Zyklus setzt sich in der Regel aus drei Schritten zusammen: Die Trennung des DNA -
Doppelstrangs in ihre zwei Einzelstrange (Denaturierung) erfolgt im ersten Schritt bei 95°C.
Durch eine 2-5-miniitige Erhitzungszeit zu Beginn wird sichergestellt, dass alle DNA-
Molekiile vollstandig getrennt voneinander vorliegen. Die Anlagerung der Primer an die
DNA-Einzelstrange (Primerannealing) wird als zweiter Schritt beschrieben. Hierfiir muss die
Temperatur, je nach Primer, soweit abgesenkt werden, dass eine Primerbindung mdglich
wird. Davon ausgehend synthetisiert die DNA-Polymerase im dritten Schritt
(Elongationsschritt) unter den fiir sie optimalen Temperaturbedingungen von 68-72°C den
Komplementdrstrang in 3’-Richtung. Die synthetisierten PCR-Produkte dienen ihrerseits
ebenfalls als Matrize im néchsten Zyklus, sodass die Amplifikation exponentiell (2*) verlduft
[61].

Die Pan-PCR (griech. pan: gesamt, umfassend) ist durch den Einsatz von Primern, die in
konservierten DNA-Bereichen von Bakterien bzw. Pilzen binden, gering sensitiv und in der
Regel bei Vorliegen eines dominanten Keims universell einsetzbar. Je nach Spezifitit der
Primer konnen beispielsweise auf Phylums- oder Gattungsebene spezifische PCRs
durchgefiihrt werden. Als hochvariable Region innerhalb der bakteriellen ribosomalen DNA
stellt der 16S rDNA-Bereich seit Entdeckung der PCR den Fokus der phylogenetischen
Analyse dar und bildet zusammen mit den 23S und 5S rDNA-Regionen eine funktionelle
Einheit [62, 63]. In ihrer Studie konnten Schirrmeister et al. mittels Pan-PCR und
anschlieBender Sanger-Sequenzierung bereits bekannte Keime des reinfizierten Endodonts
wie E. faecalis, Streptococcus spp. und Fusobacterium nucleatum nachweisen [64].

Die Pan-Reaktion zum Pilznachweis erfolgt durch Detektion des intergenischen Bereichs der
rDNA-Operonstruktur [65]. Jede Transkriptionseinheit bei eukaryotischen Organellen ist aus
drei Genen (18S, 5.8S und 28S rDNA) zusammengesetzt, die durch zwei Regionen, die
sogenannten internal transcribed spacer (ITS 1+2), raumlich voneinander getrennt werden.
An die konservierten Genbereiche 18S rDNA und 28S rDNA binden universelle Pilz-Primer
[66]. Die die 5.8S rDNA flankierenden ITS-Bereiche 1 und 2 unterliegen hiufig Mutationen
und stellen somit Pilz-spezifische Genmarker dar [67].

Zwar lieBBen sich Pilzspezies auch bei primaren Wurzelkanalinfektionen nachweisen, wurden
aber hiufiger mit sekundirer apikaler Parodontitis assoziiert [48, 49, 52, 68]. Im Gegensatz
zu anderen Candidaspezies, besitzt Candida albicans die Eigenschaft Dentintubuli zu
penetrieren und ist gegen intrakanaldre Medikamente wie Ca(OH)> weitestgehend resistent
[35, 69]. Weitere Pilzspezies wie C. glabrata, C. guilliermondii, C. inconspicua, C.

parapsilosis und Geotrichum candidum wurden ebenfalls im Zusammenhang mit

10



therapieresistenter apikaler Parodontitis mittels Kultur und Pan-PCR beschrieben [57, 70,
71]. Es konnte gezeigt werden, dass Candida im Wurzelkanal vermehrt zusammen mit
Gram-positiven Bakterien, vor allem mit alpha- und nicht-hdmolysierenden Streptokokken,
auftritt und in Biofilmen aggregiert [70].

In ihrer Studie untersuchten 2012 Anderson et al. 21 wurzelgefiillte Zihne mit apikaler
Parodontitis mittels konventioneller 16S wund 18S Pan-PCR mit anschlieBender
Gelelektrophorese zur Analyse der PCR-Produkte [57]. Wahrend sie mittels der Pan-
Bakterien PCR Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria und Bacteroidetes nachweisen
konnten, lieferte die Pan-Pilz PCR keine Ergebnisse. Im Gegensatz wurde Candida nur
mittels der 16S PCR in einer Probe identifiziert [57]. Dadurch wird deutlich, dass die
Sensitivitdt der Pan-PCR gering ist, sodass anstelle universeller auch speziesspezifische
Primer eingesetzt werden konnen, die an einen fiir die Spezies charakteristischen Genbereich
binden. Je nach Primerspezifitit wird die Amplifikation innerhalb einer taxonomischen
Ebene (z.B. gattungsspezifisch, artspezifisch) ermdglicht [72].

Neben Bakterien und Pilzen konnten in vereinzelten Studien mittels speziesspezifischen
PCRs auch Viren im apikalen Gewebe von Zihnen mit primérer/sekundérer apikaler
Parodontitis detektiert werden: Epstein-Barr- [73], humane-Zytomegalie- [74] und Varizella
Zoster-Viren [75].

Die konventionelle PCR mit anschlieBender Gelelektrophorese ist eine rein qualitative

Endpunktanalyse. Eine weitere Entwicklung ist die Real-Time PCR (=quantitative PCR

bzw. qPCR), die zusitzlich eine Quantifizierung der DNA in einem kombinierten
Amplifikations-Detektions-Ansatz ermdglicht. Mithilfe eines Thermocyclers ist es moglich,
unter gleichen Reaktionsbedingungen simultan multiple PCRs einer Mikrotiterplatte
durchzufiihren, die computergestiitzt analysiert werden [76]. In Echtzeit (engl. Real-Time)
wird wihrend der Zyklen die Fluoreszenz der PCR-Produkte gemessen, die proportional zur
DNA-Menge zunimmt. Dies kann entweder durch einen Fluoreszenzfarbstoff (z.B. SYBR-
Green I) oder aber durch den Einsatz amplikonspezifischer fluoreszenzmarkierter
Oligonukleotide, sogenannter Sonden (TagMan-PCR), erfolgen. SYBR-Green 1 als
unsymmetrischer Cyaninfarbstoff bindet relativ sequenzunspezifisch in der kleinen Furche
des DNA-Doppelstrangs und fluoresziert nach Anregung mit UV-Licht, sodass ausgehend
von einer basalen Fluoreszenz aufgrund anfinglich vorliegender Doppelstrang-Templates
die Zunahme der Fluoreszenz der Menge an neu synthetisiertem PCR-Produkt entspricht

[77, 78]. Im Gegensatz zur Fluoreszenzfarbstoff-basierten PCR lduft die TagqMan-PCR als 2-
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Schritt-PCR mit einem kombinierten Annealing/Elongationsschritt, da beide Schritte unter
derselben Temperatureinstellung durchgefiihrt werden konnen. Die TagMan-PCR kann
durch den Einsatz von fluoreszenzmarkierten Sonden zum speziesspezifischen Nachweis
von verschiedenen Spezies oder verschiedenen Merkmalen eines Keims herangezogen
werden.

In ihrer Studie untersuchten Rocas et al. 42 reinfizierte, wurzelgefiillte Zdhne mittels gPCR
und anschlieBender Analyse iiber DNA-DNA Hybridisierung mit bakteriellen DNA-
Fragmenten bekannter Sequenzen [79]. Durch diese Methode konnten sie Propionibacterium
spp., Fusobacterium nucleatum, Streptococcus spp. und Pseudoramibacter alactolyticus
nachweisen. Letztere Spezies gehort zur Ordnung Clostridiales und lésst sich als obligater
Anaerobier nur schwer kultivieren. Zur spezifischen Detektion von E. faecalis und
Streptococcus spp. fithrte die Arbeitsgruppe qPCRs mit speziesspezifischen Primern und
simultaner Fiarbung mit SYBR-Green durch. So konnten in einer nachfolgenden
Schmelzkurvenanalyse die PCR-Produkte identifiziert und mit den fiir die jeweiligen
Spezies bekannten Schmelzpunkten verglichen werden. Mittels dieser Methode war es
moglich, in 38% der Proben E. faecalis und in 41% der Proben Streptococcus spp.
nachzuweisen [79]. Streptococcus spp. zahlen zu den Gram-positiven Laktobazillen, sind
fakultativ anaerob und lassen sich leicht kultivieren. Sie werden mittels Kultur und
molekulargenetischer Analyse sowohl in der oralen Mikroflora [12, 80], als auch im
Endodont von Zihnen mit primérer und sekundirer apikaler Parodontitis nachgewiesen,

letzterer Fall mit einer durchschnittlichen Privalenz von ca. 20% [7, 22, 41, 48, 49, 81, 82].

Neben Streptococcus spp. wurden Pseudoramibacter alactolyticus, Propionibacterium spp.,
Fusobacterium nucleatum und Actinomyces spp. mittels speziesspezifischer und 16S Pan-
PCRs sowie im Kulturverfahren vermehrt in Wurzelkandlen von Zihnen mit
postendodontischer apikaler Parodontitis beschrieben [22, 47, 49-51, 79, 83]. Resistenzen
gegeniiber Desinfektionsmittel und die Fahigkeiten, Dentintubuli zu penetrieren, an extreme
Umweltbedingungen zu adaptieren und Toxine zu produzieren, sind Beispiele, die die

Virulenz dieser Keime ausmacht und ihr Uberleben im gefiillten Wurzelkanal erkliren [84].
Die Wahl des Diagnostikverfahren beeinflusst den Pathogennachweis insofern, als mittels

molekulargenetischen Methoden beispielsweise auch nicht oder schwer kultivierbare Keime

nachgewiesen werden konnen.
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In ihrer Studie untersuchten Fernandes et al. mittels Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung und
Epifluoreszenzmikroskopie die Privalenz von schwer kultivierbaren Gram-negativen,
anaeroben Bakterien des Stamms Synergistetes im infizierten Endodont und fanden sie zwar
insbesondere in wurzelgefiillten Zdhnen, jedoch seltener als die dominanten Fusobacteria
und Actinomyces [85]. Auch Vengerfeldt et al. konnten dies in ihrer Untersuchung bestétigen
und detektierten dariiber hinaus mittels Hochdurchsatz-Sequenzierungen (sog. Next
Generation Sequencing) schwer kultivierbare Vertreter der Stimme Spirochaetes und
Bacteroidetes [86]. 2005 beschrieben Siqueira und Rocas Synergistes als dominanteste
Gattung des Synergistetes-Stamms, indem sie speziesspezifische Primer zur Amplifikation in
die Polymerase-Kettenreaktion einsetzten, um somit auf Gattungsebene gezielte Sequenzen
zu amplifizieren. Die Privalenz der Symergistes-Spezies sank von maximal 33% bei
primdren Infektionen auf ca. 4,5% bei sekunddren Infektionen [87]. Die schwer
kultivierbaren Synergistes sind demzufolge in infizierten wurzelgefiillten Zédhnen zu finden,
jedoch insgesamt mit geringer Pravalenz.

Hiufig beschriebene Spezies-Vertreter der schwer kultivierbaren Bacteroidetes sind
Tannerella forsythia [82, 88, 89] und Prevotella spp. [88, 90]. Die Gattungen Treponema
(Stamm: Spirochaetae), Haemophilus (Stamm: Proteobacteria) und Atopobium (Stamm:
Actinobacteria) konnten ebenfalls erst durch molekulargenetische Analysen in infizierten
Wurzelkanilen nachgewiesen werden [51, 88-92].

Vor allem Treponema wurde im Zusammenhang mit endodontischen Infektionen
beschrieben. Nobrega et al. untersuchten 39 reinfizierte wurzelgefiillte Zdhne und konnten
mittels speziesspezifischen PCRs in 22/39 Wurzelfiillmaterial-Proben Treponema
nachweisen, vor allem die bereits bei Parodontitis-Patienten nachgewiesenen Spezies 7.
denticola und T. maltophilum [93, 94]. Ebenfalls mithilfe speziesspezifischer Primer konnten
Baumgartner et al. Treponema spp. auch in Proben aus apikalen Abszessen (in 51/84 Féllen)

und primér infizierten Wurzelkanélen (in 20/54 Féllen) nachweisen [95].

Gerade fiir zahnmedizinische Studien ist eine molekulargenetische Analyse von Bedeutung,
da ungefdhr 50% der oralen Mikroorganismen nicht kultivierbar sind [12]. Munson et al.
konnten in ithrer Untersuchung zeigen, dass mittels Pan-PCR ein grofleres Keimspektrum im
Waurzelkanal nachgewiesen werden konnte, als es bislang im Kulturverfahren moglich war

[92].
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1.4  Zielsetzung

Ziel der prospektiven Studie war es, durch Isolierung und Detektion von Bakterien und
Pilzen aus wurzelgefiillten Z&hnen bei Vorliegen einer postendodontischen apikalen
Parodontitis ein detailliertes Verstindnis der Mikroflora im reinfizierten Wurzelkanal zu
gewinnen. Insbesondere soll die umstrittene Rolle von E. faecalis als Leitkeim im
Wurzelkanal bei Vorliegen einer postendodontischen apikalen Parodontitis gekléart werden.
Die Besonderheit der Studie lag unter anderem in der Probennahme, indem (neben der
subgingivalen Plaque und einer Desinfektionskontrolle) die entfernte Guttapercha als
Probenmaterial diente, die in einem molekulargenetischen Ansatz im Vergleich zur Kultur
analysiert werden sollte. Mittels der Studienergebnisse sollte erdrtert werden, inwiefern sich
das Kulturverfahren auch fiir Proben mit geringer Anzahl an Bakterien und Pilzen eignet,
oder ob die PCR als Standardmethode zu befiirworten ist. Somit stand die Gegeniiberstellung
beider Nachweisverfahren im zweiten Fokus der vorliegenden Arbeit.

Fiir unsere Studie konnten daher folgende Nullhypothesen formuliert werden:

1. Der Keimnachweis mittels Kultur stellt den Goldstandard dar.

2. E. faecalis ist der Leitkeim im Wurzelkanal bei Vorliegen einer sekunddren apikalen

Parodontitis.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die in vorliegender Studie verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden

von folgenden Firmen bezogen:

0,9% (w/v) NaCl Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

3% (w/v) NaOCl Heidinger, Stuttgart, Deutschland

30% (w/v) H202 Heidinger, Stuttgart, Deutschland

5% (w/v) NaxS,03 Apotheke des Universitédtsklinikums Diisseldorf

96-Well-Platte mit Deckelstreifen

4titude, Surrey, England

96% (v/v) Ethanol

Otto Fischar, Saarbriicken, Deutschland

Einmal-Impfose

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

eSwap Transportsystem

Hain Lifescience, Nehren, Deutschland

Ethanol absolut

Merck, Darmstadt, Deutschland

Hedstrom Feilen (21/25/31mm, ISO 15-60)

VDW, Miinchen, Deutschland

Invitrogen destilliertes Wasser

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Kochblut-Zellkulturplatte

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

OpalDam

Ultradent Products, South Jordan, UT, USA

Prézisions-Wischtuch

Kimberly-Clark, Koblenz, Deutschland

Primer (s. Kap. 2.1.2)

metabion, Planegg, Deutschland

Sabouraud-Dextrose-Zellkulturplatte

Mast Diagnostica, Bootle, UK

Safe Lock Tubes (1,5ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Schaedler-Zellkulturplatte

bioMérieux, Marcy I’Etoile, Frankreich

Tris

Merck, Darmstadt, Deutschland

Triton X-100

Merck, Darmstadt, Deutschland
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2.1.2 Primer und Sonden

Folgende Primer und Sonden der Firma metabion (Planegg, Deutschland) wurden fiir die

Real-Time PCRs verwendet.

Primer Sequenz 5¢-3¢ Grofle (nt)
16S F [96] AGA GTT TGA TCN TGG YTC AG 20
16S F11! AGA GTT TGA TCN TGG YTC AGW H 22
16SF12'! AGT TTG ATC NTG GYT CAG SH 20
16S F2 2 GTG CCA GCA GCT GCG GTA AT 20
16S F22'! CAG CCG CGG TAATACRB 17
16SR1[96] | GWA TTA CCG CRG CKG CTG 18
16SR2[97] | CCG TGA ATT CHT TTR AGT TT 20
16SR22! CCC CAG GCG GDN ARY TT 17
338R? TGC TGC CTC CCG TAG GAG T 19
5.8 S[98] CGC TGC GTT CTT CAT CG 17
Can F [99] CCT GTT TGA GCG TCR TTT 18
hgap F [100] | CCA CCC ATG GCA AAT TCC 18
hgap R [100] | ATG GGA TTT CCA TTG ATG ACA AG 23
hgap S [100] | FAM?® TGG CAC CGT CAA GGC TGA GAA CG -BHQI® 23
ITS1 [66] TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 19
ITS4 [99] TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 20
Uni [101] TCT TTG AAC GCA CAT TGC GCC 21

Tabelle 1: Primer- und Sondensequenzen
! Im Rahmen dieser Studie neu designte Primer, 2 Von der Arbeitsgruppe Henrich designte Primer,
2 6-Carboxyfluorescein (Reporter-Farbstoff), ® “Black Hole Quencher*
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2.1.3 Kits

DNeasy Blood & Tissue Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

2.1.4 PCR Mastermixe

2 x MESA Green qPCR Mastermix Plus for SYBR Assay with | Eurogentec, Liittich, Belgien

fluorescein

2 x qPCR Mastermix - No ROX

Eurogentec, Liittich, Belgien

2.1.5 Gerite

Anoxomat Mark

Advanced Instruments, Norwood, MA, USA

Anoxomat Mark Anaerobiertopf

Advanced Instruments, Norwood, MA, USA

CO;-Brutschrank

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

MiniSpin Zentrifuge

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

NanoDrop 1000
Spektrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Thermocycler CFX 96 Touch

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Thermomixer 5436

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortex-Schiittler

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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2.1.6 Software

Die selbst designten Primer wurden mithilfe der Software DNASTAR synthetisiert.

Bio-Rad CFX Manager 3.1

Bio-Rad, Hercules CA, USA

BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool)
hitp.//'www.ncbi.nih.gov/blast.cgi

NCBI, Bethesda, MD, USA

Chromas Lite 2.1

Technolysium Pty. Ltd., Brisbane, Australien

DNASTAR Lasergene 6.0

DNASTAR, Madison, WI, USA

GraphPad Prism 5

Graphpad Software, La Jolla, CA, USA

NanoDrop 1000 3.8

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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2.2  Methoden
2.2.1 Kautelen der Arbeitsablaufe

Die  einzelnen  Arbeitsschritte  der  Studie  unterlagen  steriler  Kautelen
(SicherheitsmaBBnahmen). Wihrend der zahnirztlichen Behandlung wurde stets steriles
Instrumentarium verwendet, der zu behandelnde Zahn mittels Kofferdam und OpalDam
isoliert und anschlieBend mit 30%-igem (w/v) H202 und 3%-igem (w/v) NaOCIl desinfiziert
(s. Kap. 2.2.3). Nach Uberfiihrung der Proben in die eSwab-Transportrohrchen wurden diese
direkt verschlossen und die Proben innerhalb von vier Stunden aufbereitet. Die im
Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte im mikrobiologischen Labor wurden ebenfalls
unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Dabei erfolgten die Sedimentherstellung, der
Plattenausstrich und die DNA-Aufreinigung aus dem Primérmaterial unter einer
mikrobiologischen Sicherheitswerkbank der Klasse II. Die Herstellung der PCR-Mixe wurde
unter einer PCR-Werkbank mit UV-Bestrahlung durchgefiihrt. Die Testung jedes neu
hergestellten PCR-Mixes sowie das gelegentliche Mitfithren von Elutionspuffer und
verwendetem Verdiinnungsmittel im PCR-Lauf dienten als Negativkontrolle und stellten
sicher, dass unter sterilen Kautelen gearbeitet wurde. Verwendete Materialien (PCR

Mastermix, Primer, etc.) wurden nach Herstellerangaben gelagert.

2.2.2 Patientenkollektiv

Insgesamt 17 weibliche und 25 ménnliche Probanden mit einem durchschnittlichen Alter
von 52 Jahren (Median: 50,5 Jahre) nahmen an der Studie teil. Davon waren sechs
minnliche Patienten Raucher.

Das Untersuchungsgut bestand aus 42 Proben von endodontisch behandelten Zdhnen, deren

Wurzelfiillungen infolge einer apikalen Parodontitis revidiert werden mussten.
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Abb. 1: Wurzelgefiillter Zahn 37 mit einer postendodontischen apikalen Parodontitis

17 einwurzelige und 25 mehrwurzelige Zéhne wurden untersucht. 39 von 42 Patienten waren
klinisch symptomfrei und nur 3 Patienten gaben anamnestisch Zahnschmerzen mittlerer
Intensitit an und wurden daher in folgender Arbeit nicht gesondert betrachtet. Anhand von
rontgenologischen Befunden wurde die Diagnose einer postendodontischen apikalen
Parodontitis gestellt und entsprechend wurden die Patienten in der Poliklinik fiir
Zahnerhaltung, Parodontologie und Endodontologie des Universitdtsklinikums Diisseldorf
behandelt. Dabei unterschied die Studie nicht speziell nach Alter und Geschlecht des

Patienten, jedoch unterlag die Auswahl der Probanden folgenden Einschlusskriterien:

e wurzelkanalbehandelter Zahn mit rontgenologischen Zeichen einer postendodontischen
apikalen Parodontitis

e Distanz zwischen radiologischem Apex und Wurzelfiillung <5 mm

e parodontale Sondierungstiefen <5 mm

e keine Antibiotikaeinnahme in den letzten drei Monaten

e abgeschlossenes Wurzelwachstum

e kein Vorliegen einer andersartigen Infektion

Die Patienten wurden im Vorfeld sowohl miindlich als auch schriftlich liber die Studie

aufgekldart und mussten in schriftlicher Form ihre Zustimmung bestitigen. Von der
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Ethikkommission der Medizinischen Fakultidt der Heinrich-Heine Universitdt Diisseldorf

wurde die klinische Studie genehmigt (Ref. Nr.: 5010).

2.2.3 Proben

Erfiillte ein Proband die zuvor genannten Einschlusskriterien und stimmte der Teilnahme an
vorliegender Studie zu, fand zu Beginn der Behandlung die klinische Inspektion des Zahns
und die Erhebung der Sondierungstiefen statt, sodass der zuvor erhobene rontgenologische
Befund um den klinischen ergidnzt werden konnte. Jeweils drei Proben wurden pro Patient
entnommen, die auf mdgliche mikrobielle Korrelation untereinander untersucht werden

sollten (siche Abb. 2).

Abb. 2: Schematische Darstellung der Probennahme
1: subgingivale Plaqueprobe; 2: Desinfektionskontrolle; 3: entferntes Wurzelfiillmaterial

Probe 1 war eine subgingivale Plaqueprobe, die das probandenspezifische polymikrobielle
Gemisch in Zahnnéhe widerspiegelte. Nach Praparation der Pulpakammerkavitit wurde nach
Desinfektion die zweite Probe entnommen, die, sofern es in der unsterilen Mundhohle
moglich war, als Desinfektionskontrolle des Pulpakammerbodens galt. Das entfernte
Wurzelfiillmaterial stellte die dritte Probe dar (s. Abb. 2).

Das fiir den Transport der Proben verwendete Medium war das eSwab-System, welches
sowohl fiir aerobe, anaerobe und anspruchsvolle Bakterien als auch Pilze geeignet ist. Das

eSwab-System besteht aus einem Plastikrohrchen gefiillt mit 1 ml modifiziertem fliissigem
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Amies-Medium und einem Nylon-Flockfaser-Abstrichtupfer. Auch wenn letzterer nicht als
Hilfsmittel zur Probennahme diente, wurde er dem Transportmedium mit der Probe
zugefiigt, da er als Bestandteil des 2-Komponenten-Systems fiir die validiert gesteigerte
Ausbeute des Probenmaterials sorgte und zusammen mit dem Amies-Medium eine bessere
Suspension der Probe ermdglichte. Mit Hilfe des Abstrichtupfers erfolgte zudem das
Beimpfen der Platten zur Kultivierung von Bakterien und Pilzen.

Vor Anlegen des Kofferdams erfolgte die erste Probennahme, um in der spiteren Analyse
die orale Mikroflora des jeweiligen Patienten beurteilen zu konnen. Mit Hilfe eines dem
wurzelgefiillten Zahn entsprechenden Handscalers wurde ein Abstrich von subgingivaler
Plaque zirkuldr entnommen und in das erste eSwab-System gegeben. Zusitzlich diente eine
sterile Papierspitze zur Probennahme, die mit Hilfe einer zahnérztlichen Pinzette in den
Sulkus des Zahns gefiihrt, dort einige Sekunden belassen und anschlieBend in dasselbe
eSwab-Transportmedium gegeben wurde. Der Nylon-Flockfaser-Abstrichtupfer wurde in
das Rohrchen eingefiihrt, an der Einkerbung abgeknickt und das Rohrchen mit dem
Schraubverschluss verschlossen. Die Beschriftung der Probe erfolgte auf dem dafiir
vorgesehenen Etikett des eSwabs.

Nach Anlegen und Abdichten des Kofferdams mit OpalDam erfolgte die Desinfektion des
Zahns und umliegender Bereiche mit 30%-igem (w/v) H2O> und anschlieBend 3%-igem
(w/v) NaOCIl fiir jeweils ca. 10 Sekunden. Im Anschluss daran diente 5%-iges (w/v)
NazS203 zu deren Inaktivierung. Zur Applikation der Losungen wurden jeweils sterile
Wattepellets und eine zahnérztliche Sonde verwendet. Auf die Trepanation des Zahns mit
einem der Zahnmorphologie entsprechend gewihlten zylindrischen Diamantbohrer folgte die
Desinfektion der Zugangskavitit erneut mit 30%-igem H>O, 3%-igem NaOCl und
schlieBlich 5%-igem Na>S;0s. Die Kavitdt wurde mit einem sterilen Wattepellet getrocknet
und als finaler Schritt vor Entfernung des Wurzelfiillmaterials erfolgte die zweite
Probennahme, indem mit einem sterilen Wattepellet, das zuvor mit steriler 0,9%-iger (w/v)
NaCl-Losung angefeuchtet worden war, iiber den Kavitdtenboden gestrichen wurde. Diese
als Desinfektionskontrolle dienende Probe 2 wurde ebenfalls ins eSwab-System {iiberfiihrt.
Um das intrakanaldre Keimspektrum untersuchen zu kénnen, begann die Revision mit der
koronalen Entfernung des Wurzelfiillmaterials mittels Gates-Glidden Bohrer. Die gedffnete
Pulpakammer mit Blick auf die noch mit Guttapercha gefiillten Wurzelkandle ist in

Abbildung 3 dargestellt.
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Abb. 3: Eroffnete Pulpakammer (Abdichtung des blauen Kofferdams mit Opaldam)

Die Guttapercha des mittleren bzw. apikalen Wurzelkanaldrittels wurde mit einer der
Kanalmorphologie entsprechenden Hedstrom-Feile entfernt. Vorsichtig wurde die Feile bis
zur Verankerung in der Wurzelfiillung in den Kanal unter Drehbewegung eingefiihrt und
dann herausgezogen. Die dadurch entfernten Spane des Wurzelfiillmaterials wurden sofort in
dem Proberdhrchen 3 gesammelt und die letzten Spane gemeinsam mit der Hedstrom-Feile
ins eSwab-System iiberfiihrt.

Nach Entnahme der dritten Probe erfolgte die regulire Weiterbehandlung der
Kanalaufbereitung und Obturation.

2.2.4 Kultivierung

Maximal vier Stunden nach Probennahme erfolgte die Aufarbeitung der Proben im Institut
fiir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene des Universititsklinikums
Diisseldorf. Der Ausstrich auf Festndhrboden verfolgte das Ziel der Gewinnung von
Einzelkolonien zur Detektion kultivierbarer Bakterien und Pilze. Eingesetzter
Verdiinnungsausstrich war der fraktionierte Dreidsenausstrich. Zunichst wurden die
Abstrichrohrchen fiir 10 Sekunden mit dem Vortex-Schiittler vorbehandelt, um eine
gleichméBige Durchmischung des Amies-Mediums zu erreichen. Der eSwab-Abstrichtupfer
wurde dem Transportrohrchen entnommen und am Rand der jeweiligen Néhrplatte
abgestrichen, sodass die anhaftende Suspension auf die Platte lief. Mit einer sterilen Einmal-

Impf6se aus Kunststoff wurde die Suspension im 1. Sektor der Platte ausgestrichen, indem
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diese mit leichtem Druck in einer Zick-Zack Bewegung von Rand zu Rand bis zur Hélfte der
Platte gefiihrt wurde. Die Platte wurde um ca. 70° gedreht und mit einer neuen Impfose der
zweite Sektor beimpft. Der Ausstrich begann dabei hinter dem ersten, sodass bereits
ausgestrichenes Material aufgenommen und verteilt wurde. Die Beimpfung des dritten
Sektors erfolgte analog. Die Dichte der Zick-Zack-Linien nahm jedoch zum jeweils
darauffolgenden Sektor ab, was somit die Gewinnung von Einzelkolonien ermoglichte (s.

Abb. 4),

Abb. 4: Schematische Impfstrichfiihrung des Dreiésenausstrichs (links) und beimpfte sowie

bebriitete Kochblutplatte mit der Plaqueprobe von Patient 4 (rechts)
Sektoren I-III nummeriert bzw. mit blauer Schattierung markiert (rechts).

Mit den drei Proben eines Patienten wurden drei Festndhrboden beimpft:

e Zur Anzucht von Aerobiern wurden Kochblutplatten verwendet, die bei 5-10%-iger
COz-Atmosphére und 37°C fiir zwei Tage bebriitet wurden.

e Die Kultivierung von Anaerobiern erfolgte auf Schaedler-Néhrboden fiir vier Tage
bei 37°C in Anoxomat Mark Anaerobiertopfen, die unter Zugabe eines Katalysators
mit einem Gasgemisch aus 85%-igem Stickstoff, 10%-igem Wasserstoff und 5%-
igem Kohlenstoffdioxid befiillt wurden. Die Entfernung des Restsauerstoffs erfolgte
automatisch durch AnschlieBen des Anaerobiertopfes an den Anoxomat und wurde
durch vorheriges Einlegen eines Anaeroteststreifens dokumentiert.

e Zur Anzucht von Pilzen wurden Sabouraud-Dextrose-Platten als Selektivndhrboden

gewihlt, die fiir sieben Tage bei 30°C unter acroben Bedingungen inkubiert wurden.
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Nach den jeweils angegebenen Zeiten wurde das Wachstum von Mikroorganismen auf den
Platten begutachtet, die Keime identifiziert und tabellarisch erfasst.

Zur Identifizierung der Spezies wurde die MALDI-TOF Massenspektrometrie genutzt, die
eine Kombination von Matrix-Assistierter Laser-Desorption-Ionisierung (MALDI) und
Flugzeitanalyse (TOF, engl. time of flight) aufgetrennter lonen darstellt. Die Bakterien
mussten hierzu in frischer Reinkultur vorliegen und in der Regel war eine Kolonie fiir eine
Analyse ausreichend. Die Kolonie wurde in der MALDI-TOF Matrix auf einem Objekttriager
resuspendiert und getrocknet. Nach FEinfiihrung in das zugehorige Gerit erfolgte die
Ablation durch einen gepulsten Laserstrahl, der Molekiile aus der Probe herauslste. Durch
die Aufspaltung der Pilz- und Bakterienbestandteile hinterlie3 jede Spezies ein individuelles
Massenmuster, das durch den Abgleich mit Datensédtzen den Keimnachweis lieferte [102]. In
vorliegender Studie wurde die MALDI-TOF Analyse federfiihrend durch Dr. Adriana
Balasiu aus der Diagnostikabteilung des Instituts fiir Medizinische Mikrobiologie und

Krankenhaushygiene durchgefiihrt.

2.2.5 Priaparation genomischer DNA mittels DNeasy Blood & Tissue Kit

Die Aufarbeitung der genomischen DNA aus den Patientenproben erfolgte im Anschluss an
die Beimpfung der Ndhrmedien (s. Kap. 2.2.4). 800ul des resuspendierten Primérmaterials
wurden aus dem Amies-Medium des eSwab-Transportsystems in ein Eppendorf-Réhrchen
pipettiert und die enthaltenen Zellen (humane Zellen, Bakterien, Pilze) fiir 10 Minuten bei
13.400 x g sedimentiert. Der klare Uberstand wurde anschlieBend entfernt und verworfen,
wobei darauf zu achten war, dass das Sediment nicht beriihrt wurde. Bis zur DNA-
Aufreinigung aller 126 Proben (42 Probanden a 3 Proben) wurden die Sedimente bei -20°C
gelagert.

Fiir die DNA-Aufreinigung wurde das DNeasy Blood & Tissue Kit verwendet und nach dem
Herstellerprotokoll fiir Gram-positive Bakterien verfahren. (Lediglich die Inkubationszeit
mit Proteinase K wurde von 30 auf 60 Minuten erhdht.) Dieses Verfahren ermdglichte eine
einfache und schnelle DNA-Isolation, indem die gereinigte DNA an der Silika-Membran

haftete und anschlieBend in 50-100ul Elutionspuffer von der Sdulenmatrix eluiert wurde.
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2.2.6 Spektralphotometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der genomischen DNA-Préiparation
erfolgte durch photometrische Messungen im UV-Bereich. Hierzu wurde das NanoDrop-
1000 Spektrophotometer genutzt, das die Absorption der Probe bei 260nm (fiir DNA) und
280nm (fiir Proteine) mal3. Die Hohe der Extinktion bei 260nm (= optische Dichte OD260nm)
korrelierte dabei mit der Konzentration an Nukleotiden. Verantwortlich hierfiir waren die
Absorptionseigenschaften der aromatischen Ringe der Basen. 50ug/ml doppelstringige
DNA entsprachen bei dieser Wellenlidnge einer optischen Dichte von 1.

Zu Grunde lag folgende Formel:

c [ug dsDNA /ml] = OD260nm x 50

Fiir die Konzentrationsbestimmung wurde die zum Spektrophotometer gehdrige Software
NanoDrop 1000 3.8 unter dem Profil ,Nukleinsdure® gestartet. Zur Kalibrierung des
Spektrophotometers wurde 1ul des Elutionspuffers des DNeasy Blood & Tissue Kits
verwendet, auf den Probenteller pipettiert, der Arm des Sensors aufgelegt und die Messung
des reinen Puffers als ,Blank® gemessen. AnschlieBend wurde der Puffer mit einem
Prézisions-Wischtuch abgewischt und durch 1ul der Probe ersetzt, vermessen und hinterher
der Probenteller wieder gereinigt. RegelméBige "Reblanks" mit Elutionspuffer zwischen den
Patientenproben minimierten dabei mogliche Messfehler. Mit der Software wurde eine
tabellarische Darstellung der gemessenen OD-Werte bei 230nm, 260nm und 280nm, wie
auch die Konzentration der Probe in ng/ul geliefert und eine grafische Darstellung des
Wellenldngenbereichs von 220nm bis 350nm ermdglicht, um die Reinheit der DNA bei
260nm und verunreinigende Substanzen wie Losungsmittel bei 230nm oder Proteine bei

280nm beurteilen zu konnen.

2.2.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die in vorliegender Studie durchgefiihrte TagMan-PCR zum Nachweis des humanen
GAPDH-Gens (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) wurde unter Verwendung des
Thermocyclers CFX 96 Touch durchgefiihrt. Die Dehydrogenase katalysiert die
Umwandlung von D-Glycerinaldehyd-3-Phosphat in 1,3-Diphospho-D-Glycerat. Als

sogenanntes single copy Gen, d.h. es kommt nur einmal im gesamten Genom vor,
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entsprachen die nachgewiesenen Kopien des GAPDH-Gens der Anzahl nachgewiesener
humaner Zellen. Bei fehlendem Nachweis des humanen GAPDH-Gens in einer
Patientenprobe 1 (und 3) mussten mogliche Inhibitoren der PCR angenommen werden [76].
Konnte eine Inhibition ausgeschlossen werden, war in der Regel die DNA-Giite der Probe
fiir einen Keimnachweis nicht ausreichend.

Die Herstellung des PCR-Mixes fiir die GAPDH-PCR sowie seine Verteilung auf die Wells
einer 96-Well-Platte (je 22,5ul/Well) wurden im Mastermix-Raum durchgefiihrt. Tabelle 2
zeigt die Zusammensetzung des PCR-Mixes mit 2x qPCR Mastermix - No ROX.

Bestandteil Volumen Endkonzentration
DNA-Template 2,5 ul 1/10

2x Mastermix 12,5 pl Ix

hgap F (100pM) 0,075 ul 0,3 uM
hgap R (100uM) 0,075 ul 0,3 uM
hgap S (100uM) 0,05 pl 0,2 uM
Aqua dest. 10,0 pl -

Tabelle 2: Zusammensetzung des PCR-Mixes fiir die GAPDH-PCR

Um die Kontamination der PCR-Mixe und des Arbeitsplatzes zu vermeiden, erfolgte die
Zugabe der DNA der Patientenproben und Quantifizierungsstandards in einem separaten
Raum. Hier wurden je 2,5u1 der DNA-Proben zum PCR-Mix pipettiert. Nach DNA-Zugabe
enthielt der fertige PCR-Mix in seiner Endkonzentration 1x Mastermix (bestehend aus
Reaktionspuffer, ANTPs (inklusive dUTP), HotGoldStar DNA Polymerase, AmpErase, SmM
MgCl> und Stabilisatoren), das Primerpaar hgap F und -R (je 0,3uM) und die mit dem
Fluoreszenzfarbstoff FAM (6-Carboxyfluorescein) markierte Sonde hgap S (0,2uM). Um die
Kontaminationsfreiheit des PCR-Mixes zu bestdtigen, enthielt ein Well nur den PCR-Mix
ohne Patientenprobe bzw. Standard (Negativkontrolle).

Zur simultanen Amplifikation von Quantifizierungsstandards wurden zusétzlich
plasmidklonierte GAPDH-PCR-Produkte in Konzentrationen von 2,5E+02, 2,5E+03 und
2,5E+05 pipettiert [103]. Die Wells wurden mit Achter-Deckelstreifen pro Spalte
verschlossen und die Plattenbelegung der PCR entsprechend tabellarisch notiert.
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Die GAPDH-PCR lief unter dem PCR-Protokoll 1 mit folgenden Bedingungen:

Schritt Dauer Temperatur
Aktivierung AmpErase 10:00 min 50°C
Denaturierung genomischer DNA 10:00 min 95°C
+Inaktivierung AmpErase

Denaturierung 0:15 min 95°C
Primerannealing+Elongation H0x { 1:00 min 60°C

Tabelle 3: PCR-Protokoll 1

Um falsch positive Ergebnisse durch Verschleppung von PCR-Produkten zu vermeiden,
enthielt der PCR-Mastermix AmpErase Uracil N-Glycosylase (UNG) [104], die bei 50°C
Uracil aus einzel- und doppelstringiger DNA entfernt, das in vorangegangenen
Amplifikationen in die PCR-Produkte eingebaut worden war [105]. So wurden
eingeschleppte PCR-Produkte im zehnminiitigen 50°C-Schritt zu Beginn der PCR abgebaut
und standen in der nachfolgenden PCR somit als Template nicht mehr zur Verfiigung. Die
AmpErase wurde dann im néchsten Schritt durch den Temperaturanstieg auf 95°C
inaktiviert, sodass als Template fiir die GAPDH-PCR nur noch die genomische DNA der

Patientenprobe dienen konnte.

In der vorliegenden Studie wurden zum mikrobiellen Nachweis Real-Time PCR-Assays
verwendet, bei denen aufler dem Primerpaar SYBR-Green I als Fluoreszenzfarbstoff
verwendet wurde. Die in die jeweilige PCR eingesetzten Primerpaare, die Amplikongrof3e
der PCR-Produkte, das verwendete PCR-Protokoll sowie der PCR-Mix sind in Tabelle 4

aufgelistet.
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PCR Primerpaar *° Amplikongrofe (bp) Protokoll Mix
16S 500 16S F, 16S R1 500 2 1
16S 900 16S F, 16S R2 900 2 1
16S N1 16S F11, 16S F12, 16S R1 529, 534 2 1
16S NI1-11 16S F11, 16S R1 529 2 1
16S N1-12 16S F12, 16S R1 534 2 1
16S N2 16S F2, 16S R22 374 2 1
16S N3 16S F22, 16S R2 405 2 1
Pan-Pilz ITS1, ITS4 660 2 1
Pan-Pilz 2 Pan-Pilz 2.1+ 2.2 3 1
Pan-Pilz_2.1 ITS1, 5.8S 250-300 3 2
Pan-Pilz 2.2 Uni, ITS4 280-300 3 2
Candida CanF, ITS4 230-310 3 1

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verschiedenen PCR-Assays
2 Primersequenzen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt, ®in den PCR-Mix eingesetzt mit einer Molaritit von jeweils
100uM

Die Ansitze fiir die PCR wurden mit MESA Green qPCR Mastermix Plus for SYBR Assay
with fluorescein hergestellt, bestehend aus Reaktionspuffer, dNTPs (inklusive dUTP),

MeteorTaq DNA Polymerase, MgCl» SYBR-Green 1,

(4mM Endkonzentration),
Stabilisatoren und Fluorescein. In Tabelle 5 ist die Zusammensetzung der PCR-Mixe der in

Tabelle 4 gelisteten PCRs dargestellt:

Bestandteil

Volumen/ Endkonzentration

Mix 1

Mix 2

Volumen/ Endkonzentration

DNA-Template

2x Mastermix

Primer Forward (100uM)
Primer Revers (100uM)

Aqua dest.

2,5 ul/ -

12,5 ul/ 1x
0,2 pul/ 0,8 uM
0,2 ul/ 0,8 uM
9,6 ul/ -

2,5 ul/ -

12,5 pl/ 1x
0,1 ul/ 0,4 uM
0,1 ul/ 0,4 uM
9,8 ul/ -

Tabelle 5: Zusammensetzung der PCR-Mixe
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Die Candida-PCR, Pan-Pilz 2, sowie Pan-Pilz 2.1 und 2.2 liefen unter folgendem PCR-

Amplifikationsprofil:

Schritt Dauer Temperatur

Start 10:00 min 95°C

Denaturierung 0:15 min 95°C

Primerannealing+Elongation 40x { 1:00 min 60°C

Schmelzkurvenanalyse 0:15 min 95°C

1:00 min 60°C

0:15 min 65°C

Starttemperatur 65°C

Endtemperatur 95°C

Temperaturinkrement 0:15 min 0,5°C

Tabelle 6: PCR-Protokoll 3

Zur Charakterisierung der entstandenen PCR-Produkte im SYBR-Green-Assay diente die

Schmelzkurvenanalyse im Anschluss an die Amplifikation. Das Temperaturprofil begann

mit der Einstellung auf 65°C, gefolgt von einer schrittweisen Temperaturerhohung um je

0,5°C bis auf 95°C (s. Tabelle 6). Jeder Temperaturschritt wurde 15 Sekunden gehalten und

anschlieBend das Fluoreszenzsignal der Probe gemessen.
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Tabelle 7 zeigt das Amplifikationsprofil fiir 16S 500/900, Pan-Pilz, 16S N1, NI-11, NI-
12, N2und N3*:

Schritt Dauer Temperatur
Start 2:00 min 95°C
Denaturierung 0:30 min 95°C
Primerannealing 40x { 0:30 min 55°C/ *57,9°C
Elongation 1:00 min 72°C
Schmelzkurvenanalyse siche Tabelle 6

Tabelle 7: PCR-Protokoll 2

Mittels der Software Bio-Rad CFX Managers 3.1 erfolgte in vorliegender Studie die
Datenanalyse der PCR (s. Kap. 3.3.1).

2.2.8 Aufreinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte mit einem Schmelzpunkt >79°C (s. Kap 3.3.1) wurden mithilfe des
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kits nach Herstellerangaben aufgereinigt. Um die
Produktausbeute zu erhdhen, wurde das Protokoll insofern veréndert, als alle Zeitangaben
zur Zentrifugation verdoppelt wurden. Die PCR-Produkte wurde von der Silika-Saule in
27ul Puffer NE des Kits eluiert und ihre Konzentration und Reinheit mittels NanoDrop-
Messung bestimmt (s. Kap. 2.2.6).

2.2.9 Sanger-Sequenzierung

Fiir die Sanger-Sequenzierung war eine DNA-Konzentration des PCR-Produkts von 15ng/ul

erforderlich, sodass bei Bedarf das Eluat mit Elutionspuffer NE entsprechend verdiinnt
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wurde. AnschlieBend erfolgte die fluoreszenzbasierte Sanger-Sequenzierung durch das
Biologisch-Medizinische Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf. Dazu wurden zusammen mit den PCR-Produkten Sequenzierungsprimer an das
BMFZ geliefert, die mindestens einen der im jeweiligen PCR-Mix enthaltenen Primer
darstellten (s. Tabelle 1+4). So wurde sichergestellt, dass der Sequenzierungsprimer
komplett identisch mit der Zielsequenz war und eine Sequenzierung durchgefiihrt werden
konnte. Optional konnte auch ein Sequenzierungsprimer verwendet werden, dessen
Zielsequenz innerhalb des von beiden PCR-Primern begrenzten DNA-Bereichs lag und
typisch fiir die bakterielle Doméine war. Fiir die 16S 500/900 PCR konnte optional der
innenliegende Primer 338 R, fiir die 16S 900 PCR zusdtzlich noch der Primer 16 Rl
verwendet werden (s. Tabelle 1 und Abb. 14).

2.2.10 BLAST-Analyse

Nach durchgefiihrter Sanger-Sequenzierung konnten die Datensétze auf dem Server des
BMFZ unter dem Login des Genomics& Transcriptomics Labor[s] (GTL) heruntergeladen
werden. Mithilfe des Programms Chromas Lite 2.1 lieB sich der .abi Datenfile als
Sequenzabfolge der Sanger-Sequenzierung farblich darstellen. Mithilfe der BLAST-Analyse
(Basic Local Alignment Search Tool) des National Center for Biotechnology Information
(NCBI, http://www.ncbi.nih.gov/blast.cgi) wurde einer auswertbaren Sequenz (s. Kap. 3.3.2)
durch ein duales Alignment max. 100 homologe Sequenzen in absteigender Homologie
zugeordnet. Dazu wurde auf der NCBI-Website das ,,Nukleotid BLAST* ausgewéhlt und
das Chromatogramm aus Chromas Lite 2.1 im textbasierten FASTA-Format in die BLAST-
Suchmaschine kopiert. DNA-Sequenzen unkultivierter Umweltproben wurden aus der
Datenanalyse exkludiert und ,,megablast™ als BLAST-Algorithmus gewéhlt, um Sequenzen
mit hoher Identitdt zu finden. SchlieBlich wurde die Nummer der Patientenprobe als Titel
eingetragen und die BLAST-Analyse gestartet. Das Programm lieferte eine Auflistung
lokaler Alignments, also eine Gegeniiberstellung der gesuchten Sequenz mit hinterlegten

Sequenzen aus der Datenbank, deren Auswertung nach unterschiedlichen Kriterien erfolgte

(s. Kap. 3.3.2).
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2.2.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung erfolgte mittels der Statistik-Software
GraphPad Prism 5. Dabei wurden der DNA-Gehalt, die Anzahl humaner Zellen (d.h.
GAPDH-Genoméquivalente) und die Anzahl kultivierter Bakterienspezies jeder
entnommenen Probe analysiert. Um Unterschiede der erhobenen Daten zwischen den Proben
1 (Plaque), 2 (K-) und 3 (WF) aller Probanden oder nur innerhalb einer Gruppe (z.B.
Nichtraucher) feststellen zu kénnen, wurde eine ANOVA mit Messwiederholung (engl.
repeated measures ANOVA) durchgefiihrt.

Um Ergebnisse der gleichen Probe (z.B. Plaque) zwischen den Gruppen (z.B. weiblich vs.
minnlich, Raucher vs. Nichtraucher) zu vergleichen, wurde der t-Test fiir unabhéngige
Stichproben angewandt.

Mittels des McNemar-Tests konnten anhand von Vierfeldertafeln fiir verbundene
Stichproben die Erfolgsraten der Nachweisverfahren (Kultur vs. PCR) fiir Probe 3 (WF) auf
statistische Signifikanz untersucht werden.

Mit p <0.05 wurde das Signifikanzniveau fiir die statistische Auswertung festgelegt.

33



3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika des Patientenkollektivs und ihrer Proben

Die in die Studie eingeschlossenen 42 Probanden mit einem Durchschnittsalter von 52

Jahren (28-77 Jahre) lieBen sich anhand folgender Kriterien charakterisieren:

Geschlecht Alter Raucher Wurzel Krone
w: 17/42 <501J:18/42 jar  6/42 1: 17/42 jar 10/42
m: 25/42 >50J:24/42 nein; 36/42 >1: 25/42 nein; 32/42

Tabelle 8: Charakterisierung des Patientenkollektivs nach den Kriterien
Geschlecht, Alter, Raucher, Wurzelanzahl und Krone
Angabe der Probandenanzahl (n=42), w: weiblich, m: ménnlich, J: Jahre

Aufgrund der geringen Patientenzahl mit Schmerzsymptomatik in der Anamnese oder
insuffizienten (Autbau-)Fiillungen (je 3/42 Fille) wurde auf ihre gesonderte Betrachtung
verzichtet. Die insuffizienten Fiillungen wurden im ersten Behandlungsschritt ausgetauscht
und anschlieBend gemél Behandlungsprotokoll (s. Kap. 2.2.3) verfahren. 10 der 42
untersuchten Zahne waren prothetisch mit Kronen versorgt, die sich alle klinisch suffizient
zeigten. Da der jeweilige Zeitpunkt der primiren endodontischen Behandlung nicht immer
eindeutig bestimmt werden konnte, wurde eine Unterscheidung hinsichtlich des Alters der

Waurzelfiillung nicht vorgenommen.

Wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben, wurden pro Zahn drei Proben entnommen. Die
subgingivale Plaqueprobe (Plaque) als polymikrobielles Gemisch diente zur Bestimmung
der patientenspezifischen oralen Mikroflora. Als Desinfektionskontrolle (K-) wurde Probe 2
nach Kavititenpréaparation und Desinfektion entnommen. Der Fokus der Studie stellte Probe
3 (WF) dar, die als entferntes apikales Wurzelfiillmaterial die Pathogene enthielt, die im
Zusammenhang mit einer postendodontischen apikalen Parodontitis untersucht werden

sollten.

Die sondenbasierte GAPDH-TagMan-PCR diente als Positivkontrolle (s. Kap. 2.2.7).
Aufgrund des Nachweises dieses single copy Gens konnte die Quantitit der GAPDH-
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Genomiquivalente (GE) einer Probe mit der Anzahl an humanen Zellen gleichgesetzt
werden. Erfolgte in einer Probe kein GAPDH-Nachweis, musste entweder von einer
Inhibition der PCR oder von unzureichender DNA-Giite der Probe ausgegangen werden. In
der Plaqueprobe kam es nur einmal, in der Desinfektionskontrolle 22-mal und in dem
Waurzelfiillmaterial achtmal zum Fehlen einer GAPDH-Amplifikation.

Wie Abbildung 5A verdeutlicht, wurde in der subgingivalen Plaqueprobe eine grofere
Menge humaner Zellen detektiert als in der Desinfektionskontrolle; der Unterschied war
hoch signifikant (p=0.001-0.01). Dabei lag die mittlere Konzentration bei ca. 4x10°
humanen Zellen/Probe 1. Im Vergleich enthielt das entfernte Wurzelfiillmaterial, das nicht
zwingend humanes Zellmaterial enthalten musste, im Mittel nur 4,5x10* humane
Zellen/Probe 3. Zwischen Proben 1 und 3 zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p=0.01-
0.05, s. Abb. 5A).
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Abb. 5: Streudiagramm der Menge humaner Zellen pro Probe (A) und DNA-Gehalt pro Probe

(B)

Signifikanzlevel mit ***p<0.001, **p=0.001-0.01, *p=0.01-0.05 und eingezeichnetem Standardfehler. A
GAPDH-Genoméquivalente (GE), B DNA-Gehalt (ng) der Proben 1 (subgingivale Plaqueprobe: Plaque), 2
(Desinfektionskontrolle: K-) und 3 (Wurzelfiillmaterial: WF).

Diese Tendenz spiegelte sich auch in dem DNA-Gehalt der Proben wieder (s. Abb. 5B). Mit
einem hochst signifikanten Unterschied enthielten die 42 Plaqueproben mit einem
durchschnittlichen DNA-Gehalt von ca. 454 (+/-68) ng/Probe 1 mehr DNA als die
jeweiligen Desinfektionskontrollen mit 167 (+/-24) ng/Probe 2. Auch der Vergleich

zwischen der Plaqueprobe und dem entfernten Wurzelfiillmaterial liel eine statistische
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Signifikanz feststellen, da im Wurzelfiillmaterial im Mittel ein geringerer DNA-Gehalt
gemessen wurde (306 (+/-35) ng /Probe 3). Zwischen der Desinfektionskontrolle und der
Guttapercha wurde ebenfalls ein signifikanter Unterschied beobachtet (s. Abb. 5B).

Somit zeigte die mikrobielle Plaque (Plaque) die hochsten Werte an DNA und humanen
Zellen, der desinfizierte Kavitdtenboden (K-) die geringsten, wéhrend sich die Werte des

Wurzelfiillmaterials (WF) dazwischen bewegten.

3.2 Kultureller Nachweis von polymikrobiellen Infektionen

3.2.1 Semiquantifizierung des Kulturwachstums

Bis heute noch zihlt die Kultivierung als Goldstandard zur polymikrobiellen Diagnostik. Der
Plattenbeimpfung folgte die Semiquantifizierung und Keimidentifizierung (s. Abb. 4, Kap.
2.2.4). Abbildung 6 zeigt beispielhaft den kulturellen Nachweis von Mikroorganismen der

drei resuspendierten Proben eines Probanden auf Kochblut-Ndhrmedien.

Abb. 6: Beispiel der kulturellen Anzucht von Mikroorganismen aus Proben von Patient 4

Subgingivale Plaqueprobe: Plaque, Desinfektionskontrolle: K- und Wurzelfiillmaterial: WF von Proband 4
wurden auf Kochblut-Ndhrmedien im Dreidsenausstrich ausplattiert und gemaB Kap. 2.2.4 bebriitet. Kulturelles
Wachstum in den Sektoren wurde mit blauer Schattierung markiert.

Das Wachstum auf den Kulturplatten der Proben von Patient 4 bestdtigte die zuvor in
Kapitel 3.1 beschriecbene Tendenz des groBiten DNA-Gehalts in der subgingivalen

Plaqueprobe und der geringsten Last in der Desinfektionskontrolle. Wihrend die
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Desinfektionskontrolle kein mikrobielles Wachstum zeigte (s. Abb. 6), lie} sich im ersten
Sektor der mit Probe 3 (WF) beimpften Platte bakterielles Wachstum nachweisen. Als

polymikrobielles Gemisch zeigte die Plaqueprobe in den ersten beiden Sektoren deutliches

Wachstum.

Um die Keimlast der drei Probeentnahmestellen miteinander vergleichen zu kénnen, wurde

folgendes Schema zur Semiquantifizierung des kulturellen Wachstums gewihlt:

+ ganz vereinzeltes Wachstum < 10-20 Kolonien im ersten Sektor
++ vereinzeltes Wachstum > 20 Kolonien im ersten Sektor
+++  maiBiges Wachstum Kolonien im ersten und zweiten Sektor
++++ reichliches Wachstum Kolonien in allen drei Sektoren
25 4
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Abb. 7: Semiquantifizierung des kulturellen Wachstums der drei Proben
Kulturelles Wachstum aller drei Ndhrmedien wurde wie folgt semiquantifiziert:

+: ganz vereinzeltes Wachstum, ++: vereinzeltes Wachstum, +++: miBiges Wachstum,
++++: reichliches Wachstum

Aus Abbildung 7 wird ersichtlich, dass sich in den Plaqueproben im Vergleich zu den
anderen beiden Proben (K- und WF) hohere Wachstumsraten feststellen lieBen. War die
Kultur nach Beimpfen mit der resuspendierten Probe aus dem Wurzelfiillmaterial positiv, so

zeigte sich in der Regel ganz vereinzeltes bzw. vereinzeltes Wachstum. Somit konnte an
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dieser Stelle die subgingivale Plaqueprobe (Plaque) als polymikrobielles Gemisch mit hoher
Keimlast, das Wurzelfiillmaterial (WF) als Probe mit miBiger Keimbesiedlung und der

desinfizierte Kavitdtenboden (K-) mit geringster mikrobieller Beladung beschrieben werden.

Um eine Aussage liber die mikrobielle Diversitit machen zu konnen, wurde die Anzahl
kultivierter Bakterienspezies in den Proben bestimmt und in Abbildung 8 grafisch

dargestellt.

ks

10+

Anzahl kultivierter
Bakterienspezies/Probe

Abb. 8: Streudiagramm der Anzahl kultivierter Bakterienspezies pro Probe

Signifikanzlevel mit ***p<0.001, **p=0.001-0.01 und eingezeichnetem Standardfehler. Anzahl kultivierter
Bakterienspezies der Proben 1 (subgingivale Plaqueprobe: Plaque), 2 (Desinfektionskontrolle: K-) und 3
(Wurzelfiillmaterial: WF).

Die zuvor beschriebene mittlere Keimlast der drei Proben (s. Abb. 5, 6 und 7) korrelierte mit
der Anzahl kultivierter Bakterienspezies pro Probe (s. Abb. 8). So lielen sich in der
subgingivalen Plaque in der Regel nicht nur die hochsten Werte an DNA und humanen
Zellen sowie die grofite Keimzahl feststellen, sondern auch mit durchschnittlich ca. 6
verschiedenen Bakterienspezies/Probe die hochste mikrobielle Diversitdt. Der Unterschied
zur Desinfektionskontrolle als auch zum entfernten Wurzelfiillmaterial war statistisch hochst
signifikant (p<0.001). Die durchschnittliche Anzahl kultivierter Bakterienspezies im
Waurzelfiillmaterial lag mit 1,6 Spezies/Probe statistisch hoch signifikant iiber den Werten
der Desinfektionskontrolle (p=0.001-0.01).
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Es war daher festzuhalten, dass im Vergleich zur Plaqueprobe im Wurzelfiillmaterial nicht

nur die Menge an kulturell nachweisbaren Mikroorganismen, sondern auch deren Vielfalt

abnahm.

3.2.2 Dominanz der Gram-positiven Anaerobier

Die Speziesidentifizierung der kultivierten Bakterien wurde mittels MALDI-TOF
Massenspektrometrie durchgefiihrt (s. Kap. 2.2.4) und anschlieBend den 3 Gruppen:

(I) aerobe/aerotolerante Bakterien, (II) anaerobe/fakultativ anaerobe Bakterien und (III) Pilze
zugeordnet.

Wie aus Abbildung 9 ersichtlich, zeigte die Plaqueprobe als polymikrobielles Gemisch in
allen Fillen kulturelles Wachstum aerober/aerotoleranter Bakterien und bis auf eine
Ausnahme auch Wachstum anaerober/fakultativ anaerober Bakterien. Nur 1/42

Plaqueproben lieferte in der Kultur einen Pilznachweis.

40 -
= 30 - [~ aerobg/aerotolerante
G Bakterien
C
e 20 - ® anaerobe/fakultativ
3 anaerobe Bakterien
(@]
x 10 - Pilze

. ¥

Plaque K-

Abb. 9: Ubersicht iiber die Anzahl der Proben mit kulturellem Nachweis von Bakterien und
Pilzen

Nach der Speziesidentifizierung mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie erfolgte die Einteilung in
aerobe/aerotolerante, anaerobe/fakultativ anaerobe Bakterien und Pilze in der subgingivalen Plaque (Plaque),
der Desinfektionskontrolle (K-) und dem Wurzelfiillmaterial (WF).

Im entfernten Wurzelfiillmaterial erfolgte in 28/42 Féllen ein kultureller Nachweis von

Mikroorganismen. Es dominierten Anaerobier/fakultative Anaerobier (28/42) gegeniiber den
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aeroben/aerotoleranten Keimen (20/42), wéhrend Pilze in keiner Probe nachgewiesen
werden konnten.

Zeigte der desinfizierte Kavitidtenboden (K-) kulturelles Wachstum, so handelte es sich in
allen Fillen (9/42) um Anaerobier/fakultative Anaerobier. In ca. 22% der Félle wurde die
Bakteriengattung der Desinfektionskontrolle auch in der Plaqueprobe gefunden
(Streptococcus, Actinomyces und Fusobacterium) und zu ca. 44% fand sich die Gattung der
Desinfektionskontrolle auch im Wurzelfiillmaterial wieder (Streptococcus, Actinomyces, E.
faecalis, Propionibacterium und Lactobacillales). In keinem Fall wurde in allen drei Proben
(Plaque, K-, WF) die gleiche Bakterienspezies nachgewiesen, sodass an dieser Stelle eine
Verschleppung der Keime aus der Plaque in den Wurzelkanal wihrend der Probennahme

ausgeschlossen werden konnte.

Im néchsten Schritt wurden die detektierten Mikroorganismen nach ihrem Sauerstoffbedarf

und Firbeverhalten in der Gram-Fiarbung charakterisiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung

10 dargestellt.
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Abb. 10: Einteilung der mittels Kultur detektierten Bakterien in den drei Proben nach Gram-
Farbung und Sauerstoffbedarf

Einteilung in aerobe (=acrobe und aerotolerante) und anaerobe (=anaerobe und fakultativ anaerobe)
Bakterien. Subgingivale Plaqueprobe (Plaque), Desinfektionskontrolle (K-), Wurzelfiillmaterial (WF).
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In der Plaque lieB sich mit insgesamt 56% eine Dominanz von Gram-positiven Bakterien
nachweisen. Den grofliten Anteil bildeten hier die Gram-positiven Anaerobier mit 36%.
Diese Verteilung zeigte sich auch im Wurzelfiillmaterial: es dominierten ebenfalls die Gram-
positiven, anaeroben Keime und machten hier sogar einen Anteil von insgesamt 53% aus.
Der alleinige Vergleich zwischen Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien in der

Guttapercha zeigte mit 80% eine deutliche Dominanz der Gram-positiven Pathogene.
Die mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie in der Plaque und im Wurzelfiillmaterial

detektierten Mikroorganismen wurden anschlieBend auf Ordnungsebene zusammengefasst

und in Abbildung 11 dargestellt.
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Plague

Neisseriales Andere

Veillonellales

Lactobacillales
Pasteurellales

Actinomycetales

Bacillales Andere

Bacteroidales

Lactobacillales

Actinomycetales

Abb. 11: Ordnungen der kulturell detektierten Mikroorganismen in subgingivaler Plaque

(Plaque) und im Wurzelfiillmaterial (WF)

Taxonomische Ebene: Ordnung. Ordnungen mit {iberwiegend Gram-positiven Bakterien sind in rétlichen
Farbtonen, Ordnungen mit iiberwiegend Gram-negativen Bakterien in Blautonen dargestellt. Unter Andere
wurden Ordnungen mit einem geringen Anteil zusammengefasst.

Mit einem Anteil von insgesamt 46% der Bakterien wurden die Ordnungen Lactobacillales
und Actinomycetales am héufigsten in der Plaque detektiert. Hauptvertreter dieser beiden
Ordnungen bildeten die Arten Streptococcus (Ordnung: Lactobacillales), Actinomyces und

Rothia (Actinomycetales). Aggregatibacter und Haemophilus (Pasteurellales), Neisseria
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(Neisseriales), Veillonella (Veillonellales) und Fusobacterium (in Abb. 11 unter ,,Andere*
(Fusobacteriales)) wurden mit geringerer Haufigkeit detektiert. Dabei war es moglich, in der

Sanger-Sequenzierung folgende dominante Bakteriengattungen bis auf Speziesebene zu

identifizieren:

Streptococcus (16%): S. mutans, S. mitis, S. oralis, S. pneumoniae, S. salivarius,
S. anginosus, S. intermedius, S. sanguinis, S. parasanguinis,
S. sobrinus, S. gordonii, S. constellatus, S. thermophilus

Actinomyces (15%): A. viscosus, A. odontolyticus, A. meyeri, A. naeslundii,
A. denticolens

Veillonella (11%): V. parvula

Rothia (10%): R. dentocariosa, R. mucilaginosa

Neisseria (9%): N. flava, N. subflava, N. perflava mucosae, N. elongata, N.
sicca

Fusobacterium (8%): F. nucleatum

Haemophilus (7%): H. parainfluenzae

Im Wurzelfiillmaterial stieg der Anteil an Lactobacillales und Actinomycetales auf 67% an.
Hiufigste Gattung stellte Streptococcus (Lactobacillales) dar, gefolgt von Enterococcus,
Propionibacterium und Actinomyces (Actinomycetales) sowie Staphylococcus (Bacillales).

Folgende Spezies wurden als dominante Vertreter identifiziert:

Streptococcus (15%): S. mutans, S. mitis, S. oralis, S. intermedius, S. anginosus, S.
sanguinis

Enterococcus (13%): E. faecalis

Propionibacterium (13%):  P. acnes, P. granulosum

Actinomyces (9%): A. viscosus

Staphylococcus (7%): S. epidermidis, S. saprophyticus

Streptococcus war die dominanteste Gattung, die sowohl in der Plaque (16%) als auch im
Wurzelfiillmaterial (15%) nachgewiesen wurde. Im Vergleich zur subgingivalen Plaque
nahmen die Anteile an Enterococcus (von <1% auf 13%) und Propionibacterium (von 1%

auf 13%) im Wurzelfiillmaterial deutlich zu. Bakterien der Ordnungen Bacteroidales und
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Bacillales wurden in der Guttapercha hdufiger detektiert, als es in der Plaqueprobe der Fall
war. Wihrend der Anteil von Bacteroidales von 3% (Plaque, unter ,,Andere*) auf 10% (WF)
anstieg, stieg der Anteil von Bacillales von <1% (Plaque) auf 8% im Wurzelfiillmaterial an.

Eine geringere Privalenz in der Guttapercha als in der subgingivalen Plaque zeigten
Veillonellales (von 11% auf 4%). Bakterien der Ordnungen Neisseriales und Pasteurellales
lieBen sich hingegen ausschlieBlich in der Plaque und nicht im Wurzelfiillmaterial

nachweisen.

3.3  Molekulargenetische Analyse

3.3.1 Schmelzkurvenanalyse

In vorliegender Studie wurde die Kultur als Standarddiagnostik dem Nachweis dominanter
Bakterien und Pilze mittels Pan-Bakterien und Pan-Pilz PCR (Polymerase-Kettenreaktion)
gegentibergestellt. Hierzu wurden Primer eingesetzt, die an eine Region des rDN A-Operons
binden, die in allen Bakterien (Pan-16S) oder allen Pilzen (Pan-18S) hochkonserviert ist und
eine speziesspezifische Region flankieren, deren Sanger-Sequenzierung die anschlieBende
BLAST-gestiitzte Identifizierung der Spezies ermoglicht [61].

Die Real-Time PCRs wurden unter Zugabe des DNA- (und PCR-Produkt-) interkalierenden
SYBR-Green 1 Fluorophors durchgefiihrt, sodass die Messung der relativen
Fluoreszenzintensitit (engl. relative fluorescence units (RFU)) von Zyklus zu Zyklus die
Zunahme synthetisierter PCR-Produkte anzeigte, die mittels der Software Bio-Rad CFX
Manager 3.1 ausgewertet wurde (s. Abb. 12).
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Abb. 12: Exemplarische Darstellung der Amplifikationskurve mit Schmelzkurvenanalyse einer
sequenzierbaren im Vergleich zu einer nicht sequenzierbaren Probe mit Primerdimeren
Amplifikationskurve (A1) der fir Candida albicans positiven Probe 3 (WF) des Probanden 23 (23-3) in der
Candida-PCR  mit zugehoriger Schmelzkurvenanalyse (A2). Amplifikationskurve (B1) der nicht
sequenzierbaren Probe 19-3 (Probe 3 (WF) des Probanden 19) in der Candida-PCR mit zugehdriger
Schmelzkurvenanalyse (B2).

rot: Positivkontrolle (K+), schwarz: Negativkontrolle (K-), blau: Patientenprobe, griin: threshold. RFU: relative
Fluoreszenzintensitit; SYBR: Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green I; -d(RFU)/dT: negative Anderungsrate der
Fluoreszenz in Abhédngigkeit der Zeit (Bio-Rad CFX Manager 3.1).

Wie Probe 23-3 in Abbildung
Amplifikationskurven der meisten PCRs vor dem 30. Zyklus positiv (Al) und ihre PCR-

exemplarisch  fiir 12A  gezeigt, wurden die
Produkte wiesen fiir sie charakteristische Schmelzpunkte (Mp-Wert, engl. melting peak) von
>80°C auf (A2). Eine Amplifikationskurve wurde dann als positiv definiert, sobald das

Fluoreszenzsignal der entstehenden PCR-Produkte einen softwareermittelten Schwellenwert
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(engl. threshold) tiberschritt. Dieser Zeitpunkt (Ct-Wert, engl. threshold cycle) konnte als
theoretische GrofBe einerseits zwischen Patientenprobe und jeweiliger Positivkontrolle (s.
Abb. 12A1) und andererseits zwischen unterschiedlichen Patientenproben verglichen
werden.

Proben, wie Probe 19-3 in Abbildung 12B, deren Amplifikationskurven nach dem 30.
Zyklus positiv wurden (B1) lieferten oft PCR-Produkte, die Schmelzpeaks von <75°C
aufwiesen (B2) und somit reine Primerdimere darstellten. Primerdimere schmolzen aufgrund
ithrer geringen GroBe (18-30 bp) bei niedrigeren Temperaturen als PCR-Produkte (>75 bp).
Fiir Probe 19-3 lieB sich in der nachfolgenden Sanger-Sequenzierung somit auch keine
Sequenz ermitteln, sodass diese PCR als negativ zu beurteilen war.

Der Vergleich der Amplifikationskurven von Positivkontrolle K+ (d.h. einer Probe, die einen
nachzuweisenden Keim sicher enthielt) und Patientenprobe liel Riickschliisse auf den DNA-
Gehalt der Probe und mogliche Inhibitionsfaktoren zu. War der DNA-Gehalt einer Probe zu
gering, konnte in der PCR nicht die Menge an Produkten amplifiziert werden, die fiir ein
detektierbares Fluoreszenzsignal notig gewesen wire (Ct >30. Zyklus, s. Abb. 12B1).
Verlief die Amplifikationskurve in der exponentiellen Phase deutlich flacher als die Kurve
der Positivkontrolle, so mussten mogliche Inhibitionsfaktoren (z.B. Blut) vermutet werden,
die die Reaktion verlangsamten. Bei Verdacht auf Inhibition wurde in vorliegender Studie
die Probe im Verhiltnis 1:3 mit 10mM Tris-Puffer (pH-Wert: 8.0) verdiinnt (s. Tabelle 9,
Kap. 3.4).

3.3.2 Validitit der BLAST-Analyse

Die zuvor in der Schmelzkurvenanalyse identifizierten PCR-Produkte wurden anschlieBend
Sanger-sequenziert und die Sequenz farblich codiert. Die vier Basen Adenin, Cytosin,
Guanin und Thymin wurden in griin, blau, schwarz bzw. rot dargestellt. Aus scharf
definierten, hohen Nukleotidpeaks konnte in vielen Fillen eine eindeutige Sequenz (eines
dominanten Keims) abgeleitet werden (s. Abb. 13A). Mischsequenzen, bestehend aus PCR-
Produkten von >2 Arten von Mikroorganismen, waren aufgrund iiberlagerter Sequenzen

nicht auswertbar.
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A

TTGTCAAAGCGATCCCGCCTTACCACTACCGTCTT TCAAG

e

NNNN N*

B

Abb. 13: Chromatogramme einer eindeutigen Sequenz und einer Mischsequenz
A eindeutige Sequenz, B nicht auswertbare Mischsequenz; in griin: Adenin, blau: Cytosin, schwarz: Guanin,
rot: Thymin; *nicht auswertbar (dargestellt in Chromas Lite 2.1).

Um die in der Pan-PCR amplifizierte Spezies identifizieren zu kénnen, wurde die ermittelte
Sanger-Sequenz  mittels BLAST-Analyse auf hochhomologe Sequenzen aus
Gendatenbanken hin untersucht.

Beim Auswertungsalgorithmus der BLAST-Analyse wurden folgende Faktoren
beriicksichtigt. Die Auflistung lokaler Alignments erfolgte nach dem Max/imum] Score als
numerischem MaB fiir das Verhéltnis von iibereinstimmenden und nicht {ibereinstimmenden
Nukleotiden. Je hoher der Score, desto héher die Homologie zwischen der Suchsequenz und
einer der Datenbank bekannten Sequenz. Hierbei spielten die Linge der homologen
Sequenzabschnitte und die Identititen in diesem Sequenzabschnitt eine Rolle. Die Lange der
Sequenz, die in das Alignment eingeschlossen wurde, wurde hierbei als Query Cover[age]
in Prozent angegeben. Die Identity (in %) gab Aufschluss dariiber, mit wie vielen
Nukleotiden die in das Alignment eingeschlossene Probensequenz mit der Sequenz des
identifizierten Keims iibereinstimmte. Werte >90% konnten dabei als eindeutiger Nachweis
des Pathogens identifiziert werden, <75% mussten kritisch betrachtet werden. Lag zwar eine

hohe Ubereinstimmung (Identity) vor, dies jedoch in nur einem kurzen Abschnitt der
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Sequenz (Query cover), blieb das Ergebnis diskutabel. Die Fragmentlinge, fiir die
Homologien ausgewiesen wurden, musste in Relation zur urspriinglichen Amplikonlénge
des PCR-Produkts gesetzt werden (s. Tabelle 4). Homologien >75% der Léinge des
Fragments konnten als starker Hinweis, Homologien >85% als sicherer Beleg fiir den

Keimnachweis interpretiert werden.

Die BLAST-Analyse konnte mit mehreren Analysealgorithmen durchgefiihrt werden. Die
Megablast-Analyse wurde anfangs bei allen Proben durchgefiihrt und war fiir die
Identifizierung von Spezies mit >95% Ubereinstimmung zwischen Proben- und Zielsequenz
geeignet. Lieferte diese Analyse kein Ergebnis, so wurde der Discontiguous Megablast-
bzw. bei erneutem Misserfolg der Blastn-Algorithmus gewihlt, die auch bei geringerer
Sequenzhomologie, jedoch iiber einen GroBteil der Suchsequenz verteilt, sequenzverwandte
Keime identifizieren konnten. Blieben auch diese Analysen erfolglos, wurde die jeweilige
Probe als ,,Mischsequenz interpretiert, da es nicht moglich war, die homologe Sequenz

eines bestimmten Mikroorganismus zu identifizieren.

3.3.3 Risiken bei der Verwendung der Pan-PCR zur Identifizierung von

Mikroorganismen in der medizinischen Mikrobiologie

In vorliegender Studie wurde zunichst mittels 16S 500 bzw. 900 PCR die Amplifikation
eines 500 bp bzw. 900 bp langen 16S rDNA Bereichs durchgefiihrt (s. Tabelle 4). In beiden
PCRs diente der 16S F als Forwardprimer (Primersequenz: s. Tabelle 1). Zusammen mit dem
Reversprimer 16S R1 wurde in Anwesenheit bakterieller DNA ein 500 bp langes PCR-
Produkt, mit 16S R2 ein 900 bp langes PCR-Produkt generiert. Abbildung 14 zeigt eine

Ubersicht iiber die Bindungsstellen der verwendeten Primer an die 16S rDNA.
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Abb. 14: Schematische Darstellung der Bindungsstellen der Primer an die 16S rDNA

Zur vereinfachten Darstellung wurde nur die Amplikonlinge in Basenpaaren (bp) der 16S 500 und 16S 900
PCR abgebildet. Der rote Pfeil kennzeichnet die jeweilige Primerlokalisation mit Wanderungsrichtung der
DNA-Polymerase (Primersequenzen: s. Tabelle 1).

In der vorliegenden Studie zeigte die Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte aus der Pan-
PCR, dass vermehrt die Desinfektionskontrollen (K-) und Proben des Wurzelfiillmaterials
(WF) die zur Sequenzierung erforderlichen Kriterien, gemaf3 Kapitel 3.3.1, nicht erfiillten.
AnschlieBende Analysen zeigten dann, dass eine Verdiinnung der Proben im Verhiltnis 1:3
mit 10mM Tris-Puffer (pH-Wert: 8.0) sequenzierbare PCR-Produkte lieferte. Eine
Verdiinnung von Proben erhohte jedoch die Gefahr der DNA-Amplifikation unerwiinschter

Kontaminanten aus dem Verdiinnungspuffer [106].

So wurde in der Desinfektionskontrolle (K-) und im entfernten Wurzelfiillmaterial (WF)
gehduft die Gattung Methylobacterium, vorrangig die Spezies Methylobacterium
radiotolerans, nachgewiesen. Als aerobes, Gram-negatives Bakterium zihlt diese Spezies zu
den Proteobakterien und findet sich vor allem im wissrigen (Umwelt-)Milieu.
Methylobakterien sind Hauptbesiedler von kontaminiertem Wasser und beispielsweise bei
Vorkommen im Leitungswasser von Krankenhdusern Ausloser von therapieassoziierten
Infektionen immunkomprimierter Patienten [107]. Wihrend des experimentellen Arbeitens
wurden in der Literatur Methylobakterien insbesondere dann beschrieben, wenn 16S rRNA
Gensequenzierungen von Proben mit geringer Bakterienlast durchgefiihrt wurden [108].

In unserer Studie waren Methylobakterien ausschlieflich in Proben nachweisbar, die

aufgrund nicht sequenzierbarer PCR-Produkte verdiinnt wurden. Es lag also die Vermutung
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nahe, dass die Kontaminate durch den Verdiinnungspuffer eingeschleppt wurde. Wiesen die
Proben per se eine geringe Keimlast auf, waren nur geringe Mengen an Methylobakterien
ausreichend, um in der PCR als dominanter Keim identifiziert zu werden. War die
urspriingliche Keimlast der Probe hoch genug, konnte trotz Verdiinnung das eigentliche
Pathogen der Probe und nicht das Methylobakterium des Tris-Puffers nachgewiesen werden,
da in der PCR nur die DNA des jeweils dominantesten Keims amplifiziert wurde.

Zur Bestitigung des Verdachts auf Kontamination wurde der Tris-Puffer als Template in die
16S 500 PCR eingesetzt, das PCR-Produkt aufgereinigt und Sanger-sequenziert. Die
BLAST-Analyse identifizierte schlieflich Methylobakterium als dominantes Pathogen im
Tris-Puffer und bestdtigte damit unsere Hypothese. Als weitergehende Untersuchung wurde
das zur Tris-Herstellung verwendete entmineralisierte Wasser aus der Millipore-Anlage
getestet. Der positive Nachweis von Methylobakterien im Wasser der Millipore-Anlage
erklérte die eingeschleppte Kontamination.

Als bakterielle Pan-PCR dient die 16S 500/900 PCR zur Detektion jedweder Bakterien-
DNA, da die verwendeten Primer in konservierten DNA-Bereichen binden. Dies macht die
PCR anfillig fiir den Nachweis von bakteriellen (Umwelt-)Kontaminationen wéahrend der
Probenaufbereitung. Die zur Laborwasseraufbereitung genutzte Millipore-Anlage ist dabei
eine in der Literatur bereits bekannte Kontaminationsquelle [109]. Des Weiteren werden
PCR-Reagenzien und DNA-Aufbereitungskits als Quellen fiir Kontaminationen beschrieben
[108, 109]. Ist die Keimlast der eigentlich zu untersuchenden Probe sehr gering, fillt eine
mogliche Kontamination mit bakterieller DNA stirker ins Gewicht und die Pan-PCR
identifiziert und amplifiziert die Kontaminante als dominanten Keim. Dieser Gefahr ist das

experimentelle Arbeiten trotz Einhaltung strenger Kautelen ausgesetzt [108].

Aufgrund der Tatsache, dass in vorliegender Studie zum Zeitpunkt der Kontamination die
DNA aller Proben bereits pripariert wurde, stellte sich die Frage, inwieweit sich neben
Methylobakterien niedrig konzentrierte Pathogene in den kontaminierten Proben nachweisen
lieBen. Die relativ unspezifische 16S Pan-PCR musste also durch neu entwickelte Primer
dahingehend modifiziert werden, dass sie in Proben mit geringer Bakterienladung
ausreichend sensitiv war, trotz Kontamination den dominanten Keim der Probe zu
identifizieren.

Die neu synthetisierten Primer mussten in der Lage sein, an einen konservierten Bereich der
bakteriellen 16S rDNA zu binden, jedoch nicht an die rDNA-Sequenzen des

Methylobakteriums. Um diese Voraussetzungen zu erfiillen, wurde mithilfe des Programms
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MegAlign der Software DNASTAR Lasergene 6.0 in einem multiplen Sequenzalignment
Methylobacterium radiotolerans bekannten oralen Bakterien gegeniibergestellt (s. Abb. 15).
Berticksichtigung fanden dabei sowohl in der Studie bereits detektierte Bakterien als auch
weitere Vertreter der Mundflora, sodass ein reprisentatives, breitgefichertes Spektrum

gewihlt wurde.
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Abb. 15: Beispielhafte Darstellung eines multiplen Sequenzalignments zur Entwicklung des
Forwardprimers 16S F22

Sequenzen bekannter oraler Pathogene (GenBank Accession Number (Acc-Nr.) rechts neben der Sequenz,
Spezieszuordnung s.u.) wurden in einem multiplen Alignment mittels MegAlign (DNASTAR Lasergene 6.0) mit
der Sequenz des Methylobacterium radiotolerans (Acc-Nr.: JQ659468) verglichen. Die Nummerierung (links
neben der Sequenz) gibt die Basenlokalisation innerhalb der Sequenz an. Roter Kasten stellt die
Primerbindungsstelle des neuen Forwardprimers 16S F22 dar. Die Sequenz des 16S F22 ist als roter Pfeil, die
Sequenz des urspriinglichen 16S F2 als schwarzer Pfeil dargestellt. R= A oder G; B= G,C, oder T; N= G,A,C,
oder T (mit A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin).

E. coli (X80725), V. cholerae (X74694), H. influenzae (M35019), P. aeruginosa (Z76651), M. catarrhalis (U10876), P. stomatis
(M75050), Enterobacter sp. (kr189513), C. pneumoniae (L06108), C. psittaci (AB001778), B. caribiensis (Y17009), B. pertussis
(U04950,) B. subtilis (X60646), M. paratuberculosis (X52934), R. prowazekii (M21789), S. intermedius (KX661123), L. casei (M23928),
M. pneumoniae (M29061), M. salivarium (M24661), Atopobium sp. (eul86380), Prevotella sp. (gu413632), Synergistetes bacterium

(gu430992), R. bicirculans (hf545617), V. parvula (kp944173), V. dispar (gu403785), S. anginosus (kx661074), S. salivarius (kx661124),
E. faecalis (ky392985), E. faecalis (ky660402), P. piscolens (1t558830), F. nucleatum (NR_113378), Bradyrhizobium genosp. (j£266655).

Da nach Bindung eines Primers an seine Zielsequenz die Taq Polymerase den zweiten
Strang in 3°-Richtung vervollstindigt, stellt das 3°-Ende des Primers die wichtigste Stelle fiir
die erfolgreiche Amplifikation in einer PCR dar. DNA-Bereiche mit einer Lidnge von 17-22

Basenpaaren, die innerhalb des Alignments eine hohe Homologie aufwiesen, sich aber am
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3"-Ende von der Sequenz des Methylobakteriums unterschieden, wurden fiir die Lokalisation
neuer Primer ausgewihlt. So wurde die Amplifikation von Methylobakterien verhindert,
wihrend alle anderen Bakterien weiterhin detektierbar blieben. Im vorliegenden Beispiel (s.
Abb. 15) enthielt der neue Primer 16S F22 an seinem 3 -Ende die Basenabfolge -R-B, sodass
mit R Adenin und Guanin und mit B alle Basen aufler Adenin, das ndmlich in der Sequenz
des Methylobakteriums an dieser Stelle auftritt, gebunden werden. Demzufolge konnte der
Primer nicht an die DNA-Sequenz des Methylobakteriums binden und eine Amplifikation
von Methylobakterien-DNA wurde so verhindert. Es war jedoch zu beachten, dass neben
Methylobakterien im vorliegenden Alignment beispielsweise Bradyrhizobium (Accession-
Nr.: j266655) ebenfalls ein Adenin an dieser Stelle besitzt, sodass auch dieses Bakterium
durch den Primer nicht detektiert wurde und seine Prdsenz in den entsprechenden
Patientenproben nicht auszuschlieBen war. In der Literatur wurde diese Gattung sowohl als
Kontaminante, aber auch als Pathogen bei sekunddrer apikaler Parodontitis diskutiert, sodass

dessen pathogene Rolle noch nicht schlussendlich gekléart ist [88, 110].

Mittels PrimerSelect der Software DNASTAR Lasergene 6.0 wurden mit gleicher Strategie
die Forwardprimer 16S F11 und F12 sowie der Reversprimer 16S R22 entwickelt und neue

Mastermixe herstellt (s. Tabelle 4+5).

Um die optimale Annealing-Temperatur der neuen Primerpaare zu testen, wurde eine
Temperaturgradienten-PCR (s. Abb. 16) mit anschlieBender Analyse der Amplifikations-
und Schmelzkurve (s. Kap. 3.3.1) durchgefiihrt. Dabei wurden ausgehend von der in den 16S
500/900 PCR-Liufen iiblichen Annealing-Temperatur von 55°C (s. Tabelle 7) Werte ober-
und unterhalb dieser Temperatur gewihlt. Der PCR-Mix enthielt jeweils die gleiche fiir
Streptococcus mutans positive Patientenprobe, sodass die Ergebnisse untereinander
verglichen und die optimalen Annealing-Temperaturen fiir die Primerpaare bestimmt werden
konnten. Anhand der jeweiligen Ct-Werte der Amplifikationsreaktionen konnte die optimale
Annealing-Temperatur fiir jedes Primerpaar bestimmt werden. Niedrige Ct-Werte wiesen
dabei auf eine schnelle und erfolgreiche Synthese von PCR-Produkten hin (s. Kap. 3.3.1).

Bis auf das Primerpaar 16S F22/ 16S R2 der 16S_N3 PCR mit einer optimalen Annealing-
Temperatur von ca. 58°C, zeigte sich fiir die iibrigen Primerpaare weiterhin 55°C als

Optimum.
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T/°C* 16S_N1/Ct |16S_N1-11/ Ct | 16S_N1-12/ Ct| 16S_N2/Ct | 16S_N3/Ct
58,6 °C 29,5 31 29 28 27
58,3 °C 29,2 30 27,5 27 26,9
57,6 °C 29,1 28,8 27,3 26,7 26,9
56,4 °C 29,1 28,5 27 26,6 28
55,0 °C 29 27,2 26,4 26,5 29,5
53,8 °C 31 28 27,2 27,2 31
53,0 °C 32,8 30,1 27,9 27,5 31,3
52,6 °C 33 32 28 28 31,6

Abb. 16: Temperaturgradienten-PCR zur Bestimmung der optimalen Primerannealing-
Temperatur

*T/°C: Annealing-Temperaturen. Die Uberschriften der Spalten bezeichnen die jeweilige PCR mit den gemiB
Tabelle 4 (s. Kap. 2.2.7) verwendeten Primerpaaren. Der jeweilige Ct-Wert der Amplifikationsreaktion wurde
bestimmt und der niedrigste Wert fiir jedes Primerpaar in rot markiert.

Die PCR-Lédufe mit den neu hergestellten PCR-Mixen (s. Tabelle 4) wurden nacheinander
fiir die Patientenproben durchgefiihrt, in denen in der 16S Pan-PCR bislang
Methylobakterium als Hauptkeim nachgewiesen wurde. Nur das neu entwickelte Primerpaar
mit dem Forwardprimer 16S F22 und 16S R2 als Reversprimer lieferte in der 16S N3 PCR
eine sequenzierbare Menge an PCR-Produkten, die nicht Methylobakterien aufzeigten.

Im Wurzelfiillmaterial konnten dank der neu entwickelten Primer in 7/11 Fillen
Bakterienspezies identifiziert werden. Die {ibrigen vier Proben lieferten aufgrund zu

geringen DNA-Gehalts keine eindeutig sequenzierbaren Produkte.

Im Vergleich zur subgingivalen Plaqueprobe enthielt das Wurzelfiillmaterial oftmals nur
eine geringe Menge an DNA (s. Kap. 3.1). Zeigte sich in der Schmelzkurvenanalyse ein zu
geringer Schmelzpeak, sodass eine Sequenzierung nicht moglich war, konnte die Sensitivitét
der PCR durch Reamplifikation des PCR-Produkts gesteigert werden. Das PCR-Produkt
wurde aufgereinigt, pur sowie in den Verdiinnungen 1:100, 1:1000, 1:10000 und 1:100000 in

einem erneuten PCR-Lauf reamplifiziert. Voraussetzung hierfiir war, dass in der

54



Schmelzkurvenanalyse keine Primerdimere nachgewiesen wurden, sonst hétte eine erneute
PCR auch diese reamplifiziert und eine Sequenzierung unmdglich gemacht.

Lieferten PCR-Produkte aus DNA-Verdiinnungen einer Probe in der Schmelzkurvenanalyse
qualitativ gleiche Ergebnisse (s. Kap. 3.3.1), wurden diese PCR-Ansitze zur Erhéhung der
Produktmenge vereinigt, gemeinsam aufgereinigt und Sanger-sequenziert. Die PCR-
Produkte von 5 aus insgesamt 126 entnommenen Proben (Plaque, K-, WF) wurden in einer
zweiten PCR reamplifiziert. In 4/5 Fillen konnte dank dieses Verfahrens anschlieBend ein
Pathogen eindeutig identifiziert werden: in der Plaqueprobe Veillonella dispar (Patient 17)
und Pasteurellaceae (Patient 18), im Wurzelfiillmaterial Escherichia coli (Patient 17) und

Acinetobacter (Patient 19).

3.3.4 Pilznachweise mittels Pan-Pilz PCR: Auf dem Weg zum

phylogenetischen Stammbaum

In der Pan-Pilz PCR erfassen die Primer ITS1 (Forwardprimer) und ITS4 (Reversprimer)
eine Nukleotidsequenz von insgesamt ca. 660 Basenpaaren (bp) und binden im Bereich der

18S rDNA- bzw. 28S rDNA-Sequenz (Primersequenzen: s. Tabelle 1).

(anF

—>
51 um

———— —
18S rDVA | 1TS54 | 58S rDVA | 1152 | 288 rDIVA
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Abb. 17: Schematische Darstellung der Bindungsstellen der Primerpaare an die Pilz-rDNA
Roter Pfeil kennzeichnet die jeweilige Primerlokalisation mit Wanderungsrichtung der DNA-Polymerase
(Primersequenzen: s. Tabelle 1). Amplikonlédngen in Basenpaaren (bp) angegeben. Die in der jeweiligen PCR
eingesetzten Primerpaare sind Tabelle 4 (s. Kap. 2.2.7) zu entnehmen.
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Ahnlich den bakteriellen Pan-PCRs 16S 500/900 zeigte sich auch die Pan-Pilz PCR als
Breitspektrum-PCR sehr unsensitiv. Wihrend mit der Pan-Pilz PCR im Wurzelfiillmaterial
in nur einer Probe Candida albicans identifiziert wurde (32-3), konnten in der subgingivalen
Plaqueprobe in keiner Probe Pilze nachgewiesen werden. Die Desinfektionskontrolle zeigte

ebenfalls keinen Nachweis.

Um die Sensitivitit der Pan-Pilz PCR zu erhéhen, wurden Primer entwickelt, die innerhalb
der durch ITS1 und ITS4 begrenzten Sequenz binden konnten. Das PCR-Produkt wurde
durch zwei PCRs nahezu halbiert und sollte somit die Sensitivitit jeder Einzelreaktion
erhohen. Die in unserer Arbeitsgruppe entwickelte Pan-Pilz_2 PCR erfasste als Duplex-PCR
zwei DNA-Bereiche. Das vordere Amplikon (2.1) mit einer Lange von ca. 280 Basenpaaren
wurde durch ITS1 als Forwardprimer und den 5.8S als Reverseprimer definiert. Uni
(Forwardprimer) und ITS4 (Reversprimer) begrenzten das hintere Amplikon (2.2), ebenfalls
mit einer Linge von ca. 280 Basenpaaren (s. Abb. 17). (Da die ITS-Bereiche
mutationsanfillig sind, konnen innerhalb der Pilzgattungen/-arten Nukleotidinsertionen/-
deletionen zu unterschiedlichen PCR-Produktléngen fiihren.)

Die Pan-Pilz 2 PCR lieferte jedoch bis auf Probe 32-3 aus dem Wurzelfiillmaterial, die

bereits durch die Pan-Pilz PCR identifiziert worden war, keinen weiteren Pilznachweis.

In weiterfiilhrenden Analysen unserer Arbeitsgruppe hat sich gezeigt, dass die Trennung der
Duplex Pan-Pilz_2 PCR in zwei getrennte Monoplex PCRs (2.1 und 2.2) die Sensitivitét des
Pilznachweises erhohte (s. Abb. 17). In beiden Monoplex-Reaktionen wurde erneut in Probe
32-3 Candida albicans amplifiziert und mittels Sanger-Sequenzierung nachgewiesen.
Wihrend die Pan-Pilz 2.2 PCR fiir alle weiteren Proben negativ blieb, konnten in der
subgingivalen Plaqueprobe mittels der Pan-Pilz 2.1 PCR in drei weiteren Féllen Candida
albicans amplifiziert und anschliefend mittels Sequenzierung identifiziert werden.

Als Duplex-PCR lieferte die Pan-Pilz 2 PCR gegeniiber der Breitspektrum-PCR Pan-Pilz
also keinen Vorteil. Aufgeteilt in zwei Monoplex-Reaktionen aber, konnten dank der Pan-

Pilz 2.1 PCR drei zusitzliche Pilznachweise erfolgen.

Die bisherigen Ergebnisse hatten ausschlieBlich Candida albicans als Pilzspezies
nachgewiesen. Ob sich weitere Candidaarten in den Proben detektieren lieBen, sollte mittels
einer Candida-spezifischen PCR im néchsten Schritt untersucht werden. Dabei wurden die

Primer CanF als Forward- und ITS4 als Reversprimer in die PCR eingesetzt, die im Zweig

56



der Candida einen Sequenzbereich von ca. 280 Basenpaaren begrenzten (s. Tabelle 4, Abb.
17). Der Forwardprimer sicherte die Spezifitdt der Reaktion auf den Pilzzweig von Candida
und ermoglichte dadurch eine Sensitivitdtssteigerung der PCR. So konnte in einer weiteren
subgingivalen Plaqueprobe Candida albicans nachgewiesen werden, in der
Desinfektionskontrolle wurde in einer Probe Cladosporium detektiert und im
Waurzelfiillmaterial zeigten sogar fiinf Proben einen Candidanachweis. Davon waren vier
Proben positiv fiir Candida albicans und eine Probe fir Candida utilis (s. Tabelle 9, Kap.
3.4).

Um die Phylogenie der mittels PCR detektierten Pilze zu untersuchen, wurden die Sanger-
Sequenzen in einem Multisequenzalignment mittels der Software MegAlign analysiert. Da in
Probe 32-3 mithilfe jeder Pilz-PCR (Pan-Pilz, 2, 2.1, 2.2 und Candida PCR) Candida
albicans nachgewiesen wurde (s. Tabelle 9), wurden die ermittelten Sanger-Sequenzen
vorher durch die Software SegMan (DNASTAR Lasergene 6.0) in einer Konsensussequenz
zusammengefasst. Abbildung 18A zeigt das Sequenzalignment der mittels PCR detektierten
Pilze in absteigender Homologie zur ersten Sequenz (Pilz 15-3). So war ein direkter
Vergleich der Nukleotidabfolge (218 bp) zwischen den Pilzarten moglich. Der
Verwandtschaftsgrad der Pilze wurde in einem phylogenetischen Stammbaum schematisch

darstellt (s. Abb. 18B).
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Verwandtschaft der mittels PCR detekt

Abb. 18

A Multiples Sequenzalignment von Pilz-Sequenzen mit Probenbezeichnung rechts (Pilz x-y mit x:

Probandennummer, y: Probe 1 (Plaque), 2 (K-), 3 (WF)). Nukleotidunterschiede gerahmt; W: Adenin oder
Thymin, K: Guanin oder Thymin, M: Adenin oder Cytosin. B Phylogenetischer Stammbaum in Abhéngigkeit

von der Anzahl an Nukleotidsubstitutionen (x100).

Ergebnisse der molekulargenetischen Analyse

34

Fokus der Studie lag auf der Detektion von Bakterien und Pilzen im Wurzelfiillmaterial bei

Vorliegen einer postendodontischen apikalen Parodontitis. Die identifizierten Pathogene und

die PCR, mittels derer sie nachgewiesen wurden, sind als Ubersichttabelle 9 gelistet. Dieser

ist zu entnehmen, dass im Wurzelfiillmaterial mittels PCR in 30/42 Proben dominante

Bakterien und in 5/42 Proben Pilze detektiert werden konnten.
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Probe Keim PCR?
1 Synergistetes bac. oral taxon D48 16S 500
2 Streptococcus anginosus 165 900
3 Mischsequenz 16S 900
4 Mischsequenz 16S 900
5 Fusobacterium nucleatum 16S 500
6 negativ 16S 500
7 Pyramidobacter piscolens 16S 500
8 Streptococcus salivarius 16S 900
9 Streptococcus intermedius 16S 500
10 Mischsequenz 16S 500
11° Enterococcus faecalis 16S 500
12 Enterococcus faecalis 16S 500
13 Mischsequenz 16S 900
14° negativ 16S N3¢
15 Veillonella parvula 16S 500
Candida albicans Candida
16° Pyramidobacter piscolens 16S 500
Candida albicans Candida
17° Escherichia coli 16S N3¢
18° Enterobacter asburiae 16S 900
19° Acinetobacter sp. 16S N3¢
20P Bacillus licheniformis 16S N3
21 Atopobium sp. 16S 500
22 Prevotella sp. oral taxon 16S 500
23b Pseudomonas sp. 16S N3
24 Enterobacter sp. 16S 500
25 Mischsequenz 16S 500
26 Bacteroidetes bac. oral taxon 272 16S N3
27° Bradyrhizobium 16S 500
28 negativ 16S 500
29 Pseudoramibacter alactolyticus 16S 500
30 Enterococcus faecalis 16S 500
31 Lactobacillus catenaformis 16S 500
32 Candida albicans Candida, Pan-Pilz, Pan-Pilz 2, 2.1, 2.2
33 Ruminococcus bicirculans 16S 500
34 Veillonella sp. 16S 500
35 negativ 16S N3
36° Streptococcus mutans 16S N3
Candida utilis Candida
37 Mischsequenz 16S N3
38 Veillonella parvula 16S 500
39 Erythrobacteraceae 16S N3
40P Enterococcus faecalis 16S 900
41° Fusobacterium nucleatum 16S 900
Candida albicans Candida
42 Mischsequenz 16S N3

Tabelle 9: Detektierte Bakterien und Pilze im Wurzelfiillmaterial mittels PCR

Zeigte sich in der Schmelzkurvenanalyse geméf Kapitel 3.3.1 kein sequenzierbares PCR-Produkt, wurde die
Probe als negativ, bei erfolgloser BLAST-Analyse nach Sanger-Sequenzierung (s. Kap. 3.3.2) als
Mischsequenz interpretiert. * Pan-PCRs gemiB Tabelle 4, ® Verdiinnung der Probe mit 10mM Tris-Puffer (pH-Wert:
8.0) im Verhéltnis 1:3, ¢ Reamplifikation des PCR-Produkts, um eine sequenzierbare Produktmenge zu erhalten.
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Fiir die Proben 6, 14, 28 und 35 zeigten sich in den Schmelzkurvenanalysen (s. Kap. 3.3.1)
keine sequenzierbaren PCR-Produkte, sodass die PCRs als negativ beurteilt wurden. Da fiir
jene WF-Proben auch der Kulturnachweis negativ blieb, musste an dieser Stelle von einer

unzureichenden mikrobiellen Beladung der Proben ausgegangen werden.

Der Anteil an aeroben/aerotoleranten Bakterien lag im Wurzelfiillmaterial bei 3/42 Proben,
wihrend 27 Proben Anaerobier/fakultative Anaerobier als Leitkeime enthielten. Abbildung
19 spiegelt das Verhéltnis von Pilzen und aeroben bzw. anaeroben Bakterien zwischen den

drei verschiedenen Proben (Plaque, K-, WF) wieder.

40 -
= 30 - ® aerobe/aerotolerante
iy Bakterien
C
e 20 - ® anaerobe/fakultativ
et anaerobe Bakterien
E M Pilze

10 -

O i

Plaque K- WF

Abb. 19: Ubersicht iiber die Anzahl der Proben mit Nachweis von Bakterien und Pilzen mittels
PCR

Die Einteilung in aerobe/aerotolerante, anaerobe/fakultativ anaerobe Bakterien und Pilze in der subgingivalen
Plaque (Plaque), der Desinfektionskontrolle (K-) und dem Wurzelfiillmaterial (WF).

Nicht nur im Wurzelfiillmaterial, sondern auch in der Plaqueprobe zeichnete sich eine
deutliche Dominanz der anaeroben/fakultativ anaeroben Bakterien ab, die mittels PCR als
Leitkeime identifiziert wurden. Verglichen mit der Plaqueprobe wund der
Desinfektionskontrolle, wurden Pilze am hiufigsten im Wurzelfiillmaterial (5/42 Proben)

nachgewiesen.

Im néchsten Schritt wurden die mittels PCR detektierten Mikroorganismen beziiglich ihrer

Gram-Farbung charakterisiert und in Abbildung 20 dargestellt.
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Abb. 20: Einteilung der mittels PCR detektierten Bakterien in den drei Proben nach Gram-
Féarbung und Stoffwechselverhalten

Einteilung in aerobe (=aerobe und aerotolerante) und anaerobe (=anaerobe und fakultativ anaerobe)
Bakterien. Subgingivale Plaqueprobe (Plaque), Desinfektionskontrolle (K-) und Wurzelfiillmaterial (WF).

Dabei iiberwogen in Probe 1 (Plaque) mit einem Gesamtanteil von 65% die Gram-positiven
Anaerobier, wihrend in Probe 3 (WF) die Gram-negativen Anaerobier mit insgesamt 47%
den groBten Anteil ausmachten. Die Dominanz der Gram-positiven Anaerobier in der Plaque
kam dadurch zustande, dass insbesondere Lactobacillales (52%) als Hauptordnung vertreten

war. Neben Candida (7%) lieBen sich Synergistales (4%) als weitere dominante Gruppen

identifizieren (s. Abb. 21).
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Veillonellales
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Abb. 21: Mittels Pan-PCR detektierte Mikroorganismen in subgingivaler Plaque und im
Wurzelfiilllmaterial

Untersuchte Proben der subgingivalen Plaque (Plaque) und des Wurzelfiillmaterials (WF). Taxonomische
Ebenen: Bakterien in Ordnungen, Pilze in Gattungen gruppiert. Ordnungen mit iiberwiegend Gram-positiven
Bakterien sind in rdtlichen Farbtonen und Pilze in griin dargestellt. Unter Andere wurden Ordnungen mit
geringem prozentualen Anteil zusammengefasst, darunter fallen Ordnungen mit tiberwiegend Gram-negativen
Bakterien. Unter Mischsequenz[en]/neg[ativ] fallen Proben, die in der PCR kein PCR-Produkt lieferten oder
deren PCR-Produkten in der BLAST-Analyse kein dominanter Keim zugeordnet werden konnte (s. Kap. 3.3.2).

In der Plaqueprobe wurden aus der Ordnung Lactobacillales nur Streptococcus-Spezies
identifiziert (22/42 Proben), iiberwiegend Streptococcus mitis/oralis. Die Ordnung

Synergistales konnte mittels BLAST-Analyse nicht auf Speziesebene differenziert werden.
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Candida albicans wurde in allen Pilz-positiven Plaqueproben (3/42 Proben) als Spezies
nachgewiesen. Der Anteil an Candida stieg im Wurzelfiillmaterial auf 5/42 Proben an.
Neben Candida albicans (4/5 Proben) wurde Candida utilis (1/5 Proben) identifiziert.

In 30/42 Guttapercha-Proben konnte ein dominantes Pathogen nachgewiesen werden. Zwar
wurden Lactobacillales noch am héufigsten detektiert, jedoch ging insgesamt der Anteil von
52% auf 24% zuriick. Auf Speziesebene konnte aber gezeigt werden, dass anders als in der
Plaqueprobe nicht nur Streptococcus spp., sondern in 4/42 Proben auch Enterococcus
faecalis detektiert wurde.

In jeweils 3/42 WF-Proben lieBen sich Bakterienspezies der Ordnungen Enterobacterales
und Veillonellales als Leitkeime nachweisen, wovon nur letztere auch in einer Plaqueprobe
detektiert wurde.

Schwer kultivierbare Spezies der Ordnung Synergistales wurden sowohl in der Plaque als
auch im Wurzelfiillmaterial (2/42 Proben, s. Abb. 21 unter ,,Andere*) nachgewiesen. Neben
den Spezies Synergistes und Pyramidobacter (Ordnung: Synergistales) wurden weitere
schwer oder nicht kultivierbare Bakterienarten in insgesamt 8/42 Wurzelfiillungen mittels
PCR identifiziert (die Ordnung jeweils in Klammern): Acinetobacter (Pseudomonales),
Atopobium (Coriobacteriales), Ruminococcus und Pseudoramibacter (Clostridiales) und das
Phylum Bacteroidetes. Nur Pyramidobacter konnte in zwei Proben detektiert werden, die
sechs anderen schwer kultivierbaren Bakterien in jeweils nur einer Probe. Aufgrund der
geringen Prédvalenz der jeweiligen Spezies im Wurzelkanal, wurden die schwer
kultivierbaren Bakterien unter ,,Andere* zusammengefasst (s. Abb. 21).

AusschlieBlich Bacteroidetes, Synergistales und Coriobacteriales wurden ebenfalls in

jeweils einer Plaqueprobe nachgewiesen (s. Abb. 21 unter ,,Andere®).

Die Analyse des Zusammenhangs zwischen den im Wurzelfiillmaterial detektierten Keimen
und der oralen Mikroflora eines Patienten ergab folgende Ergebnisse:

In nur vier Proben konnte der mittels PCR identifizierte Leitkeim aus dem
Waurzelfiillmaterial auch in der subgingivalen Plaqueprobe als dominanter Keim mittels PCR
nachgewiesen werden. In je zwei Féllen handelte es sich um Streptococcus spp. bzw.
Candida albicans.

Betrachtete man sowohl die PCR- als auch die Kultur-Ergebnisse der Proben 1 (Plaque) und
3 (WF), so konnten in 11 Féllen Streptococcus spp. in beiden Proben nachgewiesen werden

und in sechs Fillen Actinomyces spp.. In Einzelfdllen wurden auch Veillonella,
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Fusobacterium, Corynebacterium, Propionibacterium und Rothia in der Plaqueprobe und im
Wurzelfiillmaterial eines Zahns nachgewiesen.

An dieser Stelle ldsst sich also festhalten, dass vermehrt Streptococcus spp. und Actinomyces
spp. gleichzeitig sowohl in der Plaque als auch im Wurzelfiillmaterial eines Zahns
vorkommen, sich dariiber hinaus aber das bakterielle Spektrum im Wurzelfiillmaterial von

dem polymikrobiellen Gemisch in der subgingivalen Plaque unterscheidet.

3.5 PCR und Kultur im Vergleich

Stellt man die PCR-Ergebnisse den Nachweisen aus der Kultur gegeniiber, koénnen
Gemeinsamkeiten und Unterschiede festgestellt werden.
Abbildung 22 zeigt den Vergleich der in den drei Proben detektierten Pilze und

aeroben/aerotoleranten bzw. anaeroben/fakultativ anaeroben Bakterien.

Kultur
40 PCR 10 ultu

1

30 - 30

20 - 20

Probenanzahl

10 - 10

0
Plaque K- WF Plaque K- WF

H aerobe/aerotolerante Bakterien ® anaerobe/fakultativ anaerobe Bakterien u Pilze

Abb. 22: Ubersicht iiber die Anzahl der Proben mit PCR-Nachweis von Bakterien und Pilzen
im Vergleich zum kulturellen Nachweis

Anteil aerober/aerotoleranter bzw. anaerober/fakultativ anaerober Bakterien und Pilze in der subgingivalen
Plaque (Plaque), der Desinfektionskontrolle (K-) und dem Wurzelfiillmaterial (WF).
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Obwohl in fast allen Plaqueproben kulturell sowohl Aerobier als auch Anaerobier
nachgewiesen wurden, wurden in nahezu allen Féllen letztere auch als Leitkeime in der PCR
identifiziert. Diese deutliche Dominanz der Anaerobier im Vergleich zu
aeroben/aerotoleranten Bakterien zeigte sich ebenfalls im Wurzelfiillmaterial mittels PCR. In
Kultur war das Verhéltnis nicht so stark ausgeprégt. Abbildung 22 macht zudem deutlich,
dass mittels PCR Pilze nachgewiesen wurden, die im Kulturverfahren nicht detektiert
werden konnten.

Dieser Unterschied wird ebenfalls durch Abbildung 23 deutlich. Sie zeigt abermals, dass es
nur mittels PCR moglich war, Candida als prominente Pilzgattung in den Proben zu
detektieren, da kulturell in allen drei Proben in nur 1/126 Proben (Plaque) ein Pilz

nachgewiesen wurde.
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Plaque PCR Kultur

18%: schwer

kultivierbare
Keime . .
Andere T Neisseriales Andere
Veillonellales

Mischsequenz

Lactobacillales
. Pasteurellales
Synergistales

Candida

Lactobacillales

Actinomycetales

WF 57%: schwer
kultivierbare

Mischsequenz/n Bacillales Andere

Keime
€g
Andere T Bacteroidales ‘ l

Enterobacterales

Lactobacillales
Veillonellales

Candida Lactobacillales Actinomycetales

Abb. 23: Mittels PCR und Kultur detektierte Mikroorganismen in subgingivaler Plaque und
im Wurzelfiilllmaterial

Untersuchte Proben der subgingivalen Plaque (Plaque) und des Wurzelfiillmaterials (WF). Taxonomische
Ebenen: Bakterien in Ordnungen, Pilze in Gattungen gruppiert. Ordnungen mit {iberwiegend Gram-positiven
Bakterien sind in rotlichen Farbtonen, Ordnungen mit iiberwiegend Gram-negativen Bakterien in Blautdnen
und Pilze in griin dargestellt. Unter Andere wurden Ordnungen mit geringem prozentualen Anteil
zusammengefasst, davon machten die schwer kultivierbaren Keime 18% (Plaque) bzw. 57% (WF) aus. Unter
Mischsequenz[en]/neg[ativ] fallen Proben, die in der PCR kein PCR-Produkt lieferten oder deren PCR-
Produkten in der BLAST-Analyse kein dominanter Keim zugeordnet werden konnte (s. Kap. 3.3.2).

Sowohl mittels PCR als auch Kultur konnten in der Plaque und im Wurzelfiillmaterial
Lactobacillales als eine der Hauptbesiedler identifiziert werden. Im Gegensatz zur PCR
lieBen sich jedoch kulturell in beiden Proben (Plaque, WF) Actinomycetales als dominanteste
Ordnung nachweisen. Wie bereits in Abbildung 22 gezeigt, macht Abbildung 23 durch die
farbliche Codierung der Gram-positiven (rot) und Gram-negativen (blau) Keime ebenfalls
deutlich, dass zwar kulturell in der Plaque und im Wurzelfiillmaterial Gram-positive und
Gram-negative Bakterien nachgewiesen wurden, die PCR aber fast ausschlielich Gram-

positive Bakterien als Leitkeime in den Proben identifizierte.
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Mittels PCR konnte im Vergleich zur Kultur gehduft Candida in der Plaque und in der
Guttapercha nachgewiesen werden. Abbildung 23 zeigt aulerdem den Anteil an nicht oder
nur schwer kultivierbaren Bakterien, die kulturell nicht erfasst wurden. In der Plaque wurden
in 5/42 Proben schwer kultivierbare Bakterien mittels PCR nachgewiesen (Synergistes,
Acinetobacter und Bacteroidetes). Der Anteil stieg in der Wurzelfiillung auf 8/42 Proben an
(Synergistes, Acinetobacter, Bacteroidetes, Atopobium, Pyramidobacter, Ruminococcus und

Pseudoramibacter).

Die mikrobiellen Nachweise unterschieden sich also je nach gewdihltem diagnostischen
Verfahren. In Abbildung 24 sind die Kultur-Ergebnisse den PCR-Ergebnissen fiir Probe 1
(Plaque) und 3 (WF) in Vierfeldertafeln gegeniibergestellt.

Bakterien Pilze

Plaque | Kultur+ | Kultur-| X Plaque | Kultur+ | Kultur-| X
PCR + 37 - 37 PCR + 1 2 3
PCR - 5 - 5 PCR - - 39 39

)y 42 - 42 h) 1 41 42
WF Kultur + | Kultur - )y WF Kultur + | Kultur - )y
PCR + 22 8 30 PCR + - 5 5
PCR - 6 6 12 PCR - - 37 37

h) 28 14 42 )y - 42 42

Abb. 24: Vierfeldertafeln der Kultur- und PCR-Ergebnisse
Positive Ergebnisse flir Bakterien und Pilze in den Proben aus subgingivaler Plaque (Plaque) und

Wurzelfiillmaterial (WF) je nach Nachweisverfahren dargestellt (n=42).

Es ist festzustellen, dass die Kultur zum Nachweis von Bakterien in polymikrobiellen
Gemischen (Plaqueprobe) ein geeignetes Verfahren darstellt, da alle 42 Proben kulturelles
Wachstum zeigten, aber mittels PCR in 5/42 Proben aufgrund von Mischsequenzen kein
dominantes Pathogen identifiziert werden konnte. Im Gegensatz dazu, konnte in der Plaque
kulturell nur in einer Probe ein Pilz nachgewiesen werden, wihrend die durchgefiihrten

molekulargenetischen Analysen in drei Plaqueproben Pilznachweise lieferten.
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Zur Diagnostik von Pathogenen im Wurzelfiillmaterial zeigte sich die PCR der Kultur
tiberlegen, da die PCR auch nicht kultivierbare Pathogene nachweisen konnte. Mittels Kultur
wurden im Wurzelfiillmaterial durchschnittlich 1-2 Spezies/Probe nachgewiesen, sodass an
dieser Stelle die Kultur mit der PCR (d.h. Nachweis von jeweils 1 Spezies/Probe) leichter
verglichen werden konnte (s. Kap. 3.2.1). In 30/42 Proben konnte mittels PCR ein
dominantes Pathogen nachgewiesen werden. Davon konnten in acht Fillen schwer
kultivierbare Keime kulturell nicht nachgewiesen werden (Pyramidobacter (2/42 Proben),
Synergistes, Acinetobacter, Atopobium, Ruminococcus, Pseudoramibacter und Bacteroidetes
(jeweils 1/42 Proben)).

Insgesamt zeigten sich 28/42 WF-Proben in Bakterienkultur positiv. Wéhrend die Kultur fiir
keine WF-Probe einen Pilznachweis liefern konnte, wurden mittels PCR in 5/42 Proben
Pilze identifiziert.

Eine statistische Signifikanz zwischen den Nachweisraten (d.h. Anzahl positiver Ergebnisse,
s. Abb. 24) von Kultur und PCR fiir Probe 3 (WF) konnte mittels des McNemar-Tests

allerdings nicht gezeigt werden.

3.6 Korrelation zwischen Anamnese und mikrobiellen Befunden

Die in die Studie eingeschlossenen Probanden lieBen sich nach Geschlecht (w/m),
Raucherstatus (ja/nein) und Alter (</> 50 Jahre) in Gruppen einteilen. Der endodontisch
behandelte Zahn wurde nach der Wurzelanzahl (ein-/mehrwurzelig) und der prothetischen
Versorgung (ja/nein) charakterisiert (s. Tabelle 8). Die Proben der Patientengruppen wurden
daraufhin beziiglich DNA-Gehalt, Anzahl humaner Zellen (d.h. GAPDH-GE) und Anzahl
kultivierter Bakterienspezies miteinander verglichen. Ferner sollte untersucht werden, ob
sich die mittels Kultur und PCR identifizierten Mikroorganismen zwischen den Gruppen
signifikant unterschieden. Wéhrend letztere Analyse rein qualitativ erfolgte, wurden die
restlichen Betrachtungen einer statistischen Auswertung mithilfe der Software GraphPad
Prism 5 unterzogen. Die Probeentnahmestellen wurden separat betrachtet und zur Analyse
zwischen den Patientengruppen der t-Test flir unabhédngige Stichproben angewandt.

Die Gruppen Geschlecht, Alter und Wurzelanzahl zeigten in der Auswertung keine
signifikanten Unterschiede beziiglich des DNA-Gehalts, der Anzahl humaner Zellen und
kultivierter Bakterienspezies.

Anders verhielt es sich in den Gruppen Raucherstatus und prothetische Versorgung:
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Abb. 25: Streudiagramme der Anzahl humaner Zellen pro Probe und DNA-Gehalt pro Probe
in den Patientengruppen Raucherstatus und prothetische Versorgung

Signifikanzlevel mit ** p=0.001-0.01, * p=0.01-0.05 und eingezeichnetem Standardfehler. Proben aus Plaque,
Desinfektionskontrolle (K-) und Wurzelfiillung (WF). A GAPDH-Genoméquivalente (GE) der Proben von
iiberkronten (+) und nicht iiberkronten (-) Zéhnen. B1 GE der Proben und B2 DNA-Gehalt (ng) der Proben von
Rauchern (+) und Nichtrauchern (-).
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Aus Abbildung 25A geht hervor, dass in Probe 1 (Plaque) fiir tiberkronte Zihne eine
signifikant hohere Anzahl humaner Zellen pro Probe gemessen wurde als fiir nicht
iiberkronte Zahne. Raucher zeigten in Probe 3 (WF) ebenfalls eine hohere Anzahl humaner
Zellen und in der Desinfektionskontrolle einen hoheren DNA-Gehalt pro Probe als
Nichtraucher. Beide Unterschiede waren hoch signifikant (p=0.001-0.01, s. Abb. 25B1+B2),
wobei die Probenanzahl in den verschiedenen Gruppen stark variierte: nur 6/42 Probanden
waren Raucher und nur 10/42 Zahnen {iberkront (s. Tabelle 8). Die geringe Probenzahl l4sst

demzufolge keine aussagekréftige Beurteilung der Ergebnisse zu.

AnschlieBend erfolgte die Gegeniiberstellung von den klinischen Befunden und den
detektierten Keimen in der Plaqueprobe und dem Wurzelfiillmaterial.

10 von 42 untersuchten Zihnen wurden prothetisch mit einer Krone versorgt. Ihre
Plaqueprobe verhielt sich insofern unauffillig, als keine Besonderheiten gegeniiber den nicht
tiberkronten, wurzelgefiillten Zahnen festgestellt werden konnten. Auch die Auswertung des
Waurzelfiillmaterials zeigte fiir die Subpopulation der {iberkronten Zihne keine
Auftilligkeiten.

In je drei Fillen lag eine insuffiziente (Aufbau-)Fiillung bzw. eine positive
Schmerzanamnese bei Befundaufnahme vor. Inwieweit dies Einfluss auf die mikrobielle
Besiedlung in den Proben hatte, konnte aufgrund der geringen Probenzahl nicht beantwortet
werden.

Allerdings fiel fiir die Subpopulation der Raucher auf, dass in 4/6 Fillen Veillonella im
Wurzelfiillmaterial nachgewiesen wurde, davon in drei Fillen mittels PCR. In zwei Fillen
wurde Veillonella nur im Wurzelfiillmaterial nachgewiesen und nicht in der subgingivalen
Plaque. Bei den Nichtrauchern wurde die Bakteriengattung in keiner Wurzelfiillung mittels
PCR und nur in einer WF-Probe mittels Kultur nachgewiesen. In der subgingivalen Plaque
hingegen war Veillonella sowohl bei den Rauchern als auch bei den Nichtrauchern zu
finden. Bei 4/6 Rauchern wurde das Bakterium in der Plaqueprobe nachgewiesen. Bei 25/36
Nichtrauchern konnte es mittels Kultur und davon in zwei Proben auch mittels PCR
detektiert werden.

Es fiel also auf, dass Veillonella sowohl bei Rauchern als auch bei Nichtrauchern in der
subgingivalen Plaque zu finden war, jedoch im Wurzelfiillmaterial vermehrt bei Rauchern

nachgewiesen wurde.
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4 Diskussion
4.1 Methodik

4.1.1 Probanden und Probennahmen

Die Probengréf3e von 42 wurzelgefiillten Zéhnen lag zwar teilweise hoher als in vorherigen
vergleichbaren Studien [51, 57, 111, 112], jedoch war die Anzahl zu gering, um
beispielsweise eine Aussage liber Subpopulationen (Raucher 6/42, iiberkronte Zahne 10/42,
etc.) zu treffen. Die Probengréf3e von 42 Zéhnen war dennoch insofern gerechtfertigt, da der
Fokus der Studie auf der generellen Analyse von Pathogenen im Wurzelfiillmaterial lag. Die
Altersspanne der Probanden (28-77 Jahre) stellte eine reprisentative Verteilung dar und
entsprach der in vorangegangenen Studien beschriebenen [50, 51, 111, 113, 114]. Die
Schmerzanamnese sowie die prothetische Versorgung des Studienzahns beeinflussten die
Probandenwahl nicht. Sofern die (Aufbau-)Fiillung bei Befundaufnahme als insuffizient
(d.h. mit der Sonde deutlich tastbarer Fiillungsrand) beurteilt wurde, wurde diese zu
Behandlungsbeginn ausgetauscht (in 3 von 42 Fiéllen). 10 Zéhne waren prothetisch mit
suffizienten Kronen (d.h. kein mit der Sonde deutlich tastbarer Kronenrand) versorgt.

Um den endodontisch relevanten Mikroorganismus einer postendodontischen Parodontitis zu
identifizieren und eine Paro-Endo-Lasion auszuschlieBen, wurden nur Zihne mit
Taschensondierungstiefen <5mm in der Studie beriicksichtigt, da das Endodont durch eine
fortgeschrittene Parodontitis malBgeblich beeinflusst wird [115]. Eine systemische
Antibiotikagabe hitte ebenfalls Einfluss auf die mikrobielle Zusammensetzung der
Mundflora gehabt, sodass Patienten mit Antibiotikaeinnahme innerhalb der letzten drei
Monate oder andersartigen Infektionen aus der Untersuchung ausgeschlossen wurden [1].
Um in die Studie aufgenommen zu werden, mussten die Zihne ein abgeschlossenes
Wurzelwachstum vorweisen und die Distanz zwischen radiologischem Apex und
Waurzelfiillung durfte maximal 5Smm betragen. Ahnliche Ausschlusskriterien wurden bereits
in vergleichbaren Studien beschrieben [42, 50, 57, 114].

Aufgrund der in der Literatur kontrovers diskutierten Methoden zur Probennahme wurde die
subgingivale Plaqueprobe mittels Handscaler und steriler Papierspitze entnommen. Wiahrend
sich beispielweise Candida an Epithelzellen heftet und sich daher ein Handscaler zur
Probennahme besser eignet, liegt der Vorteil einer Probennahme mit steriler Papierspitze in
der Standardisierbarkeit, da Handscaler beispielsweise je nach Behandler mit unterschiedlich
groBBer Druckapplikation verwendet werden [116]. Obwohl die Plaqueprobe in dhnlichen

Studien oftmals nicht entnommen wurde [51, 112, 114], entschieden wir uns fiir sie, um
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eventuelle Riickschliisse auf den Zusammenhang von Keimen im Wurzelkanal und der
oralen Mikroflora ziehen zu kénnen (s. Kap. 3.4).

Das Anlegen des Kofferdams und Abdichten mit OpalDam isolierte den wurzelgefiillten
Zahn und reduzierte eine Kontamination aus umliegenden Bereichen. Die Desinfektion des
Zahns und des Kofferdams mit 30%-igem (w/v) HxO» 3%-igem (w/v) NaOCl und
anschlieBend 5%-igem (w/v) Na2S>Os hatte sich in zahlreichen Studien bewihrt [42, 51, 57,
64], sodass diese ebenfalls in unser Behandlungsprotokoll integriert wurde.

Trotz sorgfiltiger Desinfektion fiel die Desinfektionskontrolle in einigen Féllen schwach
positiv aus (s. Kap. 3.2.1). Wahrend experimenteller Arbeiten in der unsterilen Mundhdhle
besteht immer die Gefahr einer Rekontamination oder einer unzureichenden Desinfektion
des unsterilen Zahns und wurde bereits bei gleichem Desinfektionsprotokoll beschrieben
[57, 64]. Im Falle positiver Desinfektionskontrollen miissen diese Ziahne entweder aus der
Studie ausgeschlossen werden oder die Ergebnisse in Relation zu den iibrigen
Untersuchungsergebnissen gesetzt werden. Zwar konnten in vorliegender Untersuchung in
wenigen Féllen auf dem desinfizierten Kavititenboden (K-) Bakterien nachgewiesen
werden, aber im Falle eines Nachweises lag die mikrobielle Beladung signifikant unter den
Werten der Plaqueprobe und des Wurzelfiillmaterials, sodass wir uns entschieden, jene
Zihne in die Studie einzuschliefen.

Zylindrische Diamant- und Gates-Glidden-Bohrer sowie Hedstrom-Feilen stellen
Standardinstrumentarien zur Revision von Wurzelfiillungen dar und fanden demnach auch in
unserer Studie Anwendung [4, 17]. Wahrend in bisherigen Studien vorrangig Papierspitzen
zur Probennahme benutzt wurden [41, 47, 49, 51, 57, 64, 117, 118], dienten in unserer
Studie Hedstrom-Feilen zur Gewinnung der Guttapercha des mittleren bzw. apikalen
Waurzelkanaldrittels, die darauthin untersucht wurde. Eine Studie von Karygianni et al. hatte
2015 gezeigt, dass sich abhédngig von der Probennahme das bakterielle Spektrum
unterschied. So konnten Bakterienspezies teilweise nur im Wurzelfiillmaterial, nicht aber
mittels Papierspitzen detektiert werden [42]. Demzufolge wurde in unserer Studie auf die
Verwendung von Papierspitzen zur Probennahme aus dem Wurzelkanal verzichtet und
stattdessen entferntes Guttapercha auf Mikroorganismen hin untersucht. In vier
Wurzelfiillmaterial-Proben konnten mittels PCR keine sequenzierbaren PCR-Produkte
synthetisiert werden, sodass diese als negativ zu beurteilen waren (s. Kap. 3.4). Aufgrund
der Tatsache, dass fiir diese Proben auch der Kulturnachweis negativ ausfiel, musste an
dieser Stelle von einer unzuldnglichen mikrobiellen Beladung der Proben ausgegangen

werden. Zwar sollte bei Probennahme darauf geachtet werden, eine ausreichende
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Materialmenge in die eSwap-Transportrohrchen zu iiberfithren, jedoch ist die zu
entnehmende Guttapercha-Menge limitiert und daher bei einem DNA-Gehalt unter der
Detektionsgrenze auch mit negativen Ergebnissen zu rechnen.

Als ex vivo Untersuchung war ein Nachteil unserer Studie, dass nur der/die wurzelgefiillte/n
Hauptkanal/kanédle untersucht werden konnte/n. Denn ein nicht unerheblicher Anteil der
Mikroorganismen ist im Isthmus, in lateralen Kanélen und in Ramifikationen lokalisiert und
daher mit herkdmmlichen Verfahren nicht zu erfassen [119-121]. Diese technische
Limitation umgingen Studien, indem sie extrahierte Zdhne verwendeten und Kanalsegmente
pulverisierten [83, 122-126]. Zudem ist ex vivo keine strenge Differenzierung zwischen
Wurzelkanalsegmenten moglich, die sich aber laut in vifro Studien hinsichtlich ihrer
mikrobiellen Besiedlung unterscheiden [126, 127]. Dies wird insbesondere fiir die Analyse
der Interaktion zwischen Bakterien und Pilzen interessant, die sich gegenseitig beeinflussen
[123, 128]. Es wird angenommen, dass sich insbesondere im koronalen
Wurzelkanalabschnitt  Pilze isolieren lassen, aufgrund der hoheren Préivalenz an
saccharolytischen und azidogenen Bakterien bei kariosen Lisionen [123]. Zwar war diese
Thematik keine zentrale Fragestellung unserer Untersuchung, sollte aber in zukiinftigen

Studien nédher erortert werden.

4.1.2 Mikrobielle Analyse — Ist die Pan-PCR der neue Goldstandard?

Fokus der Studie lag auf der Detektion von Bakterien und Pilzen im Wurzelfiillmaterial von
Zahnen mit postendodontischer apikaler Parodontitis mithilfe eines molekulargenetischen
Ansatzes im Vergleich zur Kultur.

Die Kultur galt bislang als Goldstandard zum polymikrobiellen Nachweis und stellte lange
Zeit die einzige Methode zur Identifizierung von Mikroorganismen dar [43]. Ein Vorteil des
kulturellen Nachweisverfahrens ist, dass die Umgebungsfaktoren (Ndhrmedium,
Temperatur, Sauerstoffgehalt und pH-Wert) so gewéhlt werden konnen, dass das Wachstum
bestimmter Mikroorganismen begiinstigt wird.

Laut Literaturlage zéhlen folgende Stimme zu den Hauptvertretern infizierter Wurzelkanéle:
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Synergistetes, Spirochaetes, Fusobacteria und
Proteobacteria [57, 88, 92, 112, 129, 130]. Candida gilt als Hauptvertreter der Pilze [38, 57,
70, 131, 132]. Fiir einen differenzierten kulturellen Ansatz wurden in der hiesigen Studie

Schaedler-, Kochblut- und Sabouraud-Festndhrmedien mit den im Amies-Medium
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resuspendierten Proben beimpft, die in der zahnmedizinischen Forschung gingige
Néhrmedien darstellen [49, 114, 116, 132, 133]. Zur Speziesidentifizierung wurde
anschlieBend eine MALDI-TOF Massenspektrometrie durchgefiihrt.

Ein weiterer Vorteil der Kultur ist der Nachweis von ausschlielich lebenden Bakterien und
Pilzen, da die DNA alleine, anders als fiir die PCR, fiir einen kulturellen Nachweis nicht
ausreichend ist. Tote Zellen werden kulturell also nicht detektiert und es wird verhindert,
dass einzelne Spezies iiberproportional hdufig erfasst werden, deren DNA beispielsweise den
Wurzelkanal erreichen, aber dort nicht zwangslaufig lebensfahig sind oder bleiben [134,
135]. Die Kultur ermdglichte den gleichzeitigen Nachweis mehrerer Spezies, sodass sich die
subgingivale Plaqueprobe als polymikrobielles Gemisch kulturell sehr gut analysieren lieB3.
Durch Beimpfen unterschiedlicher Ndhrmedien konnte die Ausbeute unterschiedlicher
Mikroorganismen nochmals erh6ht werden. So lieferten 42/42 Plaqueproben einen
kulturellen Nachweis, jedoch konnte in nur 1/42 Fillen ein Pilzwachstum auf dem
Sabouraud-Agar gezeigt werden. Demnach muss der Studie zufolge die durchgefiihrte

Kultur zur Pilzdiagnostik in Frage gestellt werden.

Fir die Proben aus dem Wurzelfiillmaterial zeigte die Kultur als Diagnostikverfahren
Sensitivititsliicken, da in nur 28/42 Proben ein Bakteriennachweis erfolgen konnte. Pilze
wurden in keiner Probe nachgewiesen. Demnach erwies sich die Kultur zur Diagnostik von
Proben mit geringer Keimlast, wie es in Probe 3 (WF) groBtenteils der Fall war, als
nachteilig.

Grofiter Nachteil, der mit dem Kulturverfahren einhergeht, ist, dass viele Bakterien und Pilze
nicht oder nur schwer kultivierbar sind. Auch langsam wachsende Keime werden von
schnell wachsenden Spezies verdringt und oftmals nicht detektiert. Die Tatsache, dass nach
heutigem Forschungsstand nur etwa die Hélfte der oralen Mikroorganismen kultivierbar ist,
legt eine deutliche Schwiche der Kultur offen [1, 12, 80]. Die Arbeitsgruppe Sakamoto et al.
zeigte in ihren Studien 2006 und 2008, dass sowohl bei primidren als auch bei sekundéren
apikalen Parodontitiden der Anteil unkultivierbarer Mikroorganismen bei 55% lag [136,
137]. In unserer Studie konnten im Wurzelfiillmaterial in 8/42 Fillen (19%) schwer
kultivierbare Bakterien nur mittels PCR nachgewiesen werden. Die Tatsache also, dass sie in
insgesamt 19% aller WF-Proben als Leitkeime identifiziert wurden, bestétigt einerseits ihre
bedeutende Rolle bei apikalen Parodontitiden und zeigt andererseits, dass die PCR eine

geeignete Methodik zur Analyse von reinfiziertem Wurzelfiillmaterial darstellt.
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Zudem sterben Anaerobier hdufig wihrend der Probennahme ab, sodass diese ebenfalls
kulturell nicht erfasst werden. Fakultativ und obligat anaerobe Bakterien sind jedoch
insbesondere im apikalen Kanalabschnitt wurzelgefiillter Zdhne zu finden, sodass ein
Grofiteil der Mikroorganismen mittels Kultur nicht nachzuweisen ist [48, 49]. Auch in
vorliegender Studie wurden im Vergleich zur Kultur mittels PCR 6fters anaerobe Keime im
Waurzelfiillmaterial nachgewiesen. Der Zeit- und Kostenfaktor fiir die Kultivierung darf
ebenfalls nicht auBler Acht gelassen werden, wobei letzterer Faktor verglichen mit der

molekulargenetischen Analyse geringer ist.

Seit Einfithrung der Real-Time PCR ist in einem kombinierten Amplifikations-Detektions-
Ansatz auch die Quantifizierung der DNA mdglich, was ein erhebliches Zeitersparnis mit
sich bringt [76]. Im Gegensatz zur konventionellen PCR mit anschlieBender
Gelelektrophorese erhélt man fiir die speziesspezifische qPCR innerhalb weniger Stunden
das Ergebnis, da der zeitaufwendige Schritt der Gel-Analyse entfallen kann. In unserer
Studie ermoglichte die sondenbasierte TagMan-PCR zum Nachweis des humanen GAPDH-
Gens anhand klonierter Standards die Quantifizierung der Mikroorganismen in den
Patientenproben.

GroBter Vorteil der PCR gegeniiber der Kultur ist die Detektion von obligat anaeroben
Bakterien und schwer bzw. nicht kultivierbaren Keimen. Die gesteigerte Sensitivitdt des
Verfahrens liefert in der Regel auch bei geringer Keimlast der Probe einen Nachweis, sodass
sich die PCR unter anderem als Standardverfahren in der medizinischen Diagnostik etabliert
hat [50, 72].

Fiir das Wissen iiber das mikrobielle Spektrum im Wurzelkanalsystem bedeutete die PCR
einen enormen Zugewinn. Die Tatsache, dass anaerobe Bakterien in infizierten
Wurzelkandlen dominieren, legt die PCR als Diagnostikverfahren nahe [40, 138]. Bislang
nicht oder nur schwer kultivierbare Bakterien konnten mithilfe der PCR identifiziert werden
[12, 57, 139]. Insgesamt umfasst das infizierte Endodont iiber 460 Bakterienklassen von 100
Gattungen und 9 Stimmen. Die Mehrheit der Spezies wurde dabei mittels
molekulargenetischer Analyse und nicht mittels Kulturverfahren identifiziert [140].
Spirochdten und Synergistetes, die unter anderem an therapieresistenten apikalen
Parodontitiden beteiligt sind, sind Beispiele fiir schwer kultivierbare Bakterien [80]. Die
hohe Anzahl der bislang im reinfizierten Endodont nachgewiesenen Pathogene spricht fiir
die Durchfiihrung der Pan-PCR anstelle speziesspezifischer PCRs, um vorerst ein moglichst

grofles Keimspektrum erfassen zu kénnen.
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Auch zur Detektion unkultivierbarer Pilze hat sich die PCR bewéhrt. In einer Studie stellten
Ghannoum et al. fest, dass das orale Mykobiom gesunder Patienten zu 36,1% nicht
kultivierbar 1ist. Mithilfe einer ITS-spezifischen Pan-Pilz PCR identifizierte die
Arbeitsgruppe in 20 Probanden 74 kultivierbare und 11 nicht kultivierbare Pilzgattungen
[141].

Aufgrund der geringeren Konzentration von Pilzen im Vergleich zu Bakterien in der
Mundhohle zeigte sich auch in der vorliegenden Studie die PCR zur Pilzdiagnostik der
Kultur iiberlegen. Wahrend in 3/42 Plaqueproben mittels PCR und in 1/42 Plaqueproben
mittels Kultur Pilze nachgewiesen wurden, konnten aus keiner Probe des
Waurzelfiillmaterials Pilze kultiviert werden. Die PCR hingegen wies in 5/42 Proben Pilze im
Wurzelfiillmaterial nach. Im Gegensatz zur anfangs durchgefiihrten Pan-Pilz PCR konnte die
Sensitivitdt der Pan-PCR durch gattungsspezifische Primer soweit gesteigert werden, dass
auch in Proben mit geringer Keimlast Pilze detektiert werden konnten. Anhand unserer
positiven Ergebnisse der Candida-PCR konnte der Vorteil Pilzzweig-spezifischer Primersets
bestdtigt werden.

Im Gegensatz zur favorisierten Pan-PCR zur bakteriellen Analyse, wére es folglich ratsam,
anstelle der Pan-Pilz PCR familien- oder gattungsspezifische PCRs durchzufiihren, da diese
sensitiver sind, um auch flir Proben mit geringer Keimlast positive Nachweise zu liefern.
Neben der geringeren Konzentration der Pilze erschwert ihr Zellaufschluss zur Préparation
genomischer DNA die spitere Diagnostik. Moglicherweise konnte dadurch in unserer Studie
die DNA einiger Mikroorganismen nicht extrahiert werden. Insbesondere die robuste
Zellwandstruktur vieler Pilze behindert eine erfolgreiche DNA-Extraktion. Der mechanische
Zellaufschluss mit Glas- oder Keramikkugeln, das sogenannte Bead Beating, stand daher im
Fokus vieler Studien, die verschiedene DNA-Préiparationsmethoden miteinander verglichen
[142-144]. Die Methode des Bead Beating/[s] wird jedoch kontrovers diskutiert, da es zwar
den Zellaufschluss verbessert, aber einigen Studien zufolge gleichzeitig die DNA-
Priparation anfillig fiir Kontaminationen macht und die Qualitit der extrahierten DNA
verschlechtert [142, 145]. Aus diesem Grund erfolgte der Zellaufschluss in unserer Studie
mittels des DNeasy Blood & Tissue Kits enzymatisch.

Eine erfolgreiche Extraktion der Pilz-DNA bedeutet aber nicht automatisch auch eine
erfolgreiche Identifikation des Pathogens, da die Entwicklung universeller Pilz-Primer durch
die Langenvariation der ITS-Regionen und der sie flankierenden gering konservierten

Bereiche erschwert wird. Im Vergleich zur 16S rDNA weist die ITS-Region der Pilze eine

76



hohere Variabilitéit auf [146, 147]. Dadurch wird eine Detektion und Amplifikation von Pilz-
DNA wihrend der PCR erschwert.

Im Gegensatz zur Kultur ist in der PCR die nackte DNA eines Pathogens fiir den Nachweis
ausreichend. Die molekulargenetische Analyse ldsst sich daher als sensitivere Diagnostik
bewerten, birgt jedoch, wie bereits beschrieben, die Gefahr der Uberbewertung von
Mikroorganismen [111, 148]. Aus diesem Grund kann das Kulturverfahren zum Nachweis
von lebenden Mikroorganismen als ergdnzende Diagnostik sowie zur Resistenzbestimmung
bei Therapiebedarf hinzugezogen werden [64]. Die hohere Sensitivitit der PCR ist aber dann
von Nutzen, wenn Proben mit geringer Keimlast analysiert werden sollen. In unserer Studie
zeigte sich dieser Vorteil insofern, als im Wurzelfiillmaterial 30/42 Proben mittels PCR und
nur 28/42 Proben mittels Kultur einen Keimnachweis lieferten.

Allerdings macht ihre hohe Sensitivitdt die PCR anfillig fiir Kontaminationen. Wie sich in
unserer Studie zeigte, lieBen sich bei geringer Keimlast kontaminierende DNA-Spuren im
Wasser detektieren. Demzufolge ist die molekulargenetische Analyse mit grofter Sorgfalt
durchzufiihren und ihre Ergebnisse kritisch zu betrachten, sodass letztere nicht
fehlinterpretiert werden.

Durch verschiedene Primersets kann die Sperzifitit der PCR bestimmt werden [72]. In
unserer Studie bedeutete dies, die Entwicklung von Primerpaaren und damit eine gezielte

Detektion von Bakterienspezies, die nicht zur Gattung Methylobakterium gehorten.

Wihrend je nach Ndhrmedium kulturell mehrere Spezies gleichzeitig nachgewiesen werden
konnten, konnte mittels Pan-PCR nur der dominanteste Keim identifiziert werden [76].
Folglich zeigte sich in allen 42 Plaqueproben eine positive Bakterienkultur mit jeweils
unterschiedlichen Bakterienspezies, wahrend mittels PCR in nur 37/42 Plaqueproben ein
dominanter Keim nachgewiesen werden konnte. In 5/42 Proben war die Keimlast der Plaque
zu divers, sodass nur Mischsequenzen erfasst wurden, die sich in der Sanger-Sequenzierung

nicht auflésen lieB3en.

Obwohl der Fokus unserer Studie auf der Detektion von Bakterien und Pilzen lag, kann an
dieser Stelle der Vorteil der PCR durch den Einsatz von speziesspezifischen Primern und
Sonden auch fiir den gezielten Nachweis von Viren betont werden. In einigen Studien, die
das Vorkommen von Viren, insbesondere von Herpes spp., im periapikalen Gewebe von

Zahnen mit apikaler Parodontitis untersuchten, wurden speziesspezifische PCRs
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durchgefiihrt [73, 74, 149-151]. Zwar besteht ebenfalls die Mdglichkeit eines kulturellen
Nachweises, jedoch konnte in medizinischen Studien gezeigt werden, dass die PCR der
Kultur zum Nachweis viraler DNA iiberlegen war [152, 153]. Eine zahnmedizinische Studie,

die sich dieser Frage widmete, wurde bislang noch nicht durchgefiihrt.

Zusammenfassend muss die Frage, ob die PCR als neuer Goldstandard zur mikrobiellen
Diagnostik bezeichnet werden kann, differenziert beantwortet werden.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass die Kultur immer noch ein geeignetes Verfahren zur
Analyse von polymikrobiellen Gemischen (Plaqueprobe) darstellt, in denen es nicht
zwangsldufig einen dominanten Keim gibt, der in der PCR eindeutig identifiziert und
amplifiziert werden kann.

Aufgrund der hoheren Sensitivitdt ist der PCR bei monomikrobiellen Infektionen bzw. bei
Infektionen mit einem schwer anziichtbaren, dominanten Keim (WF-Probe) eindeutig den
Vorzug zu geben. Aufgrund der bakteriellen Vielfalt im Wurzelkanal (460 Bakterienklassen
von 100 Gattungen und 9 Stammen [140]) ist fiir eine bakterielle Analyse in der Regel die
Pan-PCR anstelle der speziesspezifischen PCR zu befiirworten. Fiir die Detektion von Pilzen
im Wurzelkanal hat sich jedoch die gattungsspezifische PCR bewéhrt.

Zwar ist der Kostenfaktor der qPCR im Vergleich zur Kultur hoher, jedoch bedeutet die
deutliche Zeitersparnis, die mittels PCR gewonnen werden kann, im Umkehrschluss
langfristig gesehen eine Kostenreduktion. Die Kultur kann jedoch weiterhin als ergéinzende

Diagnostik (z.B. zum Nachweis lebender Mikroorganismen) hinzugezogen werden.

4.2 Mikrobiologische Ergebnisse
4.2.1 Keimlast der Proben

Die erste mikrobiologische Fragestellung unserer Studie beschéftigte sich mit der Keimlast
der drei Proben. Sowohl der DNA-Gehalt/Probe, die Anzahl humaner Zellen/Probe
(GAPDH-GE) als auch die Semiquantifizierung der Kultur-Ergebnisse bestétigten unsere
Hypothese der groBiten Last in der subgingivalen Plaqueprobe und der geringsten in der
Desinfektionskontrolle. Dass sich die Werte des Wurzelfiillmaterials dazwischen bewegten,
lasst sich insofern erkldren, als kulturell durchschnittlich 1,6 Bakterienspezies im

Wurzelfiillmaterial isoliert wurden. Dieses Ergebnis korreliert mit géngiger Literatur, die im
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apikalen Kanalabschnitt bei Vorliegen einer therapieresistenten, apikalen Parodontitis im

Durschnitt ein bis drei Spezies beschreibt [40, 48, 50].

4.2.2 Enterococcus faecalis und Streptococcus spp. als bakterielle

Hauptakteure

Aufgrund der geforderten Taschensondierungstiefe <5mm wurden Patienten mit
schwerwiegender Parodontitis von unserer Studie ausgeschlossen. Mittels Kultur und PCR
konnte gezeigt werden, dass Gram-positive Anaerobier in der subgingivalen Plaque
dominierten. Auch die Literatur beschreibt sie als Hauptgruppe im gesunden Parodont und
benennt als hdufigste aerobe und anaerobe Vertreter Actinomyces, Veillonella,
Streptococcus, Rothia, Neisseria, Fusobacterium, Lactobacillus, Staphylococcus und
Clostridium [45, 154, 155]. Bis auf letztere Gattung, konnten alle Bakterien kulturell auch in
unserer Studie nachgewiesen werden. Davon wurden Streptococcus, Neisseria,
Fusobacterium und Veillonella auch mittels PCR als Leitkeime in Plaqueproben identifiziert.
Wiéhrend Gram-positive Bakterien im gesunden Parodont dominieren, nimmt mit
zunehmender parodontaler Sondierungstiefe der Anteil an Gram-negativen Bakterien zu
[45]. Das reduzierte Sauerstoffangebot im Sulkus gingivalis erkldrt die Mehrheit an
Anaerobiern in der subgingivalen Plaque. Im Gegensatz zur PCR wiesen wir in Kultur
groBtenteils auch aerobe/aerotolerante Bakterien nach, da davon auszugehen ist, dass viele

Anaerobier wihrend der Probennahme abgestorben waren.

Wihrend in unseren Untersuchungen kulturell keine Pilze im Wurzelfiillmaterial
nachgewiesen werden konnten, lieBen sich Propionibacterium spp., Enterococcus faecalis,
Actinomyces spp. und Streptococcus spp. als bakterielle Hauptbesiedler des
Waurzelfiillmaterials mittels Kultur identifizieren. Lactobacillales und Actinomycetales
waren die zwei dominantesten Gattungen.

Anderson et al. untersuchten die mikrobielle Besiedlung von 21 wurzelgefiillten Zdhnen bei
Reinfektion mittels Kultur und PCR. Im Kulturverfahren fanden sie dhnlich unseren
Ergebnissen Enterococcus faecalis, Streptococcus spp. und Propionibacterium acnes als
dominante Keime vor. Auch sie konnten mittels Kultur in keiner Probe Pilze nachweisen,

was die schwierige kulturelle Anzucht von Pilzen aus Wurzelfiillmaterialien bestétigte [57].
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Actinomyces spp. sind ebenfalls dhnlich unseren Ergebnissen vermehrt in reinfizierten,

wurzelgefiillten Zéhnen kulturell nachgewiesen worden [48, 49, 64].

Insgesamt waren die mittels PCR und Kultur detektierten Bakterien im Wurzelfiillmaterial
grofltenteils Anaerobier bzw. fakultative Anaerobier. In der Literatur werden vor allem
Gram-positive Anaerobier mit sekunddrer apikaler Parodontitis assoziiert, was sich durch
unsere Kultur-Ergebnisse bestdtigen lieB [40, 41]. Zwar iiberwogen unseren PCR-
Ergebnissen zufolge Gram-negative Anaerobier im Wurzelkanal, allerdings mit nur einer

Probe.

Im Vergleich zur Plaqueprobe wiesen wir im Wurzelfiillmaterial mittels PCR vermehrt
Veillonella nach. Karygianni et al. konnten in ihren Untersuchungen Veillonella parvula nur
auf entferntem Wurzelfiillmaterial und nicht nach Probennahme mittels Papierspitze
nachweisen [42]. Moglicherweise besitzt Veillonella eine hohe Affinitit zum
Waurzelfiillmaterial, was ihre und unsere Studienergebnisse erkldren wiirde. In vorliegender
Arbeit wurde in 3/42 Wurzelfiillmaterial-Proben Veillonella als Leitkeim mittels PCR
identifiziert, alle drei Probanden waren Raucher. Bei einem weiteren Raucher konnte
Veillonella mittels Kultur nachgewiesen werden. Bei den 36 Nichtrauchern wurde
Veillonella in nur einer WF-Probe kulturell identifiziert. Das Bakterium zdhlt zu den
Parodontitis-Keimen und Rauchen stellt einen Risikofaktor flir Parodontitis dar [45, 156].
Die Frage, inwieweit Rauchen ebenfalls die Pathogenese einer apikalen Parodontitis
begiinstigt, konnte bislang nicht eindeutig geklart werden [157-160].

In 4/6 Fillen konnte Veillonella auch in der Plaqueprobe der Raucher nachgewiesen werden.
Dass dieser Keim ebenso bei Nichtrauchern in der subgingivalen Plaque zu finden ist, zeigt
die Tatsache, dass in 25/36 Proben der Nichtraucher Veillonella kulturell und davon in zwei
Proben auch mittels PCR detektiert wurde. Doch nur bei Rauchern konnte Veillonella auch
als Hauptpathogen mittels PCR im Wurzelfiillmaterial nachgewiesen werden. Ob Rauchen
das Wachstum von Veillonella im Wurzelkanal begiinstigt, kann aufgrund der geringen
Anzahl an Rauchern in unserer Studie nicht eindeutig geklirt werden. Literatur, die sich
explizit mit dieser Frage beschiftigt, fehlt bislang.

Unseren PCR-Ergebnissen zufolge sind jedoch nicht Veillonella spp., sondern Candida
albicans, Streptococcus spp. und Enterococcus spp. die dominantesten Pilze bzw. Bakterien

im Wurzelfiillmaterial, was sich durch Literatur bestétigen ldsst [48, 49, 79, 111, 118].
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Auch die in Kultur hiufig nachgewiesenen Propionibakterien wurden mittels PCR im
Waurzelfiillmaterial nicht als dominante Pathogene nachgewiesen. Folglich scheint dieses
Bakterium zwar vermehrt im Wurzelkanal aufzutreten, gehort aber nicht zu einer der

dominanten Gattungen.

Zu dhnlichen Ergebnissen kamen Molander et al., die 100 wurzelgefiillte Zéhne mit apikaler
Parodontitis untersuchten. 69% der durchschnittlich pro Kanal gefundenen ein bis zwei
Spezies waren fakultative Anaerobier, liberwiegend der Gattung Enterococcus. Es erfolgte
eine Einteilung des bakteriellen Wachstums in vier Klassen: sehr gering, gering, stark und
sehr stark. Enterokokken zeigten zu 78% starkes bis sehr starkes Wachstum [48]. Diese
Studie belegte die Dominanz und Aggressivitidt von Enterokokken bei sekundérer apikaler
Parodontitis. Dabei wird E. faecalis hiautig als einzige Spezies im Wurzelkanal detektiert
[49, 56, 64].

Unsere Studie konnte ebenfalls die Vorreiterrolle dieser Gattung bestitigen. Mittels Kultur
und PCR wurde E. faecalis in 9/42 Wurzelfiillungen detektiert, in Kultur groBtenteils solitér
oder neben maximal einer weiteren Spezies. Die Tatsache, dass in nur 1/9 Fillen E. faecalis
auch in der Plaqueprobe gefunden wurde, zeigt, dass dieser Keim vorrangig im Wurzelkanal
zu finden ist. Es ist daher anzunehmen, dass neben weiteren Pathogenen unter anderem E.
faecalis fir das Versagen einer endodontischen Behandlung mit Zeichen einer apikalen
Lésion verantwortlich ist. Unsere Studienergebnisse widerlegen somit die Hypothese von
Kaufman et al. und Zoletti et al., dass E. faecalis kein Hauptausloser einer apikalen Lésion
bei Reinfektion ist [58, 59]. Der seltene Nachweis von Enterokokken in priméren
endodontischen Infektionen und ihre bekannten Virulenzfaktoren (z.B. Penetration der
Dentintubuli, Resistenz gegen Ca(OH)2) sind mogliche Griinde fiir eine Reinfektion
wurzelgefiillter Zahne [46, 53-55]. Die Mehrheit der bisherigen Untersuchungen beschrieben
das Vorkommen von E. faecalis zwischen 10% und 77% [40, 47-50, 52, 57]. Dass E.
faecalis nicht nur ein Besiedler des Wurzelkanals, sondern auch ein
krankheitsverursachender Keim ist, bewiesen Sundqvist et al. mit ihrer Studie, indem sie
zeigten, dass die Erfolgsrate der Revisionsbehandlung von Zihnen mit positivem Nachweis
fiir E. faecalis schlechter ausfiel [49].

Es muss jedoch beriicksichtigt werden, dass immer eine Variation der Ergebnisse in
Abhiangigkeit der durchgefiihrten Untersuchungsmethoden besteht. Diese Limitation von ex
vivo Studien sollte im Hinterkopf behalten werden. So wurde E. faecalis in unserer Studie

kulturell im Wurzelfiillmaterial Ofters detektiert (9/42 Proben) als mittels PCR (4/42
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Proben). Aufgrund seiner leichten Kultivierbarkeit wird E. faecalis in seiner Rolle oftmals
tiberschitzt, sodass in vorliegender Studie der Keimnachweis mittels Kultur und PCR
durchgefiihrt wurde. Unsere PCR-Ergebnisse konnten jedoch zeigen, dass E. faecalis
tatsdchlich einen dominanten Keim im reinfizierten Wurzelkanal darstellt, wenn auch mit
geringerer Dominanz als mittels Kultur zundchst angenommen. Dennoch muss betont
werden, dass E. faecalis nicht alleiniger Leitkeim ist, sondern dariiber hinaus auch
Streptococcus spp., Candida albicans und schwer kultivierbare Bakterien dominante Keime

im Wurzelkanal darstellen.

Neben E. faecalis konnte in unserer Studie vermehrt Streptococcus spp. in der Guttapercha
mittels Kultur (10/42 Proben) und PCR (4/42 Proben) nachgewiesen werden.

Rocas et al. beschrieben in ihrer molekulargenetischen Untersuchung von 17 Zéhnen mit
postendodontischer apikaler Parodontitis Streptococcus ebenfalls als dominantes Pathogen
im Wurzelfiillmaterial mit einer Pravalenz von 47% [111]. Nicht nur mittels PCR, sondern
auch im Kulturverfahren wurden unter anderem Streptokokken als dominanteste Gattung in
reinfizierten Wurzelkandlen beschrieben [57, 81, 161]. Unsere kulturelle Analyse der
Guttapercha detektierte Streptococcus ebenfalls als dominanteste Gattung (10/42 Proben).
Mittels PCR wurden Streptococcus spp. und E. faecalis in jeweils 4/42 Proben nachgewiesen
und stellten folglich die Bakterien mit den hochsten Pravalenzen dar.

Dass Streptokokken typische Vertreter der Mundflora darstellen [12, 80, 162], lieB sich
durch unsere Studie insofern bestdtigen, als in der subgingivalen Plaque Streptococcus spp.
kulturell in 41/42 Proben und mittels Pan-PCR in 22/42 Proben nachgewiesen wurden. In
11/42 Fillen wurden mittels Kultur und PCR Streptococcus spp. sowohl in der
subgingivalen Plaque als auch im Wurzelfiillmaterial eines Probanden nachgewiesen, gefolgt
von Actinomyces spp. (6/42 Zahnen). Dariiber hinaus konnten keine weiteren signifikanten
Zusammenhdnge zwischen Keimen im Wurzelkanal und der oralen Mikroflora hergestellt

werden, sodass von unterschiedlichen Keimspektren ausgegangen werden kann.

4.2.3 Bedeutung von schwer kultivierbaren Mikroorganismen im

reinfizierten Wurzelkanal

Wiéhrend E. faecalis und Streptococcus spp. Paradebeispiele fiir leicht kultivierbare

Bakterien darstellen, sind seit Einflihrung der molekulargenetischen Analyse nicht oder nur
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schwer kultivierbare Mikroorganismen zunehmend ins Interesse der zahnmedizinischen
Forschung getreten, als gezeigt wurde, dass ca. die Hélfte der oralen Mikroorganismen nicht
kultivierbar ist [12, 57, 87, 163].

In unserer Studie konnten wir in 8/42 Guttapercha-Proben nicht oder nur schwer
kultivierbare Bakterien (Pyramidobacter (2x), Synergistes, Acinetobacter, Atopobium,
Ruminococcus, Pseudoramibacter und Bacteroidetes (je 1x)) mittels PCR und nicht in
Kultur nachweisen. Zwar war die Pravalenz der jeweiligen Spezies mit <2/42 Proben gering,
fasste man die schwer kultivierbaren Bakterien aber als Gruppe zusammen, machten diese
insgesamt betrachtet einen grofBeren Anteil (8/42 Proben) im reinfizierten Wurzelfiillmaterial
aus als Candida (5/42 Proben), E. faecalis und Streptococcus spp. (jeweils 4/42 Proben).

Die in unserer Studie detektierten schwer kultivierbaren Bakterien wurden auch bereits in
der Literatur beschrieben. In ihrer Studie fiihrten Siqueira und Rocas speziesspezifische
PCRs zum Nachweis von unkultivierbaren Mikroorganismen in priméren und sekundiren
endodontischen Infektionen durch [87]. Ahnlich unseren Ergebnissen detektierten sie
Atopobium, jedoch nur im Endodont eines primér infizierten Zahns. In den Wurzelfiillungen
von 3/22 reinfizierten Zahnen wiesen sie die schwer kultivierbare Gattung Dialister und in je
1/22 Proben Olsenella und Synergistes nach [87]. Nur letzteres Bakterium wurde auch in
unserer Studie detektiert.

Sakamoto et al. beschrieben in ihrer Studie die Privalenz von unkultivierbaren Bakterien im
Waurzelkanal reinfizierter Zdhne mit insgesamt 55% (in 9 untersuchten Zahnen fanden sie 74
Bakterienklassen) [137]. In 2/9 Wurzelfiillungen wiesen sie Synergistes und in jeweils 1/9
Proben Pseudoramibacter, Atopobium und Bacteroidetes nach.

Antunes et al. untersuchten 21 wurzelgefiillte Zdhne und wiesen Pseudoramibacter sogar als
dritthdufigste Bakteriengattung nach (4/21 Proben) [83].

Der in unserer Studie in 2/42 Wurzelfiillungen detektierte Pyramidobacter wurde ebenfalls
bereits in der Literatur beschrieben. Siqueira et al. wiesen ihn als Leitkeim in 1/10
Waurzelfiillungen von Zéhnen mit apikaler Parodontitis nach [124].

Sowohl die Literatur als auch unsere Studienergebnisse bestdtigen, dass die Gruppe der
schwer kultivierbaren Bakterien eine bedeutende Rolle bei Reinfektion endodontisch

behandelter Zihne spielt.
Wihrend in Studien die ebenfalls nur schwer kultivierbare Gattung Treponema (v.a. T.

denticola) in sekunddr infizierten Wurzelkanidlen mittels speziesspezifischen PCRs mit

Pravalenzen zwischen 24% und 56% nachgewiesen werden konnte [89, 93, 95, 111], wurde
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in unserer Studie in keiner Probe des Wurzelfiillmaterials Treponema als dominanter Keim
detektiert. Zwar bestétigten jene Studien ihr Vorkommen im reinfizierten Wurzelkanal,
legen jedoch die Vermutung nahe, dass zu ihrer Detektion speziesspezifische PCRs nétig

sind.

4.2.4 Candida albicans als dominante Pilzspezies

Molekulargenetische Verfahren eignen sich nicht nur zum Nachweis von schwer
kultivierbaren Bakterien, sondern erweisen sich auch zur Pilzdiagnostik als vorteilhaft.
Wihrend in unserer Studie mittels PCR in drei Plaqueproben Candida albicans als
dominantes Pathogen identifiziert wurde, konnte kulturell nur in einer Probe C. albicans
nachgewiesen werden. Die Arbeitsgruppe Ghannoum et al. beschiftigte sich mit der
Charakterisierung des oralen Mykobioms in gesunden Patienten und detektierte neben
Candida (75%) als dominanteste Gattung auch Cladosporium, Aureobasidium,
Saccharomycetales, Aspergillus, Fusarium und Cryptococcus [141]. Wéhrend die
Candidaspezies C. tropicalis, C. krusei und C. glabrata bei Immunkompetenten nur selten
auftreten, wird C. albicans mit einer Privalenz von ca. 20% zur physiologischen Mundflora

gezdhlt [164].

Im Gegensatz dazu, lieBen sich Candida spp. gehduft bei apikaler Parodontitis isolieren,
vorrangig bei therapieresistenten Infektionen [48, 49, 68]. Die Candida-spezifische PCR
unserer Studie lieferte in 5/42 Wurzelfiillungen einen positiven Nachweis; neben Candida
albicans wurde in einer Probe Candida utilis detektiert. Die dominante Rolle von
Candidaspezies im Wurzelkanal bei Reinfektion konnte durch unsere Ergebnisse durchaus
bestitigt werden.

Waltimo et al. untersuchten die Pilzbesiedlung in 967 Proben aus Wurzelkandlen von
Zihnen mit postendodontischer apikaler Parodontitis. C. albicans trat dabei ebenfalls als
hdufigster Pilz auf. Sie fanden heraus, dass in Mehrheit der Fille Candida zusammen mit
Gram-positiven Bakterien, vor allem Streptokokken, auftrat [70]. Unsere Studie liel3
diesbeziiglich aufgrund der geringen Anzahl an Candida-positiven Proben (5/42) keine
fundierte Analyse zu; neben Candida traten sowohl Gram-negative Bakterien (Veillonella

parvula, Pyramidobacter piscolens, Fusobacterium nucleatum) als auch ein Gram-positives
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Bakterium (Streptococcus mutans) auf. Um die Koinfektion von Candida und Gram-
positiven Bakterien zu bestdtigen, muss in zukiinftigen Studien ein groBeres
Patientenkollektiv untersucht werden. Inwieweit die Koinfektion von Bakterien und Pilzen
die Erfolgswahrscheinlichkeit einer Revisionsbehandlung reduziert, bleibt ebenfalls zu
klaren.

Persoon et al. beschéftigten sich in ihrer Studie explizit mit der Abhingigkeit zwischen
Bakterien und Pilzen. In ca. 50% der untersuchten Zdhne detektierten sie Candida und
Malassezia. Die sie begleitende bakterielle Flora war im Gegensatz zu Pilz-negativen
Zihnen weniger divers und setzte sich aus iliberwiegend azidogenen Bakterien, vor allem
Laktobazillen, zusammen [123]. Vermutungen zufolge, begiinstigt die erhdhte
Dentindegradation durch ein azidogenes Bakterienspektrum eine vermehrte Pilzbesiedlung
[123, 165]. In unserer Studie konnten wir in 1/5 Candida-positiven Proben Streptococcus
mutans als dullerst azidogenen Keim nachweisen. Zwar untersuchten Persoon et al. Zdhne
mit primdrer Infektion, jedoch ging es in der Studie vorrangig um den Wurzelkanal als
Lebensraum und die Frage nach der Korrelation zwischen Bakterien und Pilzen, sodass eine
analoge mikrobielle Abhdngigkeit auch bei sekunddrer Infektion anzunehmen ist. Diese
Hypothese sollte jedoch in zukiinftigen Studien verifiziert werden.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass auch im Speichel Candida gehduft mit azidogenen
Bakterien auftrat [166, 167]. Im Gegensatz dazu stehen Studienergebnisse, die eine
antagonistische Beziehung zwischen azidogenem Lactobacillus und Candida zeigten [168].
Es wird deutlich, dass nach aktuellem Forschungsstand die Frage nach der Korrelation von

Bakterien und Pilzen nicht eindeutig beantwortet werden kann.

In zwei Féllen unserer Studie wurde C. albicans sowohl in der Plaqueprobe als auch im
Wurzelfiillmaterial gefunden. Die primidre Wurzelfiillung beider Zihne wurde koronal mit
Komposit verschlossen, sodass die Moglichkeit eines koronalen Mikroleakage berticksichtigt
werden sollte. Eine endodontische Reinfektion wird nidmlich unter anderem mit der
Insuffizienz des koronalen Verschlusses begriindet [169]. Khayat et al. konnten an
wurzelgefiillten Zdhnen mit koronalem Leakage zeigen, dass nach Speichelexposition der
komplette Wurzelkanal in weniger als 30 Tagen reinfiziert war [170]. Demzufolge ist neben
einer suffizienten Wurzelfiillung ein dichter koronaler Verschluss von ebenso grofler

Bedeutung.
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4.2.5 Ausblick

Im Falle einer Reinfektion des wurzelgefiillten Zahns ist die ausreichende chemische
Desinfektion wihrend der Revisionsbehandlung eine wichtige Voraussetzung fiir den
Therapieerfolg.

Unsere Studienergebnisse haben gezeigt, dass sich neben der Gruppe der schwer
kultivierbaren Bakterien die Pathogene C. albicans, E. faecalis und Streptococcus spp. in
reinfizierten Wurzelkanilen nachweisen lief3en.

Umso wichtiger ist es also, wihrend der Revisionsbehandlung eine ausreichend chemische
Desinfektion zur Elimination dieser Hauptakteure vorzunehmen. Einige Studien
beispielsweise beflirworten neben der géngigen Spiilung mit Natriumhypochlorit (NaOCI)
eine mindestens 30 Sekunden lange Zwischen- oder Abschlussspiilung mit 2%-igem CHX,
da dadurch eine Elimination von E. faecalis und Streptococcus sowie durch eine ausreichend
lange Kontaktzeit auch von C. albicans erreicht werden kann [25, 31]. Auch EDTA als
Chelatbildner sowie 5,25%-iges NaOCl koénnen zur Desinfektion von C. albicans
angewendet werden [171]. Die Aktivierung der Spiilung mittels Schall oder Ultraschall ist
fiir jede endodontische Behandlung zu befiirworten, um die Desinfektionswirkung der
Chemikalien zu erhéhen [32]. Auch die medikamentdse Einlage zur Desinfektion spielt fiir
den Behandlungserfolg eine Rolle. Neben antimikrobiellen Substanzen mit alkalischem pH-
Wert (z.B. Kalziumhydroxid) werden unter anderem Medikamente mit CHX zur effektiven
Bekdmpfung von E. faecalis empfohlen [34].

Es gibt jedoch Anlass, die Rolle von CHX als Spiillosung bzw. medikamentdse Einlage zu
iiberdenken. Zwar besitzt CHX auch gute antimykotische Eigenschaften und weist bei
geringer Toxizitit eine hohe Substantivitit auf, aber im Gegensatz zu NaOCI und Ca(OH)
kann Chlorhexidin kein nekrotisches oder vitales Gewebe auflosen [4]. Zudem ist E. faecalis
nicht alleiniger Leitkeim im reinfizierten Wurzelkanal, da unsere Studienergebnisse gezeigt
haben, dass insbesondere auch schwer kultivierbare Bakterien im Wurzelkanal bei
sekunddrer apikaler Parodontitis vorkommen. Aktuelle Studien konnten nachweisen, dass
NaOCI durchaus auch den antimikrobiellen Wirkungsbereich von CHX abdeckt. So wiesen
beispielsweise Oliveira et al. in ihrer Studie fiir 1-2,5%-iges Natriumhypochlorit eine
positive antibakterielle Wirkung gegen E. faecalis nach [26]. Pinheiro et al. zeigten in ihrer
2018 veroffentlichten Untersuchung eine vergleichbare hohe Effektivitdt von 2%-igem CHX
und 2,5%-igem NaOCIl gegen E. faecalis, C. albicans und Streptococcus mutans [27]. Sogar

86



fiir 1%-iges NaOCl konnte bereits eine mit 2%-igem CHX vergleichbare hohe Wirksamkeit
gegen E. faecalis in reinfizierten Wurzelkandlen nachgewiesen werden [172].

Obwohl CHX aufgrund seiner Substantivitdt und seiner Interaktion mit NaOCI bislang als
Abschlussspiilung empfohlen wird, stellt die dargestellte aktuelle Literatur die
Notwendigkeit der zusétzlichen Spililung mit Chlorhexidin infrage, da sein tatsdchlicher
Mehrwert umstritten ist [173]. Sofern hierzu jedoch keine allgemeingiiltige Empfehlung
ausgesprochen werden kann, bestehen gegen 2%-iges CHX als Abschlussspiilung keine

Einwiénde.

Auf Basis unserer Untersuchungsergebnisse kann daher in Revisionsfillen die Anwendung
von NaOCl und CHX, in Kombination mit EDTA zur Entfernung der Schmierschicht, als
Spiilungen und Ca(OH), als medikamentose FEinlage zur maximalen Reduktion von
endodontischen Pathogenen und Toxinen sowie zur Entfernung des Pulpagewebes und der
Schmierschicht befiirwortet werden. NaOCI besitzt bislang als einzige Spiillosung eine
gewebeauflosende Figenschaft, sodass sie als Hauptspiilfliissigkeit in keinem
endodontischen  Desinfektionsprotokoll ~fehlen darf. Nur so konnen wichtige

Voraussetzungen fiir den langfristigen Erfolg einer Wurzelfiillung erfiillt werden.

4.3  Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit war die Isolierung und Detektion von Bakterien und Pilzen im
Waurzelfiillmaterial von Zéhnen mit postendodontischer apikaler Parodontitis mithilfe eines
molekulargenetischen Ansatzes im Vergleich zur Kultur.

Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass die Kultur ein geeignetes Verfahren zur Analyse der
subgingivalen Plaque als polymikrobielles Gemisch darstellt, da es eine Detektion mehrerer
Keime gleichzeitig ermdglicht. Spezies der Ordnungen Lactobacillales und Actinomycetales
waren in der Plaque dominant.

Die Anzahl kultivierter Bakterienspezies war im Wurzelfiillmaterial signifikant geringer als
in der Plaqueprobe. Daher ist an dieser Stelle der Einsatz der PCR zur Identifikation eines
Leitkeims zu befiirworten. Nur mittels PCR war es moglich im Wurzelfiillmaterial Pilze
nachzuweisen, wobei Candida albicans die dominante Pilzspezies darstellte. Schwer

kultivierbare = Bakterien (Synergistes, Acinetobacter, Atopobium, Pyramidobacter,
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Ruminococcus, Pseudoramibacter und Bacteroidetes) wurden in insgesamt 8/42 Proben nur
mittels PCR detektiert und konnten kulturell nicht nachgewiesen werden.

Die anfangs aufgestellte Nullhypothese, dass der Keimnachweis mittels Kultur den
Goldstandard darstellt, muss insofern widerlegt werden, als die Pan-PCR als
Nachweisverfahren bei Vorhandensein eines schwer anziichtbaren, dominanten Keims im
Wurzelfiillmaterial tiberlegen ist. Zur Pilzdiagnostik zeigte sich die gattungsspezifische PCR
von Vorteil, da nur mittels PCR in 5/42 Proben Pilze im Wurzelfiillmaterial detektiert
werden konnten. Lediglich fiir polymikrobielle Gemische (z.B. subgingivale Plaque) bleibt
die Kultur zum Nachweis mehrerer Keime eine geeignete Untersuchungsmethode.

Um die in der Literatur umstrittene Frage nach der Abhéngigkeit der bakteriellen
Zusammensetzung vom Mykobiom ausreichend erdrtern zu konnen, sollten zukiinftige
Studien mit entsprechend hoher Probenzahl durchgefiihrt werden.

Abgesehen von der Gruppe der schwer kultivierbaren Bakterien, ging aus unserer Analyse
hervor, dass Enterococcus faecalis, Candida albicans und Streptococcus spp. die
Hauptbesiedler des Wurzelkanals von Zédhnen mit sekundéirer apikaler Parodontitis waren.
Mittels PCR wurde gezeigt, dass im Vergleich zur subgingivalen Plaqueprobe insbesondere
der Anteil an E. faecalis und C. albicans im Wurzelfiillmaterial anstieg. Die zweite
Nullhypothese, dass E. faecalis das Hauptpathogen im Wurzelfiillmaterial bei Vorliegen
einer sekundédren apikalen Parodontitis darstellt, muss differenziert beantwortet werden.
Zwar wird seine Rolle aufgrund seiner einfachen Kultivierbarkeit oftmals {iberschitzt,
jedoch bestitigten unsere Studienergebnisse die dominante Rolle des Keims nicht nur mittels
Kultur, sondern auch mittels PCR, wenn auch mit geringerer Dominanz. Andererseits
widerlegte vorliegende Arbeit die Nullhypothese insofern, als auch schwer kultivierbare
Bakterien, Candida albicans und Streptococcus spp. als Leitkeime in reinfizierten
Wurzelkanilen nachgewiesen wurden.

Basierend auf diesen Studienergebnissen muss wihrend der Revisionsbehandlung durch
Spiilungen (z.B. NaOCIl, EDTA, CHX) und medikamentdsen Einlagen (z.B. Ca(OH)>) eine
ausreichende Desinfektion dieser Leitkeime erreicht werden, um den Zahnerhalt in der

Mundhohle langfristig sichern zu kénnen.
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