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1 Einleitung und Arbeitshypothese

Die Pulpa und das umliegende Dentin stellen eine Einheit dar, das sogenannte Pulpa-
Dentin-System. Schadigungen des Dentins wirken sich auf den Zustand der Pulpa aus.
Diese Irritationen kdnnen physikalischen, chemischen und toxischen Ursprungs sein. Karies
stellt jedoch mit etwa 95% die Hauptursache aller Pulpaerkrankungen dar (SCHAFER 2001).
Wird das kariose Dentin bei einer reversiblen Pulpitis entfernt und die pulpanahe
Dentinwunde adaquat versorgt, kann es zur Ausheilung kommen. Bei einer irreversiblen
Pulpitis kann bereits nekrotisches Gewebe vorliegen und eine Wurzelkanalbehandlung ist
indiziert. Findet in diesem Stadium der Pulpitis keine Behandlung statt, kbnnen sich die
bakteriellen Stoffwechselprodukte vom Endodontium auf das Parodontium ausbreiten. Die
Pulpa steht Uber das Foramen apicale (sowie akzessorische, laterale und interradikulare
Kanale) mit dem parodontalen Gewebe in Verbindung. Folglich kdnnen sich Bakterien in
diesem Bereich ausbreiten und eine Parodontitis apicalis hervorrufen. Aber auch auf
entgegengesetztem Weg kénnen  bakterielle  Stoffwechselprodukte aus dem
Entziindungsgeschehen einer marginalen Parodontitis in die Pulpa gelangen und eine
Entzindung hervorrufen (BERGENHOLTZ und HASSELGREN 2003). Sowohl das Pulpa-
Dentin-System als auch das Parodontium besitzen Abwehrfunktionen, die eine
Bakterieninfiltration in beide Richtungen verhindern sollen. Bleiben eine Karies oder
supragingivale Plaque zu lange unbemerkt, kann das Immunsystem nicht mehr gegen die
Mikroorganismen ankampfen und es entsteht ein Ungleichgewicht zugunsten pathogener
Bakterien. Es kommt zu einer bakteriellen Infiltration in die Pulpa (Pulpitis) bzw. in das
Parodontium (marginale Parodontitis). Nur eine zeitnahe Eradikation der Keime kann den
Erhalt des infizierten Zahns gewdahrleisten. Mechanische Methoden zur Sauberung des
infizierten Gewebes sowie antimikrobielle Spulldsungen sind flir den Behandlungserfolg
unerlasslich. Trotz einer lege artis durchgefihrten Behandlung kommt es in einigen Fallen
nicht zur Ausheilung der betroffenen Region. Die Infektion wird chronisch und die
Gewebedestruktion nimmt zu. Verantwortlich fir diesen Prozess ist unter anderem eine
Mikroflora, in der andere Bakterien zu finden sind als im akuten Entzindungsgeschehen. Bei
einer chronischen Infektion handelt es sich meistens um Monoinfektionen (MOLANDER et al.
1998, SUNDQVIST et al. 1998), vorwiegend aus gram-positiven fakultativen Anaerobiern
bestehend (PINHEIRO et al. 2003b, FIGDOR und SUNDQVIST 2007). Diese Bakterien
zeigen eine hohe Resistenz gegeniber antimikrobiellen und mechanischen

Behandlungsmethoden. Bei endodontischen Misserfolgen wird Enterococcus (E.) faecalis,



ein fakultativer Anaerobier, eine bedeutende Rolle zugesprochen (MOLANDER et al. 1998,
SUNDQVIST et al. 1998, HANCOCK et al. 2001, PINHEIRO et al. 2003a).

Die Persistenz pathogener Keime im Wurzelkanal und/oder in der apikalen Region ist einer
der wichtigsten Grunde fur den Misserfolg einer Wurzelkanalbehandlung (LIN et al. 1992,
NAIR et al. 1990, SIQUEIRA 2001, SIQUEIRA und ROCAS 2006, SAITO et al. 2008). In
einigen Studien konnten parodontopathogene Keime bei Patienten mit chronisch apikaler
Parodontitis nachgewiesen werden (SUNDE et al. 2000, SIQUEIRA et al. 2007, BLOME et
al. 2008, SAKAMATO et al. 2008). RUPF et al. (2000) wiesen in einer Studie mittels PCR
Aggregatibacter  (A.)  actinomycetemcomitans, Fusobacterium  (F.)  nucleatum,
Porphyromonas (P.) gingivalis, Prevotella (P.) intermedia, Treponema (T.) denticola,
Tannerella (T.) forsythia und Eikenella (E.) corrodens sowohl im Endodont als auch Parodont
nach und konnten so eine Paro-Endo-Wechselwirkung als wichtigen Faktor flr die

Widerstandfahigkeit parodontaler und/oder endodontaler Erkrankungen nachweisen.

Die Moglichkeit einiger Bakterien Biofilme zu bilden, spielt ebenfalls eine bedeutsame Rolle.
So besitzt F. nucleatum die Fahigkeit, Koaggregate mit gram-positiven Kokken wie
Streptococcus (S.) sanguis, Peptostreptococcus (P.) micros als auch mit P. gingivalis zu
bilden (KOLENBRANDER und ANDERSEN 1989, KREMER und VAN STEENBERGEN
2000). F. nucleatum ermdglicht ein erweitertes Haftvermégen parodontopathogener Keime
wie P. gingivalis und T. denticola in parodontalen Lasionen (KOLENBRANDER et al. 2000).
F. nucleatum nutzt Typ-I-Kollagen um sich an die Oberflache des Dentins zu heften (SAITO
et al. 2008). Die Koaggregation zwischen F. nucleatum und P. gingivalis kommt durch ein
Protein-Adhasin auf F. nucleatum und ein galaktoseenthaltenden Kohlenhydratrezeptor auf
P. gingivalis zustande (KINDER und HOLT 1989, KINDER und HOLT 1993). SOCRANSKY
et al. (1998) haben die parodontalen Keime anhand ihrer Pathogenitat in unterschiedliche
Komplexe eingeteilt. Besonders die zum roten Komplex gehérenden Keime wie P. gingivalis,
T. forsythia und T. denticola werden oft gemeinsam nachgewiesen und treten meist bei tiefen
Taschen und endodontischen Misserfolgen auf (RUPF et al. 2000). P. intermedia, P. micros
und F. nucleatum gehéren zum orangenen Komplex und besitzen die Eigenschaft als
sogenannte ,Brickenspezies“ zwischen den Fruhkolonisierern (griner bzw. orange-
assozierter Komplex) und den Keimen des roten Komplexes zu fungieren (DOMBROWA
2007).

Bereits vorliegende Studien konnten eine Interaktion von Bakterien bei Paro-Endo Lasionen

zeigen. Vor diesem Hintergrund war die Hypothese dieser Untersuchung folgende: Der



Nachweis von parodontopathogenen Keimen bei chronisch apikalen Parodontitiden hat

einen Einfluss auf die Persistenz der Infektion.

Das Ziel dieser Studie war es, das Vorkommen der 11 haufigsten parodontopathogenen
Keime (A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, T. denticola, P.
micros, F. nucleatum, Campylobacter (C.) rectus, Eubacterium (E.) nodatum, E. corrodens,
Capnocytophaga spp.) bei endodontischen Misserfolgen mithilfe der DNAe¢STRIP-
Technologie (micro-IDent®, micro-IDent® plus, Hain Lifescience, Nehren, Deutschland) zu
untersuchen, auf ihre Relevanz hin zu prifen und deren mdglichen Synergismus in der

Biofilmformation zu evaluieren.



2 Literaturubersicht

2.1 Erkrankungen der Pulpa

Das Pulpagewebe ist ein lockeres, spezialisiertes Bindegewebe, das aus Zellen
(Odontoblasten, Fibroblasten, Ersatzzellen, Abwehrzellen), einer interzellularen
oxytalanartigen Grundsubstanz, retikuldren und kollagenen Fasern, sowie aus Gefal3en und
Nervenfasern besteht (SCHRODER 2000). Die Zahnpulpa steht (iber das Foramen apicale,
Uber laterale und interradikuldare Kanale mit dem Parodontium und somit dem
Gesamtorganismus in Verbindung. Daher ist einerseits bei Erkrankungen der Pulpa haufig
auch das Parodontium beteiligt. Andererseits ist bei einer medikamentdésen Behandlung der
Pulpa auch mit einer systemischen Verteilung des Medikaments zu rechnen (SCHAFER
2001). Die Pulpa und das umliegende Dentin stellen eine Einheit dar. Die in den
Dentinkanalchen gelegenen Odontoblastenfortsdtze sind Bestandteil der Zahnpulpa. Treffen
pathogene Reize auf das Pulpa-Dentin-System, antwortet es mit SchutzmalRnahmen: Die
Odontoblasten der Pulpa verdndern vorhandenes Dentin und bilden zusatzlich Dentin, die
Pulpa zeigt entzindliche Reaktionen. Das Pulpa-Dentin-System hat vier Funktionen zu
erflllen: die dentinbildende, sensorische, trophische und defensive Funktion (KLIMM 2003).
Erlittene Irritationen oder Schadigungen des Dentins wirken sich auf den Zustand der Pulpa
aus. Die Ursachen kénnen vielfaltig sein. Sie kdnnen durch Bakterieninvasion beim kariésen
Defekt hervorgerufen werden oder aufgrund von physikalischen, chemischen und toxischen
Irritationen entstehen. Dazu zahlen iatrogene Faktoren wie mechanische Bearbeitung der
Zahnhartsubstanzen sowie die Applikation zahnarztlicher Fullungsmaterialien und
Medikamente, aber auch traumatisch bedingte Zahnverletzungen und marginale
Parodontopathien. Allerdings stellt Karies mit etwa 95% die Hauptursache aller
Pulpaerkrankungen dar (SCHAFER 2001). Erreichen Bakterien das periphere Ende der
Dentintubuli, ist mit einer degenerativen Veranderung der Pulpa zu rechnen (GULDNER und
LANGELAND 1993, KLIMM 2003). Ob es sich um eine reversible oder irreversible Pulpitis
handelt, I&sst sich anhand der Schmerzsymptomatik unterscheiden. Die reversible Pulpitis
kann durch provozierte, spontane, manchmal ausstrahlende, meist jedoch lokalisierbare
Schmerzen von kurzer Dauer und wechselnder Intensitat gekennzeichnet sein. Dabei ist die
Schmerzanamnese kurz und die Reaktion auf Kalte und elektrischen Reiz gesteigert (KLIMM
2003). Nach Entfernen des kariésen Dentins und Versorgung der pulpanahen Dentinwunde,
kann es zur Ausheilung kommen. Die irreversible Pulpitis kann durch vorwiegend spontane,

nachts einsetzende, aber auch provozierte, lokalisierbare oder ausstrahlende, pulsierende,



pochende Schmerzen von langerer Dauer gekennzeichnet sein. Es liegen eine langere
Schmerzanamnese und verstarkte Warmeempfindlichkeit vor (KLIMM 2003). In diesem Fall
liegen bereits groflere Gewebeeinschmelzungen und nekrotisches Gewebe vor, es folgt eine
medikamentdése Einlage und innerhalb weniger Tage eine Wurzelkanalbehandlung
(HEIDEMANN 2001). Verlagert sich das Entzindungsgeschehen in den periapikalen
Bereich, spricht man von einer Parodontitis apicalis. Rdntgenologisch ist eine Erweiterung
des Parodontalspalts und klinisch eine starke Aufbissempfindlichkeit des betroffenen Zahnes
zu diagnostizieren (HELLWIG et al. 2003).

2.2 Mikrobiologische Aspekte

In der Mundhéhle kommen Uber 700 unterschiedliche Bakterien vor, von denen um die 50%
nachgewiesen werden kdnnen (PASTER et al. 2001, AAS et al. 2005, SIQUEIRA und
ROCAS 2005, SOCRANSKY und HAFFAJEE 2005). Im infizierten Wurzelkanal liegt ein
sauerstoffarmes Milieu vor, welches das Uberleben von Aerobiern erschwert; es kénnen hier
nur um die 150 verschiedenen Bakterienarten nachgewiesen werden (SAITO et al. 2006).
Dies hangt u. a. mit dem Vorkommen von fakultativ/obligat anaeroben Keimen zusammen,
bei dem der Nachweis des Keimspektrums mit mehr methodischen Fehlern verbunden ist.
Vor allem schwarzpigmentierte Bakterien der Gattungen Porphyromonas, Prevotella,
Actinomyces, Fusobacterien und Veillonella treten im infizierten Wurzelkanal auf (BRAUNER
und CONRADS 1995, BAE et al. 1997, DOUGHERTY et al. 1998, BAUMGARTNER et. al.
1999, PITT FORD 2004,). Die Anzahl an Mikroorganismen im Wurzelkanal betragt in der
Regel bis zu 108 koloniebildenden Einheiten (SUNDQVIST et al. 1989, SOBOTTKA et. al.
2002, CACHOVAN et. al. 2003). Die primare endodontische Infektion ist begleitet von einer
Mischflora (WITTGOW und SABISTON 1975, BYSTROM und SUNDQVIST 1981, LE GOFF
et al. 1997, SJIORGEN et al. 1997). In Fallen, in denen nach der Wurzelkanalbehandlung
keine Ausheilung erfolgt, ist eine andere Flora im Wurzelkanal zu finden. Die Anzahl der
Mischinfektionen ist deutlich geringer, daflr sind haufiger Monoinfektionen nachzuweisen
(MOLANDER et al. 1998, SUNDQVIST et al. 1998). In infizieten Wurzelkanalen
unbehandelter Zédhne kdnnen gleichermalien gram-positive sowie gram-negative Anaerobier
nachgewiesen werden. Dagegen treten bei Behandlungsmisserfolgen vorwiegend gram-
positive fakultative Anaerobier auf (PINHEIRO et al. 2003b, FIGDOR und SUNDQVIST
2007). Dies lasst darauf schlielfen, dass gram-positive fakultative anaerobe Keime

resistenter gegenlber antimikrobiellen und mechanischen Behandlungsmethoden sind als



gram-negative obligate Anaerobier (CHAVEZ DE PAZ et al. 2003, MOLLER et al. 2004). Als
Beispiel ist E. faecalis zu nennen, ein gram-positiver fakultativer Anaerobier, welcher
zwischen 30% bis 64% bei endodontischen Misserfolgen nachgewiesen wird, bei primaren
Infektionen dagegen eher selten (MOLANDER et al. 1998, SUNDQVIST et al. 1998,
HANCOCK et al. 2001, PINHEIRO et al. 2003a). E. faecalis ist in der Lage, tief in die
Dentintubuli einzudringen und zeigt so Resistenz gegeniber chemo-mechanischer
Aufbereitung und Calciumhydroxid (LOVE 2001). Des Weiteren besitzt er die Fahigkeit auch
bei geringer Verflugbarkeit von Nahrstoffen zu Uberleben und zu regenerieren, sobald die
Nahrstoffquelle wieder vorhanden ist (SIQUERIA 2004).

Die Mdglichkeit Biofilme zu bilden, ist ein weiterer wichtiger Resistenzfaktor in der Genese
der apikalen Parodontitis wobei die Widerstandsfahigkeit von Keimen gegenlber
Phagozytose und Antibiotika verstarkt wird (EICK und PFISTER 2004, HEPPLER und
HULSMANN 2006, JEFFERSON und CERCA 2006, TAKAHASHI et al. 2006, SAITO et al.
2008). Biofilme werden in apikalen Lasionen gebildet, wie etwa auf der aulieren Oberflache
der Wurzelspitze (LEONARDO et al. 2002, NOIRI et al. 2002). In-vitro-Studien haben
gezeigt, dass F. nucleatum die Fahigkeit besitzt, Koaggregate mit gram-positiven Kokken
(wie S. sanguis, P. micros als auch mit P. gingivalis) und gram-negativen Keimen zu bilden
(KOHLENBRANDER und ANDERSEN 1989, KREMER und VAN STEENBERGEN 2000).
Der Synergismus zwischen F. nucleatum und P. gingivalis ist in einigen Studien untersucht
worden (KINDER und HOLT 1989, KOLENBRANDER und ANDERSEN 1989, KINDER und
HOLT 1993, METZGER et al. 2001). Die Interaktion dieser beiden Keime kommt durch ein
galactoseenthaltenden Kohlenhydratrezeptor auf P. gingivalis und ein Protein-Adhasin auf F.
nucleatum zustande (KINDER und HOLT 1989, KINDER und HOLT 1992). Andere Arten von
Zucker wie z.B. Lactose, N-Acetyl-D-Galactosamin und D-Galactose verhindern dagegen die
Koaggregation von F. nucleatum und P. gingivalis (KOLENBRANDER und ANDERSEN
1989). Biofilme werden vielfach aus apikalen Parodontiden isoliert (SUNDE et al. 2000,
VIANNA et al. 2005). In Lasionen einer apikalen Parodontitis wird auf der Oberflache des
Dentins sowie im apikalen Gewebe des Ofteren Typ-1-Kollagen gefunden, welches F.
nucleatum nutzt, um sich daran zu binden (SAITO et al. 2008). NOGUCHI et al. (2005)
entdeckten in klinischen Proben F. nucleatum mit T. forsythia und P. gingivalis in
extraradikularen Biofilmen. Bakterienmigration zwischen Endo- und Parodontium kann
sowohl Uber Dentin als auch Uber laterale und akzessorische Wurzelkanale stattfinden
(ADRIAENS et al. 1988, EHNEVID et al. 1995). RUPF et al. (2000) bestatigten in einer
Studie, dass die Paro-Endo-Wechselwirkung als ein wichtiger Faktor angesehen werden

muss, der zur Widerstandsfahigkeit parodontaler oder endodontaler Erkrankungen beitragt.



2.3 Grundlagen der Endodontie

Die irreversible Schadigung der Pulpa mit oder ohne Beteiligung des periapikalen Gewebes
stellt die haufigste Indikation fir eine Wurzelkanalbehandlung dar (LEUENBERG und
BARTHEL 2005). Ziel dieser Behandlung ist der langfristige Erhalt des Zahnes die eine
vollstdndige Sauberung des Kanals von infizierten Pulpageweberesten, Bakterien und
nekrotischen Gewebeanteilen, die Aufbereitung der Kanale sowie die anschliel3ende,
vollstandige Fullung der Wurzelkanale beinhaltet. Um einen endodontischen Erfolg zu
erzielen, missen wesentliche Behandlungsschritte eingehalten werden. Die Kenntnis Uber
Anatomie der Zahne und speziell des Wurzelkanalsystems ist dabei von grof3er Bedeutung
(HELLWIG et al. 2003). Der apikale Endpunkt der Wurzelkanalbehandlung gilt als wichtiger
Faktor fir den Behandlungserfolg (GULDENER und LANGELAND 1993). Die Aufbereitung
und die spatere Wurzelkanalflllung sollen an der engsten Stelle des Kanals, dem
physiologischen Foramen, abschlieen. An dieser Stelle kann die Kontaktflache zwischen
Fullmaterial und vitalem Gewebe kleingehalten werden (HULSMANN und WEIGER 2004),
wodurch die Wahrscheinlichkeit einer Irritation im Sinne einer immunologischen Reaktion
minimiert wird (MERYON 1987). Um weiteren mikrobiellen Eintritt durch den Speichel zu
vermeiden, muss wahrend der Behandlung unter aseptische Bedingungen mit Kofferdam
gearbeitet werden (CARROTTE 2004a).

2.4 Endodontischer Erfolg und Misserfolg

2.4.1 Definition Erfolg und Misserfolg einer endodontischen Therapie

Es gibt verschiedene Methoden, um den Erfolg oder Misserfolg einer
Wurzelkanalbehandlung zu bestimmen. Es missen mehrere Kriterien in Betracht gezogen
werden und in vielen Fallen ist der Nachweis einer erfolgreichen oder nicht erfolgreichen
Wurzelkanalbehandlung nicht einfach zu erbringen (CHANDRA 2009). Grundsatzlich
kommen der klinische (Schmerzanamnese, Perkussionsempfindlichkeit  usw.),
rontgenologische und histologische Befund zum Einsatz (HAMOOD 2001). Aus
histologischer Sicht muss die periapikale Region wieder vollstdndig hergestellt sein ohne
Anwesenheit inflammatorischer Zellen (ABBOTT 1991a). Dieses Ziel ist wie BRYNOLF
Studie 1967 zeigt, schwierig zu erzielen. Nur 7% der behandelten Zahne konnten eine
vollstandige Heilung der periapikalen Region aufweisen, in 93% der Falle verblieb eine

chronische Entzindung, die aber klinisch symptomlos war. Aus diesem Grund sind



radiologische und klinische Indikatoren zuverlassiger fir den Nachweis erfolgreicher oder
nicht erfolgreicher Wurzelkanalbehandlungen (CHANDRA 2009). Nach wissenschaftlicher
Stellungsnahme der DGZMK und in Anlehnung an die Richtlinien der European Society of
Endodontology (ESE) gibt es drei Kategorien in Bezug auf die Ergebnisbeurteilung einer

Wurzelkanalbehandlung:
1. Vollstandige Heilung:
* klinische Symptomfreiheit

* radiologisch durchgehend verfolgbarer Parodontalspalt normaler Breite (d. h.
radiologisch als kndchern beurteilte Regeneration endodontisch bedingter

Lasionen)
2. Unvollstandige Heilung:
* klinische Symptomfreiheit
* radiologisch verifizierbare Verkleinerung der endodontisch bedingten Lasion
3. Keine Heilung:
* klinische Symptome einer endodontisch bedingten Parodontitis und/oder

* radiologisch erfassbare, externe progressive Resorptionen



Abb. 1 endodontischer Misserfolg eines oberen zweiten Inzisiven aufgrund einer
insuffizienten provisorischen Fillung. 3 Jahre nach der Wurzelkanalfiillung (aus
Friedman 2002)

Eine réntgenologisch vollstandige Regeneration knécherner Lasionen wird in einem Zeitraum
von maximal 4-5 Jahren erwartet (WEIGER et al. 2000).

In vielen retrospektiven Studien wird der Wurzelkanalbehandlung eine Erfolgsrate von 53-
96% zugesprochen (HAMOOD 2001). Diese grole Spannbreite ist Folge des Fehlens
standartisierter Verfahren (HAMOOD 2001). Folgende Faktoren mussen nach FRIEDMAN

(2002) bei einer Studie demnach berlcksichtigt werden:
e Zahntyp, Anzahl von Wurzeln
e Studiendesign
*  Stichprobenumfang
*  Auswahlkriterien
* endodontische Techniken
* Qualifikationen / Erfahrung der Behandler
* aseptische Behandlung (Verwendung von Kofferdam)
* Nachweis einer negativen bakteriellen Kultur
* post-endodontische Versorgung

*  Komplexitat der einzelnen Falle
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* Recall Rate

* Interpretation der Réntgenaufnahme

* nachfolgender Beobachtungszeitraum
* statistische Auswertung

* Auswertungseinheit ( z. B. bei einem mehrwurzeligen Zahn wird jede  Wurzel als

eigenstandige Einheit gesehen)
*  Kiriterien zur Beurteilung des Behandlungsergebnisses

In vielen Fallen bleibt der individuelle, auf den Zahn bezogene Beobachtungszeitraum
unbertcksichtigt, in dem der Erfolg oder Misserfolg einer Wurzelkanalbehandlung
nachgewiesen wird. Das fuhrt zur Verzerrung der tatsachlichen Situation (WEIGER et al.
2000). Aus diesem Grund sind prozentuale Angaben Uber Erfolg und Misserfolg einer

Wurzelkanalbehandlung kritisch zu betrachten.
2.4.2 Das Ergebnis der Wurzelkanalbehandlung beeinflussende Faktoren

Schon am Anfang der Behandlung kann eine falsche Diagnose zum Misserfolg flhren
(HAMOOD 2001). Eine Fehlinterpretation der klinischen und/oder rdntgenologischen
Befunde, wie eine Fehldeutung des Schmerzes, des Vitalitdtstestes, parodontaler
Erkrankungen etc., kdnnen zu einer Behandlung des falschen Zahnes fihren (HAMOOD
2001).

Es gibt praoperative, intraoperative und postoperative Faktoren die das Ergebnis der

Wurzelkanalbehandlung beeinflussen.
1. Praoperative Faktoren:
* allgemeiner Gesundheitszustand des Patienten
e Zahntyp
*  Symptome
* GroRe der Lasion
e parodontaler Zustand des Zahnes

e praoperativer Zustand der Pulpa
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*  Mikroorganismen
*  Fremdkorper
*  Epithel

Allgemeiner Gesundheitszustand des Patienten: In verschiedenen Studien wurden
Patientendaten (Geschlecht, Alter, allgemeiner Gesundheitszustand) erhoben und deren
Effekt auf das Ergebnis der endodontischen Behandlung untersucht (CHANDRA 2009). NG
et al. (2008) haben herausgefunden, dass der Heilungsprozess geschlechtsunspezifisch ist.
Altere Patienten besitzen aufgrund von Alterung, Malnutriton und/oder ha&ufiger
vorkommenden Allgemeinerkrankungen wie Diabetes mellitus eine schlechtere
Regenerationsfahigkeit. Die Erfolgsrate sinkt mit zunehmendem Alter der Patienten (NG et
al. 2008). Eine Studie von FOUAD und BURLESON (2003) belegt einen Zusammenhang

zwischen Diabetes mellitus und einer ebenfalls geringeren Erfolgsrate.

Zahntyp: Ein weiterer Faktor, der in Verbindung mit einem Langzeiterfolg der
Wurzelkanalbehandlung steht, ist die unterschiedliche Wurzelkanalanatomie der Zahne.
Molaren weisen eine kompliziertere Wurzelkanalmorphologie auf. Nach TRONSTAD (2009)
zeigen dagegen mehrere Studien eine héhere Erfolgsrate fur Z&dhne mit drei Wurzeln (90%)
als Zahne mit zwei (80%) oder einer Wurzel (70%). Die Ergebnisse werden auf den kleineren
Wurzelkanaldurchmesser in mehrwurzeligen Zahnen zurickgeflhrt, welche grindlicher
aufbereitet werden kdnnen als einwurzelige Zdhne mit groRerem Wurzelkanaldurchmesser.
Andere klinische Studien belegen, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen
Zahntyp und Ergebnis der Wurzelkanalbehandlung gibt (CHANDRA 2009).

Symptomatik: Praoperative Symptome kdnnen einen Hinweis auf Bakterienart und Anzahl
vorkommender Mikroorganismen im Wurzelkanalsystem geben (JRSTAVIK et al. 1991).
Symptomatische wie asymptomatische Zahne zeigen hinsichtlich endodontischer
Behandlungen gleiche Erfahrungsraten (SJORGEN et al. 1990, ABITBOL 2001).

GroBe der Léasion: Kleine apikale Lasionen (von bis zu 5 mm Durchmesser) haben
gegenuber grélReren Lasionen eine bessere Erfolgsrate (WEIGER et al. 2000). Andere
Studien zeigen hinsichtlich der Erfolgsrate keinen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen Wurzelkanalbehandlung und L&sionsdurchmesser (BYSTROM et al. 1987,
SJORGEN et al. 1990, SJORGEN et al. 1997, ABITBOL 2001). Allerdings lasst sich ein
Zusammenhang zwischen GréRe der Lasion und Anzahl von Mikroorganismen im

Wurzelkanal nachweisen (BYSTROM et al. 1987), was wiederum einen Effekt auf das
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Resultat der Wurzelkanalbehandlung hat. Die beste Erfolgsrate hat eine infizierte Pulpa ohne
apikale Lasion (FRIEDMAN 1998).

Parodontaler Zustand des Zahnes: In einigen Fallen hangt die endodontische Prognose
von dem Ergebnis anderer Behandlungsformen ab, wie z. B. bei Paro-Endo-L&sion. Versagt
die parodontale Therapie, ist auch mit einem endodontischen Misserfolg zu rechnen
(HAMOOD 2001). ABITBOL (2001) hat beobachtet, dass bei einer Gesamtzahl von 21
verlorengegangenen Zahnen, 52% aufgrund einer parodontaler Erkrankung extrahiert
werden mussten. Daher ist sowohl eine endodontische als auch parodontale Nachkontrolle

fur das Ergebnis der Wurzelkanalbehandlung von Bedeutung.

Préaoperativer Zustand der Pulpa: Der praoperative Zustand der Pulpa (Pulpitis,
Nekrobiose, Nekrose und pulpenlose Infektion) hat einen signifikanten Einfluss auf die
Erfolgsrate einer Wurzelkanalbehandlung (KOJIMA et al. 2004, NG et al. 2008). Einige
Studien zeigen, dass vitale Pulpae bei denen eine Pulpitis diagnostiziert wurde bessere
endodontische Heilungsraten aufweisen, als devitale mit einer nachweislichen Nekrose
(GRAHNEN und HANSSON 1961). Demgegenlber berichten andere Studien Uber einen
besseren prognostischen Verlauf, wenn die Pulpae nekrotisch sind und keine apikalen
Lasionen vorliegen (STRINDBERG 1956). Welcher praoperative Zustand der Pulpa eine

bessere Erfolgsrate aufweist, wird in der Literatur kontrovers diskutiert.

Mikroorganismen: Die Persistenz von Mikroorganismen im Wurzelkanal und/oder in der
periapikalen Region ist der ausschlaggebende Faktor fir einen endodontischen Misserfolg
(NAIR et al. 1990, LIN et al. 1992, SIQUEIRA 2001, SIQUEIRA und ROCAS 2006, SAITO et
al. 2008). Der Behandler ist oft fehlgeleitet von der Annahme, dass Verfahrensfehler wie
Instrumentenbruch, Perforation, Uber- bzw. Unterfiillung usw. die unmittelbare Ursache fiir
den endodontischen Misserfolg ist. In den meisten Fallen gefdhrdet ein Verfahrensfehler den
Erfolg der endodontischen Behandlung nur wenn auch eine Infektion des betroffenen Zahnes
vorliegt (SIQUEIRA 2001). Wenn Mikroorganismen zum Zeitpunkt der Wurzelflllung im
Wourzelkanal verbleiben oder sie nach Abschluss der endodontischen Therapie in den
Wurzelkanal eindringen, besteht eine hohere Wahrscheinlichkeit eines Misserfolges
(BYSTROM et al. 1987, SUORGEN et al. 1997). Wie groB das Risiko einer Reinfektion ist,
hangt von der Qualitat der Wurzelfullung und der koronalen Versiegelung ab (SAUNDERS
und SAUNDERS 1994). In Studien konnte belegt werden, dass ein Teil des
Wurzelkanalsystems wahrend der chemo-mechanischen Praparation unbehandelt bleibt -
unabhangig davon, welche Techniken und Instrumente verwendet wurden (SIQUEIRA et al.

1997). Unbehandelte Bereiche enthalten Bakterien und nekrotisches Gewebe, auch wenn
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die Wurzelkanalfillung im Rdéntgenbild lege artis erscheint (NAIR et al. 1990, LIN et al.
1991). Die Mikroorganismen mussen intrakanalen Desinfektionsmitteln standhalten und sich
der Umgebung mit wenig verfigbaren Nahrstoffen anpassen, um im Wurzelkanal tberleben
zu kénnen. (SIQUEIRA 2001). Bakterien siedeln sich am Isthmus, an der Ramifikation, am
apikalen Delta und in den Dentintubuli an und bleiben in einigen Fallen von intrakanalen
Desinfektionsmitteln unbeeinflusst (LIN et al. 1991). In diesen Bereichen des
Wurzelkanalsystems befindet sich wenig Substrat, die Bakterien werden flr gewodhnlich von
dem Wourzelkanalfullmaterial eingemauert, sterben oder es wird zumindest ein Zugang zum
apikalen Gewebe verhindert (SIQUEIRA 2001). Nur wenige Bakterienarten sind in der Lage,
sich der Umgebung mit veradndertem Sauerstoffanteil anzupassen und Resistenzen
gegeniber intrakanalen Medikamenten zu entwickeln. Wie in Kapitel 2.2 angesprochen, liegt
bei endodontischen Misserfolgen ein anderes Keimspektrum vor als bei der priméaren
Infektion. Vor allem sind gram-positive fakultative Anaerobier zu beobachten (PINHEIRO et
al. 2003b, FIGDOR und SUNDQVIST 2007). E. faecalis wurde in 30%-64% der Falle einer
persistierenden Parodontitis apicalis nachgewiesen. Dieser Keim zeigt eine ausgepragte
Resistenz gegenlber verschiedenen Medikamenten, wie 2z. B. Calciumhydroxid
(SUNDQVIST et al. 1998, LOVE 2001). RUPF et al. (2000) bestatigen die Paro-Endo-
Wechselwirkung und deren Einfluss auf die Widerstandsfahigkeit parodontaler und/oder

endodontaler Erkrankungen.

Fremdkoérper: Mechanische Beschadigung oder die Anwesenheit von Fremdkdrpern im
apikalen Bereich, schadigen das Gewebe und kdnnen zu einer chronischen Entzindung
fuhren (CHANDRA 2009). Als Fremdkdrper sind bekannt: Metall, Sealer, Papierspitzen,
Zellstoff (INGLE und BAKLAND 2002). Ist das Immunsystem nicht in der Lage, die
Fremdkdrper abzubauen, kann es zu einer chronischen Infektion kommen (CHANDRA
2009). Wurde z. B. das Wurzelfullungsmaterial ber den Apex hinaus in das apikale Gewebe
gepresst, muss mit einer schlechteren Prognose gerechnet werden (SJORGEN et al. 1990,
@RSTAVIK und HORSTED-BINDSLEV 1993). Wird als Flllungsmaterial gewebevertragliche
Guttapercha verwendet, ist die verringerte Erfolgsrate eher auf die Uberinstrumentierung und
die damit verbundene Verdrangung der Debris in das apikale Gewebe zuriickzufliihren als
auf das Material an sich (SJORGEN et al. 1990). Uberpresster Sealer kann wahrend des
Heilungsprozesses vom Organismus vollig oder teilweise abgebaut werden (CARROTTE
2004c).

Epithel: Ein weiterer Faktor, der das Ergebnis der Wurzelkanalbehandlung beeinflusst, ist
das Epithel (CHANDRA 2009). Wenn die Malassez-Epithelreste bestehen bleiben, kann sich
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daraus bei entsprechenden Stimulus eine radikulare Zyste entwickeln (LOUIS et al. 2011). In
der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben zur Therapie radikularer Zysten. Einige

befurworten die operative Entfernung, andere ein konservatives Vorgehen.
2. Intraoperative Faktoren:

* Kofferdam

* mechanische Aufbereitung/apikale Erweiterung

*  Wurzelkanalspllung und Medikation

* bakterieller Kulturnachweis vor Wurzelftllung

*  Wourzelflllung: Techniken, Material, apikaler Umfang und Qualitat

Kofferdam: Der Gebrauch von Kofferdam ist in der endodontischen Behandlung nicht
wegzudenken. Behandler befinden sich ohne den Gebrauch von Kofferdam in einer legalen
Gefahr (CHANDRA 2009). Es besteht kein Zweifel daran, dass die Kontamination des
Wurzelkanals mit Speichel neuen Mikroorganismen einen Weg in den Wurzelkanal erdffnet,
die Behandlungsdauer verlangert und den Erfolg verringert (CARROTTE 2004a). Die
Verwendung von Kofferdam vermindert die Gefahr, der Instrumenten- bzw.
Fremdkdrperaspiration und dass das Weichgewebe durch starke Spullésungen und
Medikamente verletzt wird. Aus diesen Grunden ist der Gebrauch von Kofferdam ein
wesentlicher Faktor fir den Erfolg einer Wurzelkanalbehandlung (CHANDRA 2009).

Mechanische Aufbereitung/apikale Erweiterung: Eine korrekte Zugangspraparation zur
Darstellung aller Wurzelkandle und spateren Wurzelkanalaufbereitung stellen die
mechanischen Ziele einer endodontischen Behandlung dar, welche die Reinigung und
Fullung der Wurzelkanale erst erméglichen (PETERS und PETERS 2010). Eine falsche
Zugangspraparation kann zum Ubersehen eines Wurzelkanals und/oder einer insuffizienten
Aufbereitung der Kanale fihren, was im weiteren Verlauf zu einer schlechteren Prognose
fuhrt. Ein durch die Aufbereitung veranderter Wurzelkanalverlauf oder sogar eine Perforation
haben einen groRen Einfluss auf das Ergebnis der Behandlung (PETERS und PETERS
2010). Welchen Einfluss die apikale Erweiterung auf das Resultat der
Wurzelkanalbehandlung hat, ist in der Literatur stark umstritten. Auf der einen Seite wird von
einer hdheren Erfolgsrate bei Verwendung von Feilen mit kleineren Durchmessern
ausgegangen (HOSKINSON et al. 2002). Nach HOSKINSON et al. (2002) liegt die
Erfolgsrate bei der Verwendung kleinerer Feilendurchmesser (ISO-GréRe 20-30) bei 77%,
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bei groeren Feilendurchmesser (ISO-GréRe 35-90) dagegen nur bei 70%. Auf der anderen
Seite steht dieses Ergebnis im Widerspruch zu der konzeptuellen Bedeutung einer mdglichst
vollstandigen Entfernung infizierten Dentins wahrend der endodontischen Behandlung
(FRIEDMAN 2002). Das Wurzeldentin kann von Mikroorganismen bis zu einer Tiefe von 150-
250 wm penetriert werden (GUTIERREZ et al. 1990), in der sie Spullésungen und
Medikamente nicht erreichen (OGUNTEBI 1996). Nur eine Erweiterung der Kanalgréf3e um
300-500 um gewahrleistet die Entfernung des infizierten Dentins (FRIEDMAN 2002). Eine
umfangreiche Erweiterung verbessert die Entfernung von infiziertem Dentin und die
Desinfektion des Wurzelkanals im apikalen Bereich (GRSTAVIK et al. 1991).

Wurzelkanalspiilung: Trotz einer groflen Auswahl an Wurzelspllldsungen, wird in der
Literatur eine Kombination aus NaOCI und EDTA empfohlen (CHANDRA 2009). Aktuell wird
die Abfolge der zu verwendenden Spullésungen diskutiert, d.h. ob zuerst in der Kombination
EDTA/NaOCI/EDTA oder NaOCI/EDTA/NaOCI gesplilt werden soll. ABBOTT et al. (1991b)
empfehlen zuerst mit EDTA zu spllen, da NaOCI im apikalen Drittel einen intakten smear
layer hinterlasst. Andere Autoren weisen auf die Eigenschaft von EDTA hin, einen negativen
Einfluss auf den antibakteriellen und gewebeauflésenden Effekt von NaOCI zu haben. Sie
fordern, keine Wechselspllung mit EDTA und NaOCI durchzufiihren (ZEHNDER et al. 2005,
YOUNG et al. 2007). Es gibt zu diesem Zeitpunkt keine definitive Empfehlung zur Auswahl
der ersten Wurzelkanalspllkombination. Allerdings ist unumstritten, dass der gleichzeitige
Gebrauch zweier Spulldsungen in der endodontischen Behandlung héhere Erfolgsraten

aufweist als eine alleinige Wurzelkanalspulldsung (CHANDRA 2009).

Medikation: Die Verwendung einer medikamentdsen Einlage ist ein bedeutender
Bestandteil der endodontischen Behandlung. Antibiotische Pasten wie Ledermix® und
antiseptische Calciumhydroxidpasten scheinen in der heutigen Zeit die hauptsachlich
verwendeten Medikamente bei der Wurzelkanalbehandlung zu sein (CHANDRA 2009). Nach
ABBOTT (1991a) erfullen diese beiden Medikamente die meisten Anforderungen an ein
ideales Wurzelkanalmedikament. Des Weiteren hangt der Erfolg der Wurzelkanalbehandlung
vom Wissen hinsichtlich der Verwendung der einzelnen Medikamente und Uber deren
Behandlungsreihenfolge ab (CHANDRA 2009).

Bakterieller Kulturnachweis vor Wurzelkanalfiillung: SJORGEN et al. (1997) haben
nachgewiesen, dass in 94% der Falle, bei denen vor Wurzelkanalflllung keine Bakterien
kultivierbar waren, eine vollstandige Heilung erfolgte. Demgegeniber kommt es nur in 68%

der Falle zu einer vollstindigen Heilung, wenn vor endodontischer Therapie ein



16

Kulturnachweis erfolgte. Diese Ergebnisse machen die Bedeutung nachgewiesener
Bakterien auf das Resultat der endodontischen Behandlung deutlich. Dabei beeinflussen die
die Wurzelkanale infizierenden Bakterienarten die Prognose deutlich (SJORGEN et al.
1997). Obwohl die Bedeutung Uber den Nachweis von Bakterienkulturen vor Applikation
einer Wurzelkanalfillung anerkannt ist, finden sich im Praxisalltag nur wenig verfigbare
Kulturnachweismethoden (SJORGEN et al. 1997), wofiir hauptséachlich Kostengriinde zu

nennen sind.

Wurzelkanalfiillung: Technik /Material /apikaler Abfillungsbereich und Qualitdt der

Wourzelfiillung

Kein verfigbares Wurzelfllimaterial erflllt die Bedingungen an eine ideale Wurzelfillung, so
dass stets verschiedene Materialien zum Einsatz kommen. Die gebrauchlichste Methode ist
eine Kombination aus Guttapercha und einem Sealer auf Zementbasis (GUIGAND et al.
2005). Die laterale Kondensationstechnik mit kalter Guttapercha bleibt unangefochten
Goldstandard (GUIGAND et al. 2005). Trotzdem ist es nicht méglich, den Wurzelkanal
vollstandig bakteriendicht zu bekommen (TRONSTAD 2009). Wurzelkanalsealer kénnen
eine mikrobielle Invasion nur postoperativ minimieren (CHANDRA 2009). ZRSTAVIK et al.
(1987) wiesen darauf hin, dass die Auswahl des Sealers einen Einfluss auf das Ergebnis der
Wurzelkanalbehandlung hat. Die Studien von ERIKSEN et al. (1988) und RSTAVIK und
HORSTED-BINDSLEV (1993) zeigen, dass die Auswahl des Sealers keine Auswirkung auf

das Ergebnis der endodontischen Therapie hat.

Wenn beim Vorliegen einer apikalen Parodontitis der Abstand der Wurzelfiillung mehr als 2
mm vom radiologischen Apex entfernt ist, sinkt die Erfolgsrate (SJORGEN et al. 1990). In
diesem Fall ist es nicht mdglich, das infizierte Dentin im apikalen Bereich vollstandig zu
entfernen und es besteht die Gefahr, dass es zu einer persistierenden apikalen Parodontitis
kommt (NAIR et al. 1990).

Die Qualitdt der Wurzelfillung hat ebenfalls Einfluss auf die Prognose der
Wurzelkanalbehandlung. Im Réntgenbild erkennbare Inhomogenitaten der
Wurzelkanalflllung sind mit einer schlechteren Prognose verbunden als eine wandstandige
Wurzelkanalfillung (CHANDRA 2009).

3. Postoperative Faktoren:

¢ koronale Restauration
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¢ vertikale Wurzelfraktur
* Anzahl der Behandlungssitzungen
¢ Nachkontrolle

Koronale Restauration: Die Qualitat der koronalen Restauration und die Versorgung des
Zahnes mit einem hochwertigen Sealer sind entscheidend fir den Erfolg der
Wurzelkanalbehandlung (DIETSCHI et al. 2010). Eine lege artis durchgeflihrte koronale
Restauration verhindert eine Rekontamination durch die in der Mundhéhle vorkommenden
Mikroorganismen. Nach SAUNDERS und SAUNDERS (1994) gibt es folgende Méglichkeiten

der Rekontamination durch den verschlossenen Wurzelkanal:

1. Nicht zeitnah erfolgte, definitive koronale Restauration nach der

Wurzelkanalbehandlung
2. Fraktur der koronalen Restauration und/oder des Zahnes

3. Praparation des Wurzelkanals flr die Aufnahme eines Stiftes,
wenn der apikale Bereich der Wurzelfullung undicht und/oder zu

kurz/zu lang ist

Vertikale Wurzelfraktur: Eine vertikale Wurzelfraktur kann zum Misserfolg einer
endodontischen Behandlung fihren (SIGURDSSON et al. 2010). Sie kann z. B. aus einem
zu hohen Substanzverlust infolge der Wurzelkanalaufbereitung oder bei der Praparation des

Wurzelkanals fur die Aufnahme eines Stiftes hervorgehen.

Anzahl der Behandlungssitzungen: In den letzten Jahren gab es kontroverse
Diskussionen uber die Anzahl der Behandlungssitzungen (CHANDRA 2009). Traditionell
wird die Wurzelkanalbehandlung in zwei oder mehr Terminen aufgeteilt, um den
verwendeten Medikamenten genigend Zeit fur deren Wirkung zu geben sowie den Patienten
die Sitzungen kirzer und damit angenehmer zu machen (BERGENHOLTZ und
SPANGBERG 2004). Neuesten Untersuchungen zur Folge geht der Trend in Richtung einer
einzigen Behandlungssitzung, um Mikroorganismen schnell die nétigen Substrate und ein
das Bakterienwachstum férderndes Milieu zu entziehen (FIGINI et al. 2008). FIGINI et al.
(2008) folgerten aus ihrer Studie, dass es keinen radiologischen Unterschied hinsichtlich der
Qualitat der Wurzelfullung in Bezug auf die Anzahl der Behandlungssitzungen gibt. Nur bei
einer chronisch apikalen Parodontitis wird eine vorlaufige Wurzelfillung mit mehreren
Sitzungen empfohlen (FIGINI et al. 2008).
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Nachkontrolle: Die Nachkontrolle spielt eine grolRe Rolle, um das Ergebnis der
Wurzelkanalbehandlung zu evaluieren. Da die Wiederherstellung des apikalen Gewebes ein
dynamischer Prozess ist, sollten die Abstdnde sechs Monate, ein Jahr, zwei Jahre und vier
Jahre nach Behandlungsende betragen (HEIDEMANN et al. 2005). Obwohl 90% der Zahne
nach einem Jahr schon Zeichen einer Heilung aufweisen (GRSTAVIK 1996) und 50% sogar
vollstdndig im Sinne einer Restitutio ad integrum geheilt sind (ADENUBI und RULE 1976)
kann es 4-5 Jahre dauern, bis das apikale Gewebe vollstdndig regeneriert (ADENUBI und
RULE 1976, BYSTROM et al. 1987, SJORGEN et al. 1990, @RSTAVIK 1996). Dieser
Zeitraum sollte eingehalten werden, um den Verlauf der Heilung oder den Misserfolg der

Wurzelkanalbehandlung richtig beurteilen zu kdnnen.

2.5 Revision

Kommt es nach abgeschlossener Wurzelkanalbehandlung nicht zur erhofften klinischen und
réntgenologischen Symptomfreiheit, muss eine zweite Wurzelkanalbehandlung durchgefiihrt
werden. Die komplizierte Anatomie des Wurzelkanalsystems, die unvollstandige Entfernung
von Bakterien im Wurzelkanal, die Rekontamination des Endodonts, die beschrankte
Auswahl an Instrumenten, Spullésungen, Medikamenten und
Wurzelkanalbehandlungstechniken sowie Behandlungsfehler kdnnen Grinde fir einen
Misserfolg sein (HULSMANN und WEIGER 2004). Die endodontische Revision verfolgt
dasselbe Ziel wie die Primarbehandlung: einen bakterienfreien und bakteriendichten
Wurzelkanal, eine adaquate koronale Restauration und somit eine Heilung bzw. die
Vermeidung einer Reinfektion (CHANDRA 2009). Die gréfite Schwierigkeit bei der Revision
ist es, die Ursache des Misserfolges der Wurzelkanalbehandlung exakt zu evaluieren
(VERSUMER 2007). Generell haben Revisionen eine schlechtere Erfolgsrate als
Primarbehandlungen (SELDEN 1974, PEKRUHN 1986, SJORGEN et al. 1990, FRIEDMAN
et al. 1995). Die Erfolgsrate orthograder Revisionen wird in der Literatur mit 60-80%
angegeben (SJORGEN et al. 1990). Zahne mit apikalem réntgenologischen Befund haben
prinzipiell eine schlechtere Erfolgsprognose (74-86%) als Zahne bei denen keine
Parodontitis apicalis vorliegt (92-98%) (FRIEDMAN und MOR 2009). Bei endodontischen
Misserfolgen kommen neunmal haufiger resistente Keime vor als bei der Erstbehandlung
des Endodonts (ROCAS et al. 2004). Das Keimspektrum umfasst dabei haufig E. faecalis.
Die Beseitigung dieser Keime ist grundlegend fir den Erfolg einer Revision (CHANDRA

2009). Auch das Risiko intraoperativer Zwischenfélle ist héher als bei der Initialbehandlung.
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Aufgrund der bereits geschwachten Wurzelkanalwande durch die vorangegangene

Aufbereitung, kann es schneller zu Wurzelfraktur, Perforation etc. kommen.
2.5.1 Indikationen zur Revision
Nach der Stellungnahme der DGZMK ist die Revision indiziert:

*  Wurzelkanalbehandelte Zahne mit rdntgenologischen Symptomen einer
persistierenden oder neu entstandenen, endodontisch bedingten Parodontitis

apicalis

*  Wurzelkanalbehandelte Zahne mit klinischen Symptomen einer endodontisch

bedingten Parodontitis apicalis

*  Wurzelkanalbehandelte Zahne mit réntgenologisch oder klinisch insuffizienter
Wurzelkanalfillung (z. B. mangelhafte Homogenitadt der Fullung, nicht gefillte
Areale des endodontischen Systems, fragwirdiges und nicht mehr indiziertes
Fiallungsmaterial etc.) ohne klinische oder roéntgenologische Anzeichen einer

Parodontitis apicalis
*  Wurzelkanalfullungen mit Exposition zum Mundhdhlenmilieu

*  Wurzelkanalbehandelte Zahne mit progressiv  verlaufenden, externen

entzindlichen Resorptionen

Tritt ein Misserfolg nach WSR ein, stellt die orthograde Revision eine weitere Mdglichkeit
dar, den Zahnerhalt zu sichern (APPEL 2011).

Liegt eine nicht-endodontische Ursache fir die Persistenz der apikalen Parodontitis vor (z. B.
eine parodontale Erkrankung), ist die Erhaltungswiurdigkeit des Zahnes fraglich. Ist keine
Verbesserung des Ausgangszustandes bzw. die Beseitigung der Ursache zu erwarten, ist
eine Revision kontraindiziert (HULSMANN und WEIGER 2004).

2.5.2 Ablauf der Revision

Der Ablauf der orthograden Revision beinhaltet die vollstdndige Entfernung der Primarfillung
bis zum Foramen apicale. Daraufhin folgt Reinigung, Formung und Fulllung des
Wurzelkanals (STABHOLZ und FRIEDMAN 1988). Das am haufigsten verwendete Material
fur die Wurzelkanalfiillung ist Guttapercha in Kombination mit einem Sealer (FRIEDMAN et

al. 1989). Es ist entscheidend, den Sealer vollstandig aus dem Wurzelkanal zu entfernen,
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weil Bakterien, die sich mdglicherweise hinter dem nicht entfernten Sealer befinden, so zum
Misserfolg der Revision fihren kénnten (INGLE und BAKLAND 2002). Bisherige Studien
zeigen, dass die vollstdndige Entfernung von Debris normalerweise nicht erreicht wird
(WILCOX et al. 1987, ZUOLO et al. 1994, IMURA et al. 1996). Nach WILCOX und SWIFT
(1991) ist es unwahrscheinlich, dass erstmalig nicht aufbereitete Areale bei der Revision
vollstdndig bearbeitet werden, wenn bei der Revision die gleiche Technik wie bei der
Primarbehandlung verwendet wird. Daher ist es nachvollziehbar, dass eine Kombination aus
verschiedenen Methoden die Reinigungseffizienz verbessert und damit auch die Erfolgsrate
der Revision erhdht (WILCOX und SWIFT 1991). Ist die konservativ-endodontische

orthograde Revision nicht erfolgreich, muss auf dem chirurgischen Wege eine retrograde

Revision durchgefiihrt werden.

Abb. 2 Bild A zeigt einen Wurzelkanalbehandelten oberen mittleren Inzisiven mit
apikaler Aufhellung. Bild B zeigt den selben Zahn 5 Jahre nach durchgefiihrter
Revision (aus CALISKAN 2005).

2.6 Wurzelspitzenresektion

Nach KUNKEL und HULSMANN (2007) ist die Wurzelspitzenresektion (WSR) eine
chirurgische Kurzung der Wurzelspitze nach operativen Zugang durch den Knochen. Dieser
erfolgt mittels Osteotomie bei gleichzeitiger Wurzelflllung mit bzw. ohne retrograden
Verschluss (KUNKEL et al. 2007). Ziele der WSR sind ein bakteriendichter
Wurzelkanalabschluss am Resektionsquerschnitt, Regeneration des periapikalen Gewebes
und somit der Erhalt der Zahnfunktion (KUNKEL und HULSMANN 2007).
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2.6.1 Indikationen zur WSR

Die WSR ist heute ein zuverldssiges Verfahren flir die Behandlung eines Zahnes mit
periapikaler Lasion wenn der konventionell orthograde Zugang problematisch ist (VON ARX
et al. 2001). Eine WSR ist nur indiziert, wenn eine orthograde Revision nicht méglich ist oder
das Problem auf anderem Wege nicht behoben werden kann (CARROTTE 2005).

Nach KUNKEL und HULSMANN (2007) gibt es folgende Indikationen fiir eine chirurgische

Intervention:

* Bei persistierender apikaler Parodontitis mit klinischer Symptomatik oder
zunehmender radiologischer Osteolyse nach einer suffizienten oder insuffizienten
Wurzelfullung oder Revisionsbehandlung, falls diese nicht oder nur unter

unverhaltnismaRigen Risiken entfernt oder verbessert werden kann.

* Nach einer Wurzelkanalbehandlung mit GUberpresstem Wurzelkanalfulimaterial und
klinischer Symptomatik oder Beteiligung von Nachbarstrukturen (Kieferhdhle,

Mandibularkanal).

* Bei konservativ nicht durchfiihrbarer Wurzelkanalbehandlung (obliterierter
Wurzelkanal, erheblichen morphologischen Variationen, etc.) mit klinischer

und/oder radiologischer Symptomatik.

Nach KUNKEL und HULSMANN (2007) gibt es folgende mdgliche Indikationen fiir eine
WSR:

* Bei apikaler Parodontitis mit apikaler Lasion ab 4-5 mm als Alternative zur
konservativ endodontischen Behandlung (unabhdngig von dieser Empfehlung
raten die endodontischen Fachgesellschaften, trotz Bestehen apikaler Lasion die
groBRer als 4 mm zuerst eine rein konservativ endodontische Behandlung

durchzuflihren)

* Bei persistierender apikaler Parodontitis als Alternative zur Revision (auch in
diesem Fall raten die endodontischen Fachgesellschaften, zuerst eine rein

konservativ endodontische Behandlung durchzufihren)

* Bei einer Fraktur eines Wurzelkanalinstrumentes in Apexnahe, welches orthograd

nicht entfernbar ist
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* Bei einer Via Falsa in Apexnahe, welche auf orthogradem Wege nicht

verschlossen werden kann
e  Bei Wurzelfrakturen im apikalen Wurzeldrittel

* Bei persistierender Schmerzsymptomatik trotz klinisch und radiologisch suffizienter

Wurzelkanalfillung

* Bei Freilegung oder Verletzung von Wurzelspitzen im Rahmen chirurgischer

Eingriffe
* Bei persistierender apikaler Parodontitis bei bereits resezierten Zahnen
2.6.2 Erfolgsrate der WSR

Die Erfolgsrate der WSR variiert von 44% bis 90%. Dabei sind 81% der Falle erfolgreich, bei
denen neben einer retrograden auch eine orthograde Wurzelfullung durchgefiihrt wurde. Im
Gegensatz dazu steht eine 59%ige Erfolgsquote ohne zusatzliche orthograde Wurzelfillung
(VON ARX 2005). Ob es sich um einen Therapieerfolg handelt oder nicht, hangt von
klinischen, radiologischen und histologischen Gesichtspunkten ab (HUUMONEN und
RSTAVIK 2002). Klinisch sollte der operierte Zahn keine Symptome wie
Perkussionsempfindlichkeit, Spontanschmerz bzw. Fistelbildung aufweisen. Radiologisch
stellt sich eine Restitutio ad integrum als vollstandige kalkdichte Verschattung mit knécherner
Textur der Resektionshohle dar. Der histologische Aspekt ist fir die Beurteilung des
Therapieerfolges bei klinischen Studien unbedeutend, da eine histologische Probe nur bei
Extraktion des Zahnes und daher bei einem Misserfolg genommen werden kann. Von
wesentlicher Bedeutung ist der Ausgangsbefund vor WSR, wie z. B. der parodontale
Zustand und die Ausdehnung der periradikularen Osteolyse. Die grofite Bedeutung fur den
der WSR hat der bakteriendichte Wurzelkanalverschluss (LANGER et al. 1981).
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Abb. 3 Rontgenaufnahme von 36 kurz nach WSR (aus GAGLIANI et al. 2005)

Abb. 4 Rontgenaufnahme von 36 fiinf Jahre nach WSR (aus GAGLIANI et al. 2005)

2.6.3 Alternativen zur WSR
Alternative Therapiemdglichkeiten zur WSR sind nach KUNKEL und HULSMANN (2007):

* Hemisektion/Wurzelamputation: Entfernen einer oder mehrerer Wurzeln eines
mehrwurzeligen Zahnes, um eine oder zwei Wurzeln und einen Teil der Zahnkrone
zu erhalten

* Intentionelle Zahnreimplantation

*  Knochentrepanation (Schroder sche Liftung)
»  Extraktion

*  Extraktion und Ersatz des Zahnes

* Beiinoperablen Patienten antibiotische Behandlung als Minimaltherapie
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2.7 Erkrankungen des Parodonts

2.7.1 Das Parodont

Das Parodont ist ein komplexer Gewebeverbund, welcher aus der Gingiva, dem
Wurzelzement, dem Desmodont und dem Alveolarknochen besteht und auch als marginales
Parodont bezeichnet wird (LINDHE et al. 1999). Seine Hauptaufgaben sind folgende (Tab.1):

Hauptaufgaben des Parodonts

1 Verankerung des Zahnes im Knochen

2 Dampfung der Kaukrafte

3 Abwehr auRerer Noxen

4 Barriere zwischen Mundhohlenmilieu und Zahnwurzel

Tab. 1 Hauptaufgaben des Parodonts (HELLWIG et al. 2003)

Die Mundschleimhaut wird in mastikatorische (keratinisierte Schleimhaut von Gaumen und
Gingiva), spezielle (Schleimhaut des Zungenrickens) und die auskleidende Mukosa
(Schleimhaut des Vestibulums, nicht keratinisiert) unterteilt (HELLWIG et al. 2003). Die
Gingiva ist Teil der mastikatorischen Mukosa und bedeckt den Alveolarfortsatz. Sie endet am
Zahnhals, umschlie3t die Z&hne zervikal (beim gesunden Zahn 2 mm oberhalb der Schmelz-
Zement-Grenze) und bildet mithilfe eines epithelialen Rings (Saumepithel) den
Epithelansatz. Der erste Widerstand der intakten Bindegewebsfasern des Desmodonts
erfolgt beim gesunden Zahn bei maximal 3,5 mm. Die makroskopische Anatomie der Gingiva
wird in freie marginale, befestigte und interdentale Gingiva eingeteilt (HELLWIG et al. 2003).
Die freie Gingiva ist blassrosa, besitzt eine feste Konsistenz und erscheint bei 40% der
Erwachsenen gestippelt, 1auft koronal flach aus, ist glatt und 0,8 bis 2,5 mm breit. Die
befestigte Gingiva ist ebenfalls blassrosa und besitzt eine feste Konsistenz. Sie ist ca. 1 bis 9
mm breit und Uber Bindegewebsfasern fest mit dem Alveolarknochen und Wurzelzement
verbunden (HELLWIG et al. 2003). Die interdentale Gingiva flllt den Raum zwischen zwei

Zahnen aus. Sie besitzt einen oralen und vestibularen Papillenzipfel zwischen denen sich
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der Col (sattelformige Einsenkung) befindet. Die Breite der interdentalen Gingiva wird durch
die Form der Zahne vorgegeben. Sie ist zwischen den Frontzahnen schmaler als zwischen
den Seitenzdhnen (HELLWIG et al. 2003). Die mikroskopische Anatomie der Gingiva wird
unterteilt in das dem Zahn zugewandte orale Sulkusepithel (Schleimhaut des Zungenbeins),
das der Mundhdhle zugewandte orale Epithel und das Saumepithel (stellt den Kontakt
zwischen Gingiva und Zahn her). Die Epithelansatze des Saumepithels sorgen fir einen
Haftmechanismus an der Zahnoberflache (epitheliale Haftung). Sie erstreckt sich vom
apikalen Rand des Saumepithels (Schmelz-Zement-Grenze) bis hin zum Boden des Sulcus
gingivae (schmale, bis zu 0,5 mm tiefe, rinnenartige Vertiefung zwischen Gingivasaum und
Zahnoberflache). Das Saumepithel besteht aus zwei Schichten: dem Stratum basale und
dem koronal liegenden Stratum suprabasale. Die Erneuerungsrate des Saumepithels (,Turn
over®) betragt 4-6 Tage und ist damit im Vergleich zum oralen Epithel mit 6-12 Tagen und
der befestigten Gingiva mit 6-40 Tagen sehr hoch. Das Wurzelzement ist einerseits Teil des
Zahnes, andererseits Teil des Parodonts (RATEITSCHAK et al. 2004). Das Zement ist ein
spezialisiertes mineralisiertes Bindegewebe. Es ist gefa®- und nervenfrei, erfahrt keine
Resorption oder Remodellierung (KLIMM 2003). Es werden zwei Zementarten
unterschieden: Das azellulare oder primare Zement, das beim Zahndurchbruch entsteht, und
das zellulare oder sekundare Zement, das sich als Antwort auf die funktionellen
Anforderungen bildet. Seine Funktion ist zum einen die Befestigung des Zahnes durch die
Verankerung der kollagenen Faserbindel des Desmodonts im Zement, zum anderen die
Adaptation und Reparatur des Zahnes (KLIMM 2003). Das Desmodont ist ein gut
vaskularisiertes, zell- und faserreiches Bindegewebe, welches den Periodontalspalt
zwischen Wourzeloberflache und Alveolarknochen ausfillt (HELLWIG et al. 2003).
Charakteristisch fir das Desmodont sind die desmodontalen Fasern, die sogenannten
Sharpey-Fasern. Sie ziehen vom Alveolarknochen zum Zement und inserieren dort. Sie sind
so angeordnet, dass der Zahn sowohl in vertikaler als auch in horizontaler Richtung trotz
ausreichender Beweglichkeit Halt in der Alveole hat (SCHAFER 2001). Im Alveolarknochen
sind die Z&hne in sogenannten Alveolen fest verankert. Seine weitere Funktion liegt in der
Aufnahme und Verteilung von Belastungen, die auf den Zahn einwirken. Die
Alveoleninnenseite wird als Lamina cribriformis bezeichnet. Sie ist an den
Spongiosabalkchen des Knochens befestigt und verbindet so das Desmodont und das
Knochenmark. Des Weiteren besteht der Alveolarknochen aus &duferer Kortikalis und dem
spongidsen Stltzknochen (GANGLER et al. 2005).
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2.7.2 Definition Parodontopathien

Unter dem Begriff Parodontopathien werden entzindlich bedingte und nicht- entzindlich
bedingte Erkrankungen der  Gingiva und des  Zahnhalteapparates (mit
Alveolarknochenabbau) zusammengefasst (HELLWIG et al. 2003).

*  Primarer Ursachenkomplex: dieser beschreibt die im Biofilm und Zahnplaque
vorhandenen pathogene und die plaquebedingten entziindlichen Reaktionen des

Parodonts

* Sekundarer Ursachenkomplex: lokale und systemische Faktoren, die den

primaren Ursachenkomplex beeinflussen kénnen
2.7.3 Mikrobielle Aspekte bei Parodontopathien

Eine bakterielle Invasion fuhrt zum Abbau epithelialen Gewebes, des Bindegewebes und
Alveolarknochens (FLORES DE JACOBY et al. 1996). Bei parodontal gesunden Menschen
gibt es in der Mundhohle ein ausgeglichenes Verhéltnis zwischen pathogenen und
apathogenen Mikroorganismen. Kommt es zu einer vermehrten Ansammlung von
Mikroorganismen entlang des Gingivalrandes, verschiebt sich das Verhaltnis zugunsten der
pathogenen Keime und eine Entziindungsreaktion der gingivalen Strukturen kann folgen. Die
auf der Zahnoberflache im Bereich des Gingivalrandes vorhandenen Mikroorganismen in
Kombination mit Speichel- und Nahrungsbestandteilen werden als Plaque bezeichnet
(RATEITSCHAK et al. 2004). Nur ein kleiner Anteil von Bakterien im supragingivalen Plaque
ist in der Lage, das parodontale Gewebe schwerwiegend zu schadigen. Die meisten dieser
parodontopathogenen Keime sind gramnegativ und obligat anaerob. Die Pathogenitat der
Mikroorganismen beschreibt sich Uber deren Virulenzfaktoren, z. B. Adhasion an den
Geweben des Wirtsorganismus, Umgehung der wirtseigenen Abwehrmechanismen und der
aktiven Destruktion des besiedelten Gewebes (MULLER 2001). Wird der Biofilm dieser
parodontopathogenen Keime nicht durch ProphylaxemalBnahmen entfernt, kann eine
Schwellung der Gingiva (Gingivitis) und eine bakterielle Entzindung des parodontalen
Stutzgewebes folgen (LINDHE et al. 1999). Wie stark die Gewebedestruktion weiter
fortschreitet, hangt auch von der Immunstarke des Organismus ab. Systemische
Erkrankungen wie Diabetes mellitus und Osteoporose als auch vermehrte Risikofaktoren wie
Tabakkonsum und genetische Faktoren spielen bei der Entwicklung und Progression
parodontaler Erkrankungen eine wichtige Rolle (HELLWIG et al. 2003). Bei Ausbreitung

supragingivaler Plaque nach subgingival in den Sulcus gingivae, kommt es zur
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Taschenbildung. Durch verschiedene Faktoren andert sich die Zusammensetzung und
Struktur der Plaque (HELLWIG et al. 2003). In dieser Okologischen Nische kdnnen sich
pathogene Mikroorganismen optimal vermehren, was eine Mischinfektion zur Folge haben
kann (MULLER et al. 1997). Als besonders pathogen gelten A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, P. intermedia und P. micros (VAN WINKELHOFF et al. 2002). Keine dieser
Bakterien ist allein in der Lage eine Destruktion des parodontalen Gewebes hervorzurufen.
Die Kombination ihrer Virulenzfaktoren ermdglicht es jedoch, in Abhangigkeit der
Zusammensetzung der mikrobiellen Taschenflora, bestimmte parodontale Erkrankungen
hervorzurufen (NONNENMACHER 2003).

2.8 Zusammenhang zwischen endo- und parodontalen

Erkrankungen

Zahnpulpa und parodontales Gewebe sind eng miteinander verbunden. Eine Entziindung der
Pulpa bleibt so lange auf das Endodont begrenzt, wie die Kdérperabwehr der Infektion
standhalt und Reparaturprozesse mit Bildung von irregularen Reizdentin, Fibrose und
dystrophischer Mineralisation stattfinden (BERGENHOLTZ und LINDHE 1978, KIM und
TROWBRIDGE 1998). Liegt eine rasch fortschreitende Karies oder eine bakteriell infizierte
Puplanekrose vor, kdnnen sich die bakteriellen Stoffwechselprodukte Gber die anatomischen
Verbindungen der apikalen und akzessorischen Kandle vom Endodont auf das Parodont
ausbreiten (RUTHERFORD 2002). Réntgenologisch lasst sich dieser Prozess in Form einer
apikalen oder periradikularen Transluzenz nachweisen (RATKA-KRUGER et al. 2000,
BERGENHOLTZ und HASSELGREN 2003). Umgekehrt kdnnen bakterielle Substanzen
bedingt durch Entziindungsprozesse marginaler Parodontitiden die gesunde Pulpa Uber die
apikalen und akzessorischen Kanale sowie Uber Dentintubuli erreichen (BERGENHOLTZ
und HASSELGREN 2003). Ist die apikale Blutversorgung intakt, kann sich die Pulpa gegen
die bakterielle Inversion aus dem Parodont wehren (BERGENHOLTZ und HASSELGREN
2003). Schwieriger wird es in Fallen, in denen eine chronische Parodontitis zur Fibrose und
zu verschiedenen Arten der Mineralisation geflhrt hat, wodurch die Zahl der Blutgefal’e und
Nervenfasern reduziert sein kénnen (BERGENHOLTZ und HASSELGREN 2003).
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Folgende Hauptaustauschwege sind nach ROTSTEIN und SIMON (2006) zwischen

Endodont und Parodont vorhanden:
* Dentintubuli
* laterale und akzessorische Kanile
* Foramen apicale

Dentintubuli: Freiliegende Dentintubuli in einer zementfreien Zone ermdglichen Bakterien
und deren Stoffwechselprodukte die Kommunikation zwischen Pulpa und parodontalem
Ligament (ROTSTEIN und SIMON 2006). Die exponierten Dentintubuli kédnnen durch
Entwicklungsdefekte, Erkrankungsprozesse, parodontale oder chirurgische Verfahren
entstehen (ROTSTEIN und SIMON 2006). Treffen Zement und Schmelz an der Schmelz-
Zement-Grenze nicht zusammen, erzeugen exponierte Dentintubuli Austauschwege
zwischen Pulpa und parodontalem Ligament (SCHRODER 1991). Nach einer Studie von
MULLER und VAN WYK (1984) kommen in 18% der Zahne generell und 25% der anterioren

Zahne exponierte Dentintubuli an der Schmelz-Zement-Grenze vor.

Laterale und akzessorische Kanale: Laterale oder akzessorische Kanale im Wurzel- oder
Furkationsbereich stellen eine Verbindung von Pulpa und Desmodont dar. Geschatzt haben
30-40% aller Zahne laterale oder akzessorische Kanale, sie treten aber gehauft an oberen
dritten Molaren auf, gefolgt von oberen mittleren Schneidezahnen. Die meisten lateralen
Kanale sind mit 17% im apikalen Drittel zu finden, 9% im mittleren Teil und weniger als 2%
koronal (ROTSTEIN und SIMON 2006). Das Vorkommen einer parodontalen Erkrankung, die
durch Reizstoffe in der Pulpa Uber laterale Kanale verursacht worden ist, scheint gering
(ROTSTEIN und SIMON 2006). Nach einer Studie von KIRKHAM (1975) sind von 1000
untersuchten Zadhnen mit ausgedehnter parodontaler Erkrankung nur 2% in Zusammenhang
mit parodontaler Infektion und lateralen Kanalen gebracht worden. Von besonderer
Bedeutung sind akzessorische Kanale an Molaren, die im Bereich der Furkation minden und
einen direkten Weg zur Kommunikation zwischen Pulpa und Parodont darstellen (LOWMAN
et al. 1973, GUTMANN 1978). Die Haufigkeit von furkalen Kanalen wird in verschiedenen
Studien mit 23%-76% angegeben (DE DEUS 1975). Akzessorische Kanale enthalten
Bindegewebe und Blutgefalle, welche den Blutkreislauf der Pulpa mit dem des Parodonts
verbinden (ROTSTEIN und SIMON 2006). SELTZER et al. (1963) berichten, dass sich eine
primdr endodontische Infektion in  Furkationen ausbreiten und dann eine

Entzindungsreaktion im interradikularen  Parodont hervorrufen  kann. Dieser
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Ubertragungsweg wird im Vergleich zu einer apikalen Parodontitis weniger haufiger
beobachtet (HIATT und AMEN 1964).

Foramen apicale: Das Foramen apicale ist der Hauptaustauschweg zwischen Endodont
und Parodont. Dort tritt die Gefal- und Nervenversorgung in die Pulpa ein. Bakterielle
Nebenprodukte und Entzindungsmediatoren koénnen in einer infizierten Pulpa Uber das
Foramen apicale eine Erkrankung des Parodonts im apikalen Bereich hervorrufen. Eine
Pulpitis oder Pulpanekrose kann sich bis in das periapikale Gewebe ausdehnen und dort
eine lokale Entziindungsreaktion hervorrufen, die oft mit Knochen- und Wurzelresorption
einhergeht (ROTSTEIN und SIMON 2006). Bei Bildung eines Fistelganges kann es auch zu
einem Abfluss in die Mundhoéhle kommen (LOST 1994). Ebenso kdnnen vom Apex
entzindliche Mediatoren aus der parodontalen Tasche zur Pulpa gelangen und dort eine
Entzindung hervorrufen (ROTSTEIN und SIMON 2006). Dies wird in der Literatur jedoch
kontrovers diskutiert (BERGENHOLTZ und NYMAN 1984, DONGARI und LAMBRIANIDIS
1988, MIYASHITA et al. 1998).

Abb. 5 Paro-Endo-Lasion (aus ROTSTEIN und SIMON 2006)
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2.8.1 Parodontopathogene Keime bei endodontischen Misserfolgen:

Sowohl endodontische als auch parodontale bakterielle Erkrankungen sind vorwiegend auf
obligat anaerobe Mischinfektionen zurtckzufuhren (SUNDQVIST 1994). Die meisten
Bakterienarten, die in infizierten Wurzelkanalen zu finden sind, lassen sich auch in einer
parodontalen Tasche nachweisen (SUNDQVIST 1994). RUPF et al. (2000) wiesen in einer

Studie mittels PCR folgende Bakterien sowohl im Endodont als auch im Parodont nach:
* A. actinomycetemcomitans
* F. nucleatum
* P.gingivalis
* P.intermedia
* T. denticola
* T. forsythia
* E. corrodens

SOCRANSKY et al. (1998) haben die parodontalen Keime anhand ihrer Pathogenitat in
unterschiedliche Komplexe eingeteilt. Besonders die zum roten Komplex gehérigen Keime
wie P. gingivalis, T. forsythia und T. denticola werden oft gemeinsam nachgewiesen und
treten meist bei tiefen Taschen und endodontischen Misserfolgen auf (RUPF et al. 2000).
Die Relevanz des orangenen Komplexes mit P. infermedia, P. micros und F. nucleatum liegt
in deren Eigenschaft, als sogenannte ,Brlckenspezies“ zwischen den Frihkolonisierern
(griner bzw. orange-assozierter Komplex) und den stark pathogenen Keimen des roten
Komplexes zu fungieren (DOMBROWA 2007). Das pathogene Potenzial dieser Markerkeime
ist vor allem aufgrund ihres Stoffwechsels bedingt, welcher eine Senkung des Sauerstoff-
Partialdruckes hervorruft und dadurch die Besiedlung strikt anaerober Keime ermdglicht
(DOMBROWA 2007). Die Vertreter des griunen Komplexes mit E. corrodens und
Capnocytophaga spp. sind in der Lage, Rezeptoren auszubilden, die ihnen ein Andocken an
der glatten Zahnoberfliche ermdglichen, womit sie die Besiedlungsgrundlage fir die
nachfolgenden Spezies bilden (DOMBROWA 2007).
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Streptococcus spp.
Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
Strptococcus sanguis
Streptococcus gordonii
Streptococcus intermedius

ase
inen bzw.
sozierten

horenden
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lache die
grundlage
folgenden
ies.

Abb. 6 Darstellung der einzelnen Komplexe (nach SOCRANSKY et al. 1998) und
Einteilung der

Komplexe nach Besiedlungszeitpunkt und Pathogenitat. Die
fettgedruckten Erreger wurden in dieser Studie mit dem micro-IDent®/micro-IDent®

plus Testkit von Hain Lifescience nachgewiesen.
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3 Material und Methode

3.1 Studiendesign

In dieser Studie wird die Relevanz von 11 parodontopathogenen Mikroorganismen bei
endodontischen Misserfolgen mithilfe der DNA*STRIP-Technologie (micro-IDent, micro-
IDent plus, Hain Lifescience, Nehren, Deutschland) aus Patientenproben und deren
Synergismus in der Biofilmformation untersucht. Auf folgende Keime wurden die Proben hin
getestet: A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, T. denticola, P.

micros, F. nucleatum, C. rectus, E. nodatum, E. corrodens und Capnocytophaga spp..

3.2 Patienten

Insgesamt wurden 103 mikrobielle Proben von Patienten im Alter zwischen 19 und 74 Jahren
entnommen. Malgeblich fur die Auswahl der Proben war ein endodontischer Misserfolg,
welcher einen primar wurzelkanalbehandelten Zahn mit radiologisch apikaler Aufhellung
und/oder Schmerzen voraussetzte. 74 Proben wurden wahrend Revision und 29 Proben
wahrend WSR entnommen. Insgesamt stammen 55 der Proben von Frauen, 48 von
Mannern. Die Probenentnahme erfolgte in zahnéarztlich endodontisch ausgerichteten und

MKG-Chirurgischen Praxen.

3.3 Mikrobiologische Parameter

Die Mikroorganismen, die sich im Wurzelkanal befanden, wurden mithilfe der DNA*STRIP-
Technologie (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland) isoliert und quantitativ bestimmt. A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, T. denticola, P. micros, F.
nucleatum, C. rectus, E. nodatum, E. corrodens, Capnocytophaga spp. wurden untersucht.
Diese 11 Bakterien haben eine entscheidende Bedeutung bei der Entstehung und dem
Verlauf von parodontalen Erkrankungen und werden neuerdings auch in Zusammenhang mit

endodontischen Misserfolgen gesehen (RUPF et al. 2000).
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3.4 Probenentnahme

3.4.1 Probenentnahme wahrend der WSR

Nach Darstellung eines ossaren Zugangs und chirurgischer Kirzung der Wurzelspitze wurde
eine sterile Papierspitze von retrograd in den Wurzelkanal eingefiihrt und dort einige
Sekunden belassen. AnschlielRend wurde sie mit einer sterilen Pinzette enthommen und in
ein steriles Eppendorfrohrchen gegeben. Die Wurzelspitze wurde mit einer Pinzette ebenfalls
aus dem Operationsgebiet enthommen und in das selbe Eppendorfrohrchen gegeben. Die
Réhrchen wurden mit Datum, Art der Behandlung, Patientennummer, Geschlecht, Alter und
Zahntyp beschriftet und an das Institut fur Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene

am UKE weitergegeben und bei -22°C bis zur mikrobiologischen Analyse tiefgefroren.

Abb. 7 Probenentnahme wahrend der WSR
3.4.2 Probenentnahme wahrend der Revision

Nach vollstadndiger Entfernung der Primarfillung unter Kofferdam wurde von orthograd eine
sterile Papierspitze in den Wurzelkanal bis zur vollen Arbeitsldnge (Foramen apicale)
eingefuhrt und einige Sekunden belassen. Anschlielend wurde sie mit einer sterilen Pinzette
entnommen und in ein steriles Eppendorfrohrchen gegeben. Die Rdéhrchen wurden mit
Datum, Art der Behandlung, Patientennummer, Geschlecht, Alter und Zahntyp beschriftet
und an das Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene am UKE

weitergegeben und bei -22°C bis zur mikrobiologischen Analyse tiefgefroren.
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Abb. 8 Probenentnahme wahrend der Revision

3.5 Auflistung der verwendeten Untersuchungsmaterialien

3.5.1 Gerate

Thermocycler:

Thermomixer:

Zentrifuge:

Vortexer:

Pipetten:

Messzylinder:

Zeitmesser:

Primus 25-Personal Thermocycler System, Clemens
Labortechnik, Waldbittelbrunn, Deutschland

Mixer Stripe, Thermomixer 5436 Eppendorf, Clemens
Labortechnik, Waldbittelbrunn, Deutschland

Biofuge pico Heraeus, Kendro®, Hanau, Deutschland
IKA® Model MS1 minishaker, Staufen, Deutschland

0,5-10 wl, 10-100 wl, 100-1000 ul Eppendorf, Hamburg,

Deutschland
Blaubrand®, Wertheim, Deutschland

Medchrom, Florsheim-Dalsheim, Deutschland
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3.5.2 Chemikalien/Lésungen
Chemikalien und fertige Losungen fir:

1. Isolierung und Reinigung von genomischer DNA (Geno Type® DNA Isolation Kit Ver.

2.0, Hain Lifescience, Nehren, Deutschland):
* Ethanol pro analysi (p.a.) 99,8%
e Destilliertes Wasser

. Lysepuffer M (Geno Type® DNA Isolation Kit, Hain Lifescience, Nehren,

Deutschland): enthadlt Guanidinthiocyanat und Detergenzien

* Bindungspuffer B6 (Geno Type® DNA Isolation Kit, Hain Lifescience, Nehren,

Deutschland): enthalt 2-Propanol

e Elutionspuffer D (Geno Type® DNA Isolation Kit, Hain Lifescience, Nehren,

Deutschland)

| —
g >
g, Yution 8

.

e Ny

Abb. 9 Lysepuffer M (Geno Type® DNA Isolation Kit, Hain Lifescience, Nehren,
Deutschland), Bindungspuffer B6 (Geno Type® DNA Isolation Kit, Hain Lifescience,
Nehren, Deutschland) und Elutionspuffer D (Geno Type® DNA Isolation Kit, Hain

Lifescience, Nehren, Deutschland)
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2. Multiplex-Amplifikation mit biotinmarkierten Primern:

e Primer-Nukleotid-Mix (PNM) (micro-IDent®/ micro-IDent® plus, Hain Lifescience,

Nehren, Deutschland): enthalt spezifische Primer, Nukleotide, Farbstoff
*  Polymerase-Puffer mit KCI (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot, Deutschland)
* MgCI2-Loésung (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot, Deutschland)

* thermostabile DNA-Polymerase (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot,
Deutschland)

¢ destilliertes Wasser

- -

Abb. 10 DNA-Polymerase (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot,
Deutschland), Polymerase-Puffer (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot,
Deutschland), MgCI2-Losung (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot,
Deutschland) und PNM (micro-IDent®, micro-IDent® plus, Hain Lifescience,

Nehren, Deutschland)
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3. Reverse Hybridisierung:

Abb. 11 HYB (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland), SUB-D (Hain Lifesience,
Nehren, Deutschland), CON-D (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland), RIN (Hain
Lifescience, Nehren, Deutschland), STR (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland), DEN
(Hain Lifescience, Nehren, Deutschland), micro-IDent®- und micro-IDent® plus-STRIP

(Hain Lifescience, Nehren, Deutschland)

*  Denaturierungsreagenz (DEN): Enthalt <2% NaOH, Farbstoff (Hain Lifescience,

Nehren, Deutschland)

*  Hybridisierungspuffer (HYB): enthalt 8-10% anionisches Tensid, Farbstoff (Hain

Lifescience, Nehren, Deutschland)

*  Stringent-Waschlésung (STR): enthalt >25% einer quartaren
Ammoniumverbindung, <1% anionisches Tensid (Hain Lifescience, Nehren,
Deutschland)

* Rinse-Lésung (RIN): enthalt Puffersubstanz, <1% NaCl, <1% anionisches Tensid

(Hain Lifescience, Nehren, Deutschland)

* Konjugat-Konzentrat (CON-C): enthadlt Streptavidinkonjugierte  Alkalische

Phosphatase, Farbstoff (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland)

*  Konjugat-Puffer (CON-D): enthalt Puffersubstanz, 1% Blocking-Reagenz, <1%

NaCl (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland)
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*  Substrat-Konzentrat (SUB-C): enthalt Dimethylsulfoxid, Substratiésung (Hain

Lifescience, Nehren, Deutschland)

e Substrat-Puffer (SUB-D): enthalt Puffersubstanz, <1% MgCI2, <1% NaCl (Hain

Lifescience, Nehren, Deutschland)

Hergestellte L6sungen fiir:

1. Isolierung und Reinigung von genomischer DNA (Geno Type® DNA Isolation Kit,

Hain Lifescience)

e Proteinase K-Lyophilisat (Geno Type® DNA Isolation Kit, Hain Lifescience, Nehren,
Deutschland) : Fir den 48er-Kit (48 Proben) werden 550 ul destilliertes Wasser
zum Proteinase K-Lyophilisat geben und ca. 5 sec vorgetextet. Nach Gebrauch bei
-20°C lagern.

e Waschpuffer | (Geno Type® DNA Isolation Kit, Hain Lifescience, Nehren,
Deutschland): Zum Waschpuffer | (30 ml) 30 ml 99,8% Ethanol p. a. zugeben und

gut mischen. Flasche gut verschlossen bei Raumtemperatur lagern.

e Waschpuffer Il (Geno Type® DNA Isolation Kit, Hain Lifescience, Nehren,
Deutschland): Zum Waschpuffer Il (18 ml) 42 ml 99,8% Ethanol p. a. zugeben und

gut mischen. Flasche gut verschlossen bei Raumtemperatur lagern.
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Abb. 12 Waschpuffer | (Geno Type® DNA Isolation Kit, Hain Lifescience, Nehren,
Deutschland), Waschpuffer Il (Geno Type® DNA Isolation Kit, Hain Lifescience,
Nehren, Deutschland) und Proteinase K-Lyophilisat (Geno Type® DNA Isolation Kit,

Hain Lifescience, Nehren, Deutschland)

2. Multiplex-Amplifikation mit biotinmarkierten Primern:

*  Amplifikation: Fir eine amplifizierte Probe werden 5 ul DNA-L&sung (Produkt aus
Isolierung und Reinigung der genomischen DNA) zum Amplifikations-Mix (45 ul)

dazugegeben.

* Amplifikations-Mix besteht aus:

5 ul Polymerase-Puffer mit KCI (Fermentas Life Sciences, St.

Leon-Rot, Deutschland)

= 2 ul MgCl-Lésung (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot,
Deutschland)

= 3 ul destilliertes Wasser

= 35 ul Primer-Nukleotid-Mix (micro-IDent®/micro-IDent® plus, Hain

Lifescience, Nehren, Deutschland)

= 0,2 ul thermostabile DNA-Polymerase (Fermentas Life Sciences, St.

Leon-Rot, Deutschland)
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3.5.3 Materialien

Verbrauchsmaterialien

* sterile 1,5 ml Eppendorfréhrchen (Hamburg, Deutschland)

» sterile Papierspitzen (Dentsply Pro Taper®™, Roeko, Langenau)

e Einmal-Handschuhe (Peha-Soft®, Hartmann, Heidenheim, Deutschland)
* sterile Einmal-Pinzetten (Buttner-Frank, Erlangen, Deutschland)

* sterile Pipettenspitzen mit Filter 10ul, 20 ul, 100 ul, 200 ul, 1000 ul (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland)

* PCR-Reaktionsgefale frei von DNase und RNase (Geno Type® Isolation Kit, HAIN

Lifescience, Nehren, Deutschland)

e mit spezifischen Gensonden (STRIP) beschichtete Membranstreifen (micro-IDent®,

micro-IDent® plus, Hain Lifescience, Nehren, Deutschland)

e Filtersaule (Geno Type® Isolation Kit, Hain Lifescience, Nehren, Deutschland) inkl.

Auffanggefal® (Spin Filter Sets)

e Inkubationswanne (micro-IDent®, micro-IDent® plus, Hain Lifescience, Nehren,

Deutschland)

e Auswertungsbogen (micro-IDent®, micro-IDent® plus, Hain Lifescience, Nehren,

Deutschland)

e Arbeitsanleitung (micro-IDent®, micro-IDent® plus, Hain Lifescience, Nehren,

Deutschland)

e Schablone (micro-IDent®, micro-IDent® plus, Hain Lifescience, Nehren,

Deutschland)
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3.6 Methoden

Alle Versuchsdurchfihrungen wurden im Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Virologie

und Hygiene am UKE durchgeflhrt.
3.6.1 Isolation und Reinigung von genomischer DNA aus Bakterien
Methodik

Mithilfe des Geno Type® DNA Isolation Kit (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland) kann
genomische DNA aus Bakterien fir in vitro-diagnostische Untersuchungen in 10-20 Minuten
isoliert und gereinigt werden (Arbeitsanleitung fiir Geno Type® DNA Isolation Kit, Hain
Lifescience, Nehren, Deutschland). Das gesamte Verfahren unterteilt sich in folgende vier

Phasen:
1. Lyse der Zellen unter anti-chaotropen Bedingungen und erhéhter Temperatur
2. Bindung der genomischen DNA an die Membran der Filtersaule

3. Waschen der Membran zur Entfernung von Verunreinigungen sowie

Ethanolentfernung
4. Elution der gereinigten genomischen DNA

Lagerung und VorsichtsmaRnahmen

Alle Kitbestandteile sind bei Raumtemperatur (18-25°C) zu lagern. Die rekonstruierte
Proteinase K muss bei -20°C aufbewahrt werden. Mehrmaliges Auftauen und Einfrieren
sollte vermieden werden. Aus diesem Grund ist ein aliquotieren von Vorteil. Darliber hinaus
ist das Tragen von geeigneter Schutzkleidung, Schutzhandschuhen, Mundschutz und ggf.

Schutzbrille einzuhalten.

Folgende vier Kitreagenzien sind gesundheitsschadlich und missen besonders vorsichtig
verwendet werden: 1. Lysepuffer M, 2. Bindungspuffer B6, 3. Proteinase K und 4.

Waschpuffer |
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Durchfiihrung

Vorbereitung:

Der Arbeitsraum muss vdllig frei von amplifizierter DNA sein. Der Thermomixer muss auf

70°C vorgeheizt werden. Die bendtigte Menge an Elutionspuffer D wird auf 56°C temperiert

(je Probe werden 200-400 ul Elutionspuffer bendtigt). Bei der ersten Verwendung des Kits

Proteinase K-Lyophilisat wird 550 ul destilliertes Wasser zum Proteinase K-Lyophilisat

gegeben und ca. 5 sec vorgetextet. Nach Gebrauch wird es bei -20°C gelagert. Bereits

hergestellte Proteinase K-Lésung wird aufgetaut. Waschpuffer | und Il werden wie folgt

hergestellt: Zum Waschpuffer | werden 30 ml 99,8% Ethanol p. a. zugegeben, zum

Waschpuffer Il werden 42 ml 99,8% Ethanol p. a. zugegeben und gut gemischt.

1.

Pro Probe werden 100 wl Lysepuffer und 10 ul Proteinase K in ein Auffanggefaf}

gegeben und vorgetextet.

In jedes Probenréhrchen mit innenliegenden Papierspitzen (Patienten DNA)
werden 110 wl der obigen Mischung zugefuhrt und fir mindestens 10 sec

vorgetextet.
Probe wird fir 10 min bei 70°C im Thermomixer inkubiert.

100 wl Bindungspuffer B6 wird hinzugegeben. Probe muss durch viermaliges Auf-
und Abpipettieren gemischt werden. Filtersdule wird in einem beschrifteten 2,0 ml
Auffanggefal® platziert und Lysat auf die Membran der Filtersaule pipettiert. Der
Deckel muss geschlossen werden und das Auffanggefald mit Filtersaule in einer
Standard-Tischzentrifuge (Biofuge pico, Heraeus, Kendro®, Hanau, Deutschland) 1

min bei 13 000 x g zentrifugiert werden.

Deckel wird gedffnet und 300 ul Waschpuffer | auf die Membran der Filtersaule

gegeben. Deckel wird geschlossen und 30 sec bei 13 000 x g zentrifugiert.

Deckel wird gedffnet und Auffanggefald mit Filtrat verworfen. Filtersaule wird in ein
neues, beschriftetes 2,0 ml Auffanggefald Gberfihrt und 750 ul Wachpuffer II

dazugegeben. Deckel wird verschlossen und 30 sec bei 13 000 x g zentrifugiert.

Deckel wird gedffnet und Filtrat verworfen. Filtersdule wird wieder im 2,0 ml
Auffanggefal platziert, Deckel geschlossen und 2 min bei

13 000 x g zentrifugiert.
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8. Filtersdule wird in ein neues, beschriftetes 1,5 ml Auffanggefall tberfuhrt. Bei 1
oder 2 urspringlich vorhandenen Papierspitzen werden 200 ul, bei 3 oder 4
urspringlich vorhandenen Papierspitzen 400 ul vorgewarmtes Elutionspuffer D auf
die Membran der Filtersaule gegeben, Deckel verschlossen und die Probe 1 min

bei Raumtemperatur inkubiert.
9.  Zum Eluieren wird 1 min bei 6 000 x g zentrifugiert.

10. 5 ul DNA-Lésung (Eluat) wird fur die PCR eingesetzt (Abb. 13).

W )

Abb. 13 hergestelltes Eluat. DNA wurde isoliert und gereinigt.

3.6.2 Multiplex-Amplifikation mit biotinmarkierten Primern:
Methodik

Die Nukleinsdure wird selektiv vermehrt und im nachsten Schritt werden die Amplifikate
chemisch denaturiert, da die Detektion auf dem DNA*STRIP anhand einzelstrangiger DNA
erfolgt. Bei der Multiplex-Amplifikation sind multiple Primer-Paare fir verschiedene
Zielmolekile in derselben Amplifikationsmixtur vorhanden (CONRADS G 1999). Dadurch
kdnnen in derselben Reaktion alle 11 parodontopathogenen Leitkeime nachgewiesen
werden. Lediglich die DNAeSTRIPs sind bei micro-IDent® und micro-IDent®plus
unterschiedlich und mussen demnach bei der reversen Hybridisierung auch Verwendung

finden.
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Lagerung und VorsichtsmaRBnahmen

Primer/Nukleotid-Mix (PNM) muss streng getrennt von DNA-haltigen Produkten gelagert
werden. Bei kurzzeitiger Lagerung bis zu 4 Wochen kann PNM bei 2-8°C, zur langfristigen
Lagerung bei -20°C aufbewahrt werden. Das Tragen geeigneter Schutzkleidung,
Schutzhandschuhen, Mundschutz und ggf. Schutzbrille ist obligat. Bei der Durchfihrung des
Tests sind die fur die Nukleinsdureamplifikation notwendigen VorsichtsmalRnahmen zu
beachten. Utensilien wie Pipettenspitzen, die mit den Reagenzien in Berthrung kommen,

mussen frei von DNase sein.

Durchfiihrung

Vorbereitung:

Der Amplifikations-Mix (45 ul) muss in einem Raum hergestellt werden, der garantiert frei
von DNA ist. Aus Griinden des Kontaminationsschutzes sollte die zu amplifizierende DNA in

einem abgetrennten Bereich zugegeben werden.
Pro Probe werden bendétigt:

e 35 ul PNM (micro-IDent®, micro-IDent® plus, Hain Lifescience, Nehren,

Deutschland)
* 5 ul Polymersae-Puffer (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot, Deutschland)
* 2 ul MgCI2-Lésung (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot, Deutschland)
* 3 ul destilliertes Wasser

* 0,2 ul thermostabile DNA-Polymerase (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot,

Deutschland)
* 5 ul DNA-L6sung

Dies gibt ein Endvolumen von 50 ul (ohne Bericksichtigung des Enzymvolumens). Das
Amplifikat wird in einen Thermocycler (Primus 25-Personal Thermocycler System, Clemens

Labortechnik, Waldbuttelbrunn, Deutschland) gegeben.
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Abb. 14 Amplifikat

Abb. 15 In dem Thermocycler (Primus 25-Personal Thermocycler System, Clemens
Labortechnik, Waldbiittelbrunn, Deutschland) befindet sich das hergestellte Amplifikat

5 min 95°C 1 Zyklus

30 sec 95°C 10 Zyklen

2 min 58°C 10 Zyklen

25 sec 95°C 20 Zyklen

40 sec 53°C 20 Zyklen

40 sec 70°C 20 Zyklen

8 min 70°C 1 Zyklus

Tab. 2 Programmierungsprotokoll fiir Thermocycler
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3.6.3 Reverse Hybridisierung
Methodik

Im Verlauf der reversen Hybridisierung wird das einzelstrangige Amplifikat spezifisch an die
Sonden gebunden, wahrend unspezifisch gebundene Amplifikate in anschlieBenden
Waschschritten entfernt werden. Das spezifisch gebundene Amplifikat wird wahrend der
Konjugat-Reaktion mit dem Enzym alkalische Phosphatase markiert und anschlieRend in

einer enzymatischen Farbreaktion sichtbar gemacht (HAIN Lifescience).

Durchfiihrung

Schuttelwasserbad wird auf 45°C vorgewdrmt. Lésungen HYB und STR werden vor
Gebrauch auf 37-45°C erwarmt. Alle anderen Reagenzien (aufler CON-C und SUB-C)
mussen auf Raumtemperatur gebracht werden. Konjugat-Konzentrat (CON-C, orange) und
Substrat-Konzentrat (SUB-C, gelb) werden in geeigneten Gefallen in der bendtigten Menge
im Verhaltnis 1:100 mit dem zugehdrigen Puffer verdinnt (CON-C mit CON-D, SUB-C mit
SUB-D), gut gemischt und auf Raumtemperatur gebracht. Pro Membranstreifen werden je 10
ul Konzentrat mit jeweils 1 ml des entsprechenden Puffers verdinnt. SUB-C ist

lichtgeschitzt und bei Raumtemperatur mindestens 4 Wochen stabil.

1. FUr jede zu untersuchende Probe wird 20 ul Denaturierungsreagenz (DEN, blau) in

die untere Ecke einer Wannenkavitat pipettiert.

2. Je 20 ul Amplifikat wird dazugeben, durch Auf- und Abpipettieren gut gemischt
und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dessen wird der
Membranstreifen (STRIP) mit einer Pinzette aus dem Rdéhrchen genommen und
mit einem Bleistift unter der Farbmarkierung beschriftet. Membranstreifen darf nur

mit Handschuhen beriihrt werden.

3. Jeweils 1 ml des vorgewdrmten und gemischten Hybridisierungspuffers (HYP,
grun) wird dazugeben. Die Wanne muss auf einer Unterlage so lange vorsichtig
geschwenkt werden, bis die Lésung eine homogene Farbung aufweist. Es darf

keine Losung in benachbarte Kavitaten gelangen.

4. In jede benutzte Kavitat wird ein Membranstreifen gelegt. Die Membranstreifen
missen dabei vollstdndig mit Flussigkeit bedeckt sein und die beschichtete Seite
(kenntlich durch die Farbmarkierung) muss nach oben weisen. Membranstreifen,

die sich wenden, werden mit einer Pinzette zurlickgedreht. Zur Vermeidung von
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Kontaminationen soll die Pinzette nach jeder Benutzung gereinigt werden. Dies gilt

auch fir alle nachfolgenden Inkubations- und Waschschritte.

Wanne wird fir 30 Minuten bei 45°C im Schittelwasserbad inkubiert. Die
Schittelfrequenz des Wasserbads muss so gewahlt werden, dass eine stetige
Durchmischung der Flussigkeit erreicht und eine Kontamination benachbarter
Kavitaten durch Spritzen vermieden wird. Um eine gute Warmelbertragung
sicherzustellen, muss die Wanne mindestens zu einem Drittel in Wasser

eingetaucht sein.

Hybridisierungspuffer wird vollstandig aus den Kavitaten entfernt. Hierzu wird eine

Pasteurpipette mit Vakuumpumpe verwendet.

Jeweils 1 ml der vorgewarmten Stringent-Waschlésung (STR, rot) wird in die
Kavitaten gegeben und die Wanne 15 Minuten bei 45°C im Wasserbad unter

leichtem Schitteln inkubiert.

Von diesem Schritt an wird bei Raumtemperatur gearbeitet. Stringent-
Waschlésung vollstdndig entfernen. Anschlielend werden Flissigkeitsreste durch
Abklopfen der Wanne auf einer saugfahigen Unterlage entfernt. Dies gilt auch fir

alle anderen Waschschritte.

Membranstreifen wird einmal 1 Min mit 1 ml Rinse-Lésung (RIN) unter stetiger
Bewegung auf dem Horizontalschittler gewaschen (RIN nach Inkubation

abschdtteln).

1 ml verdinntes Konjugat (s. 0.) wird zu jedem Membranstreifen gegeben und 30

Minuten auf dem Horizontalschiittler inkubiert.

Lésung abschitteln und jeden Membranstreifen zweimal je 1 Min mit 1 ml Rinse-
Lésung (RIN) und einmal mit ca. 1 ml destillietem Wasser auf dem
Horizontalschittler waschen (LOsung jeweils abschutten). Nach dem letzten

Waschschritt Wasser moéglichst vollstandig entfernen.

Je 1 ml verdinntes Substrat (s. 0.) wird zu jedem Membranstreifen gegeben und
lichtgeschitzt ohne Schitteln inkubiert. In Abhangigkeit von den Testbedingungen
(z. B. der Raumtemperatur) kann die Substratinkubationszeit zwischen 3 und 20

Min variieren. Eine zu lang andauernde Substratinkubation fuhrt zu einer
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Verstarkung der Hintergrundfarbung und kann die Interpretation der Ergebnisse
beeintrachtigen.

13. Substratreaktion muss durch zweimaliges kurzes Waschen mit destilliertem
Wasser gestoppt werden.

14. Membranstreifen mit einer Pinzette aus den Kavitdten nehmen und zum Trocknen

auf saugfahiges Papier legen.

alﬂﬂﬂﬂ111\"

i‘ll )

Abb. 16 Membranstreifen im Schiittelwasserbad
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Die Membranstreifen werden nach dem Trocknen auf eine geeignete Unterlage geklebt und

lichtgeschitzt aufbewahrt. Zur Auswertung ist dem Kit eine Schablone beigelegt, die an der

Konjugatkontrollbande des Membranstreifens ausgerichtet wird (Abb. 17 und 18).

Auf der Schablone des micro-IDent® Kits sind 7 Reaktionszonen vorhanden.

UL

l«—— Konjugatkontrolle (CC)

w g )] ——  Amplifikationskontrolle [AC)
—— Aggregatibacter actinomycetemcomitans [Aa)

—— Porphyromonas gingivalis (Pg)
== Prevotella intermedia [Pi]
= Tannerella forsythia [Tf]

{=——Treponema denticola [Td)
——— Farbmarkierung

o
X" |

Abb. 17 Auf dem Membranstreifen sind die Konjugatkontrolle,

Amplifikationskontrolle und der Nachweis von T. forsythia zu erkennen.

Auf der Schablone des micro-IDent® plus Kits sind 8 Reaktionszonen vorhanden.

Konjugatkontrolle (CC)
Amplifikationskontrolle |AC)
Peptostreptococcus micros [Pm)
Fusobacterium nucleatum/penodonticum [Fal
Campylobacter rectus (Cr)

Eubacterium nodatum [En]

Eikenella corrodens [Ec)

Capnocytophaga sp. [C sp |

[T

Farbmarkierung

Y

Abb. 18 Auf dem Membranstreifen sind die Konjugatkontrolle,

Amplifikationskontrolle und der Nachweis von F. nucleatum zu erkennen.

die

die
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Konjugatkontrolle (CC):

Diese Reaktionszone dokumentiert die Effizienz von Konjugatbindung und Substratreaktion

und muss immer entwickelt sein.
Amplifikationskontrolle (AC)

Das bei korrekter Durchfihrung wahrend der Amplifikation entstehende Kontrollprodukt
bindet sich an die Amplifikationskontrolizone. Ist die Bande entwickelt, kann das
Vorhandensein von Hemmstoffen sowie ein Fehler bei Ansatz und Durchfihrung der
Amplifikationsreaktion ausgeschlossen werden. Bei einem positiven Testergebnis kann das
Signal der Amplifikationskontrollzone aufgrund von Kompetitionsreaktionen wahrend der
Amplifikation abgeschwacht sein und im Extremfall sogar ganz verschwinden. Der Test ist in
diesem Falle jedoch ordnungsgemald durchgefihrt worden und eine Wiederholdung nicht
erforderlich. Eine fehlende Amplifikationskontrolle bei einem negativen Testergebnis ist ein
Hinweis auf Fehler bei Ansatz und/oder Durchfiihrung der Amplifikationsreaktion oder das
Vorhandensein von Hemmstoffen. Die Probe ist dann als nicht valide zu werten und muss

wiederholt werden.

3.8 Statistik

Nach Dokumentation der Keimnachweise wurden diese verglichen und die Angaben auf
Signifikanz hin getestet. Die statistische Auswertung erfolgt mittels Chi-Quadrat-Test und

logistischer Regression.
Chi-Quadrat-Test:

Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests untersucht man Verteilungseigenschaften einer statistischen
Grundgesamtheit (BORTZ und SCHUSTER 2010). Folgende Tests sind mit dem Chi-

Quadrat maéglich:
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Chi-Quadrat-Tests
1 Verteilungstest
2 Unabhangigkeitstest
3 Homogenitatstest
4 Vierfeldertest

Tab. 3 Chi-Quadrat-Tests

Fur diese Studie sind der Verteilungstest und der Vierfeldertest von Bedeutung.
Verteilungstest:

Mit dem Verteilungstest wird gepruft, ob vorliegende Daten auf eine bestimmte Weise verteilt
sind (BORTZ und SCHUSTER 2010).

Vierfeldertest:

Mithilfe des Vierfeldertests wird geprift, ob zwei dichotome Merkmale stochastisch
unabhangig voneinander sind bzw. ob die Verteilung eines dichotomen Merkmals in zwei
Gruppen identisch ist (BORTZ und SCHUSTER 2010).

logistische Regression:

Mit der logistischen Regression kann der Zusammenhang zweier Variablen geprift werden.
Es werden odds ratios berechnet, welche das Auftreten von A unter der Bedingung von B
liefert. Damit kann gezeigt werden, wie haufig Bakterium A unter Anwesenheit von Bakterium
B auftritt.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Patientenproben

Von insgesamt 103 Proben stammen 55 von weiblichen Personen im Alter von 19 bis 69

Jahren sowie 48 Proben von mannlichen Personen im Alter von 27 bis 74 Jahren.
29 Proben wurden wahrend WSR, 74 Proben wahrend Revision enthommen.

Von den Zahngruppen sind mit 39% am haufigsten die oberen Molaren vertreten, gefolgt von
den unteren Molaren mit 28%, den oberen Pramolaren mit 13%, den oberen Frontzahnen mit

10% und den unteren Pramolaren/Frontzahnen mit jeweils 5%.

4.2 Molekularbiologischer Nachweis von parodontopathogenen

Keimen bei chronisch apikaler Parodontitis

Zum Nachweis der elf parodontopathogenen Bakterien (A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, T. denticola, P. micros, F. nucleatum, C. rectus, E.
nodatum, E. corrodens, Capnocytophaga spp.) bei persistierender Parodontitis apicalis
wurde die DNA+STRIP-Technologie angewendet (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland).
Zuerst wurde das Vorkommen dieser Bakterien in den einzelnen Proben prozentual
bestimmt. Dann wurde mithilfe des Chi-Quadrat-Verteilungstests geprift, ob die
nachgewiesenen Bakterien zufallig/nicht zufallig verteilt sind. Weiter wurde der Chi-Quadrat-
Vierfeldertest angewendet, um mdgliche Abhangigkeiten im Vorkommen der Bakterien zu
erkennen. Als letztes wurde aufbauend auf den Chi-Quadrat-Vierfeldertest mithilfe der
logistischen Regression bestimmt, mit welcher Wahrscheinlichkeit das Bakterium A unter

Einfluss von Bakterium B auftritt.

4.2.1 Ergebnisse der Auszahlung der untersuchten Bakterien in absoluten und

relativen Werten
Insgesamt ergeben sich aus den 103 untersuchten Proben folgende Ergebnisse:

A. actinomycetemcomitans, E. nodatum und Capnocytophaga spp. wurden in keiner Probe
nachgewiesen. P. intermedia, C. rectus und E. corrodens konnten jeweils in 1 Probe und P.

micros in 2 Proben festgestellt werden. T. denticola wurde bei 4 Proben nachgewiesen und
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T. forsythia bei 11 Proben. Am haufigsten konnten P. gingivalis (12 von 103 Proben) und F.

nucleatum (23 von 103 Proben) festgestellt werden.

C.spp. w0/103,(0%)
Ec fwl/103.(1%)
En. w0/103.(0%)
Cr . 1/103 (1%)
Fn, [ 23/103 (22%)
Pm. = 2/103(2%)
Td. = 4/103 (4%)
Tf oo 117103 (11%)
pi. © 1/103 (1%)
Pg. 12/103 (12%)
Aa. 0/103 (0%)

0 20 40 60 80 100 120

Tab. 4 Absolute und relative Haufigkeiten der nachgewiesenen Bakterien.
rot=Nachweis, blau=kein Nachweis. C.spp.=Capnocytphaga spp., E.c.=E. corrodens,
E.n.=E. nodatum, C.r.=C. rectus, F.n.= F. nucleatum, P.m.=P. micros, T.d.=T. denticola,

T.f.= T.forsythia, P.i.=P. intermedia, P.g.=P. gingivalis, A.a.=A. actinomycetemcomitans

4.2.2 Auswabhl des Signifikanzniveaus

Fur die folgenden beiden Chi-Quadrat-Tests wurde ein Signifikanzniveau von a=0,05
ausgewahlt. Das bedeutet, dass eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% vorliegt. Als weiteren
Wert wurde flr jedes Ergebnis der p-Wert berechnet. Der p-Wert ermdglicht das empirische
Ergebnis auf einem anderen Signifikanzniveau zu dberprifen (BORTZ und SCHUSTER
2010). Der auch als ,beobachtetes Signifikanzniveau“ bezeichnete p-Wert entspricht dem
kleinsten Wert von «, fir den das Testergebnis gerade noch Signifikanz erreicht (BICKEL
und DOKSUM 2007).

4.2.3 Bestimmung des Freiheitsgrades

Die Anzahl des Freiheitsgrades beim Chi-Quadrat-Test ergibt sich aus der Anzahl

vorhandener Parameter abzlglich 1 (n-1).
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4.2.4 Bestimmung des kritischen Werts ¢

Der kritische Wert c ist aus der Tabelle der Quantile der Chi-Quadrat-Verteilung abzulesen.
Dieser Wert c ist abhdngig von der Anzahl der Freiheitsgrade und vom ausgewahlten

Signifikanzniveau. Ist die Prufgrofie x2>c wird die Nullhypothese abgelehnt.
4.2.5 Ergebnisse des Chi-Quadrat-Verteilungstests

In dieser Studie wurde mit dem Chi-Quadrat-Verteilungstest Gberprift, ob die Verteilung der
nachgewiesenen Bakterien zufallig ist oder signifikant abweichende Werte von einer

hypothetischen Gleichverteilung vorliegen.

Die Tabelle 5 veranschaulicht den Chi-Quadrat-Verteilungstest.

Nachweis | A.a. |P.g. |P.i. | T.f. | Td. | P.m. | F.n. | C.r. | E.n. | E.c. | C.spp. | Arithmeti-
scher

Mittelwert
0 103 | 91 102 | 92 | 99 | 101 80 | 102 | 103 | 102 | 103 98
1 0| 12 1 11 4 2 23 1 0 1 0 5

Tab. 5 Nachweis der 11 parodontopathogenen Bakterien. 0=kein Nachweis,
1=Nachweis. A.a.=A. actinomycetemcomitans, P.g.=P. gingivalis, P.i.=P. intermedia,
T.f.= T.forsythia, T.d.=T. denticola, P.m.=P. micros, F.n.= F. nucleatum, C.r.=C. rectus,

E.n.=E. nodatum, E.c.=E. corrodens, C.spp.=Capnocytophaga spp.

Ergebnisse des Chi-Quadrat-Verteilungstests:

n=11

n-1=11-1=10 Freiheitsgrade

Signifikanzniveau a=0,05

Kritischer Wert c=18,31 (siehe Tabelle der Quantile der Chi-Quadrat-Verteilung)
%2=113,93

p=<0,001 (<0,1% Irrtumswahrscheinlichkeit)
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x2>C

Der y2-Wert liegt deutlich Uber dem kritischen Wert ¢ fir 10 Freiheitsgrade. Damit handelt es
sich nicht um eine zufallige Verteilung der Bakterien, sondern um signifikant abweichende
Werte von einer hypothetischen Gleichverteilung. Mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit <0,1%

ist dieses Ergebnis bewiesen.
4.2.6 Ergebnisse des Chi-Quadrat-Vierfeldertests

In dieser Studie wurde mit dem Chi-Quadrat-Vierfeldertest untersucht, ob einzelne Bakterien

in Abhangigkeit von anderen Keimen auftreten.

Der Test wurde nur bei den Bakterienpaaren angewendet, die von den 103 Proben

mindestens dreimal zusammen nachgewiesen wurden.

Fur alle folgenden Rechnungen des Chi-Quadrat-Vierfeldertests liegt 1 Freiheitsgrad (n-1=2-
1=1 Freiheitsgrad), ein Signifikanzniveau von 0,05 und ein kritischer Wert c=3,84 (siehe

Tabelle der Quantile der Chi-Quadrat-Verteilung) vor.
Gemeinsamer Nachweis von F. nucleatum und P. gingivalis:

In 103 Proben wurden F. nucleatum 23-mal, P. gingivalis 12- mal und die Kombination beider

4-mal nachgewiesen.

P.g.=kein Nachweis | 72 19 91
P.g.=Nachweis 8 4 12
gesamt 80 23 103

Tab. 6 Vierfeldertafel von F.n.=F. nucleatum und P.g.=P. gingivalis
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25

20

15

10

gesamter Nachweis alleiniger Nachweis gemeinsamer
Nachweis

Abb. 19 Saulendiagramm der Vierfeldertafel von F.n.=F. nucleatum und P.g.=P.

gingivalis

Ergebnisse des Chi-Quadrat-Vierfeldertests von F. nucleatum und P. gingivalis:
%2~0,95

p=0,330 (33% Irrtumswahrscheinlichkeit)

X2<C

Der y2-Wert ist kleiner als der zum gewahlten Signifikanzniveau gehdrende kritische Wert c.
Damit konnte der Test nicht nachweisen, dass ein signifikanter Unterschied besteht. Aus
diesem Ergebnis folgt mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 33%, dass F. nucleatum und

P. gingivalis unabhangig voneinander auftreten.
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Gemeinsamer Nachweis von F. nucleatum und T. forsythia:

Von den 103 Proben konnten F. nucleatum 23-mal, T. forsythia 11-mal und beide zusammen

7-mal nachgewiesen werden.

Tab. 7 Vierfeldertafel von F.n.=F. nucleatum und T.f.=T. forsythia

25

20

15

HFEn.

ETf.

10 -

gesamter Nachweis alleiniger Nachweis gemeinsamer
Nachweis

Abb. 20 Saulendiagramm der Vierfeldertafel von F.n.=F. nucleatum und Tf= T. forsythia
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Ergebnisse des Chi-Quadrat-Vierfeldertests von F. nucleatum und T. forsythia:
$2=12,12

p=<0,001 (<0,1% Irrtumswahrscheinlichkeit)

X2>C

Der x2-Wert ist groRer als der zum gewahlten Signifikanzniveau gehdrende kritische Wert c.
Damit konnte der Test nachweisen, dass ein signifikanter Unterschied besteht. Aus diesem
Ergebnis folgt mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit <0,1%, dass F. nucleatum und T. forsythia

abhangig voneinander auftreten.
Gemeinsamer Nachweis von F. nucleatum und T. denticola:

Von den 103 Proben treten F. nucleatum 23-mal, T. denticola 4-mal auf und in 3 Proben

konnten sie gemeinsam nachgewiesen werden.

T.d.=kein Nachweis | 79 20 99
T.d.=Nach-weis 1 3 4
gesamt 80 23 103

Tab. 8 Vierfeldertafel von F.n.=F. nucleatum und T.d.=T. denticola
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0 | -

gesamter Nachweis alleiniger Nachweis gemeinsamer
Nachweis

Abb. 21 Saulendiagramm der Vierfeldertafel von F.n.=F. nucleatum und T.d.=T.

denticola

Ergebnisse des Chi-Quadrat-Vierfeldertests von F. nucleatum und T. denticola:
+2~6,66

p=0,010 (1% Irrtumswahrscheinlichkeit)

X2>C

Der y2-Wert ist grofer als der zum gewahlten Signifikanzniveau gehdrende kritische Wert c.
Damit konnte der Test nachweisen, dass ein signifikanter Unterschied besteht. Aus diesem
Ergebnis folgt mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1%, dass F. nucleatum und T.

denticola abhangig voneinander auftreten.
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Gemeinsamer Nachweis von P. gingivalis und T. forsythia:

Von den 103 Proben konnten P. gingivalis 12-mal, T. forsythia 11-mal und beide zusammen

3-mal nachgewiesen werden.

P.g.=kein Nachweis | 83 8 91
P.g.=Nachweis 9 3 12
gesamt 92 11 103

Tab. 9 Vierfeldertafel von T.f.=T. forsythia und P.g.=P. gingivalis

E L =

gesamter Nachweis alleiniger Nachweis gemeinsamer
Nachweis

14

12

10 +—

Abb. 22 Saulendiagramm der Vierfeldertafel von T.f.=T. forsythia und P.g.=P. gingivalis
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Ergebnisse des Chi-Quadrat-Vierfeldertests von T. forsythia und und P.

gingivalis:

%2~2,92

p=0,087 (8,7% Irrtumswahrscheinlichkeit)
¥2<C

Der x2-Wert ist kleiner als der zum gewahlten Signifikanzniveau gehérende kritische Wert c.
Damit konnte der Test nicht nachweisen, dass ein signifikanter Unterschied besteht. Aus
diesem Ergebnis folgt mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 8,7%, dass P. gingivalis und T.

forsythia unabhangig voneinander auftreten.

Gemeinsamer Nachweis von T. forsythia und T. denticola:

In 103 Proben wurden T. forsythia 11-mal, T. denticola 4-mal und beide gemeinsam 3-mal

nachgewiesen.

T.d.=kein Nachweis | T.d.=Nachweis gesamt
91 1 92

8 3 11

99 4 103

Tab. 10 Vierfeldertafel von T.d.=T. denticola und T.f.=T. forsythia
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gesamter Nachweis alleiniger Nachweis gemeinsamer
Nachweis

Abb. 23 Saulendiagramm der Vierfeldertafel von T.d.=T. denticola und T.f.=T. forsythia

Ergebnisse des Chi-Quadrat-Vierfeldertests von T. denticola und T. forsythia:
%2~18,05

p=<0,001 (<0,1% Irrtumswahrscheinlichkeit)

X2>C

Der x2-Wert ist grofRer als der zum gewahlten Signifikanzniveau gehorende kritische Wert c.
Damit konnte der Test nachweisen, dass ein signifikanter Unterschied besteht. Aus diesem
Ergebnis folgt mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit <0,1%, dass T. forsythia und T. denticola

abhangig voneinander auftreten.
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4.2.7 Ergebnisse der logistischen Regression

In dieser Studie wurde anhand der logistischen Regression untersucht, mit welcher

Wahrscheinlichkeit das Bakterium A unter dem Einfluss des Bakteriums B nachzuweisen ist.

Odds ratio (Quotenverhaltnis) gibt die Starke des Zusammenhangs zwischen Bakterium A

unter dem Einfluss des Bakteriums B an.

Das Konfidenzintervall (Vertrauensbereich) gibt einen Bereich um das Quotenverhaltnis an,

der mit dem dazu ermittelten p-Wert die wirkliche Lage des Parameters beschreibt.

In Abschnitt 4.2.6 konnte bei den drei folgenden Bakterienpaaren eine signifikante

Abhangigkeit im Nachweis festgestellt werden.
1. F. nucleatum und T. forsythia:

T. forsythia tritt in Anwesenheit von F. nucleatum 8,3-mal (odds ratio) haufiger mit einem p-
Wert=0,002 (Konfidenzintervall: 2,2-35,0) auf als ohne F. nucleatum.

2. F. nucleatum und T. denticola:

T. denticola ist in Anwesenheit von F. nucleatum 11,8-mal (odds ratio) haufiger und mit

einem p-Wert=0,036 (Konfidenzintervall: 1,4-246,7) vorzufinden als ohne F. nucleatum.
3. T. forsythia und T. denticola:

T. denticola konnte in Anwesenheit von T. forsythia 34,1-mal (odds ratio) haufiger und mit
einem p-Wert= 0,0036 (Konfidenzintervall: 3,9-736,9) nachgewiesen werden als ohne T.

forsythia.
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4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die im Abschnitt 4.2.1 vorgestellten Ergebnisse zeigen eine grofle Spannbreite im Nachweis
der untersuchten Bakterien. Bei einem Mittelwert von 5 liegen T. forsythia 11-mal, P.
gingivalis 12-mal und F. nucleatum 23-mal Uber diesem Wert. Das Ergebnis des Chi-
Quadrat-Verteilungstests schlie3t eine zuféllige Verteilung der nachgewiesenen Bakterien
aus. Des Weiteren zeigen die Ergebnisse des Chi-Quadrat-Vierfeldertests signifikante
Abhangigkeiten im gemeinsamen Nachweis von F. nucleatum und T. forsythia, F. nucleatum
und T. denticola, T. forsythia und T. denticola. Mit Hilfe der logistischen Regression wurde

folgendes belegt:

T. forsythia tritt in Anwesenheit von F. nucleatum 8,3-mal haufiger auf als ohne F.

nucleatum

T. denticola ist in Anwesenheit von F. nucleatum 11,8-mal haufiger vorzufinden als

ohne F. nucleatum

T. denticola ist in Anwesenheit von T. forsythia 34,1-mal haufiger nachgewiesen

worden als ohne T. forsythia

Tab. 11 Ergebnisse der logistischen Regression




65

5. Diskussion

5.1 Zielsetzung

Das Ziel dieser Studie war es, das Vorkommen der 11 haufigsten parodontopathogenen
Mikroorganismen (A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, T.
denticola, P. micros, F. nucleatum, C. rectus, E. nodatum, E. corrodens, Capnocytophaga
spp.) bei endodontischen Misserfolgen mithilfe der reversen Hybridisierung zu untersuchen,
auf ihre Relevanz hin zu prifen und deren Synergismus in der Biofilmformation zu

bestimmen.

In verschiedenen Studien (MOLANDER et al. 1998, SUNDQVIST et al. 1998, HANCOCK et
al. 2001, PINHEIRO et al. 2003a, SIQUEIRA und ROCAS 2009) wurde die Bedeutung des
Bakteriums E. faecalis bei endodontischen Misserfolgen untersucht und nachgewiesen. Die
Fahigkeit dieses Keims bei geringem Substratangebot zu Uberleben (SIQUEIRA und ROCAS
2006) und Resistenzen zu entwickeln (LOVE 2001) sind l&anger bekannt. Vielmehr spielt bei
der chronisch apikalen Parodontitis die Relevanz anderer Mikroorganismen eine wesentliche
Rolle, um endodontische Misserfolge erkldren zu kénnen. Die Persistenz pathogener Keime
im Wurzelkanal und/oder in der apikalen Region stellt den ausschlaggebenden Faktor fir
einen endodontischen Misserfolg dar (NAIR et al. 1990, LIN et al. 1992, SIQUEIRA 2001,
SAITO et al. 2008). In einigen Studien wurden parodontopathogene Keime wie P. gingivalis,
F. nucleatum, T. denticola, P. intermedia und T. forsythia beim Vorliegen einer chronisch
apikalen Parodontitis nachgewiesen (SUNDE et al. 2000, SIQUEIRA und ROCAS 2006,
BLOME et al. 2008, SAKAMOTO et al. 2008). RUPF et al. (2000) wiesen
parodontopathogene Mikroorganismen im Endodontium nach. Der Synergismus zwischen F.
nucleatum und P. gingivalis scheint hierbei wichtig zu sein fir die Pathogenitdt dieser
Erreger (METZGER et al. 2001, SAITO et al. 2008).
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5.2 Diskussion der Methode

5.2.1 Probenauswahl

Die mikrobiellen Proben stammen von weiblichen sowie mannlichen Patienten im Alter von
19-74 Jahren. Voraussetzung fir die Auswahl der Proben war ein primar
wurzelkanalbehandelter Zahn mit radiologischem Befund (apikale Aufhellung).
Unbertcksichtigt blieb bei der Auswahl der Proben die Ursache des endodontischen

Misserfolges. Es wurde auf einzelne Faktoren wie
* Qualifikation der Behandler
* aseptische Behandlung (unter Kofferdam)
* Ausgangsbefund: irreversibel geschadigte oder nekrotische Pulpa
* endodontische Technik
* verwendete Wurzelkanalspulldsungen
* Nachweis einer negativ bakteriellen Kultur
* post-endodontische Versorgung
* Interpretation der Rdntgenaufnahme nach Wurzelftillung
* Beobachtungszeitraum nach Behandlungsabschluss

nicht weiter eingegangen. Jeder einzelne dieser Faktoren kann alleinige Ursache allein fir
einen endodontischen Misserfolg sein. Aufgrund dieser Komplexitat reichte die Diagnose
,chronisch apikale Parodontitis“ fir die Auswahl der mikrobiellen Proben in dieser Studie

aus.
5.2.2 Probenentnahme

Die Probenentnahme wurde wahrend WSR und Revision mit sterilen Papierspitzen
durchgefihrt. Sie wurden fir 5 Sekunden im Kanal blassen und dann mit einer sterilen
Pinzette aus dem Kanal enthommen, in ein steriles Eppendorfréhrchen gegeben und mit
Datum, Behandlungsart, Patientennummer, Geschlecht, Alter und Zahntyp gekennzeichnet.
Danach wurden die Proben bei -22°C tiefgefroren. Fur einen effektiven Keimnachweis wurde

empfohlen, die Papierspitze 5-30 Sekunden im Untersuchungsgebiet zu belassen
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(HARTROTH et al. 1999). Zugunsten des Patienten wurde die klrzeste Zeit mit noch
effektiven Keimnachweis gewahlt, um jegliche Verldngerung der Behandlungszeit auf ein
Minimum zu beschrédnken. Bei beiden Verfahren wurden die Kanale erst nach
Probenentnahme mit antibakteriellen Ldsungen gespllt um ein falsch negatives

Testergebnis zu verhindern.

5.2.3 DNA*STRIP-Technologie

Zur Isolierung und quantitativen Bestimmung der 11 Markerkeime wurde die DNA*STRIP-
Technologie angewendet (micro-IDent®-Test, micro-IDent®plus-Test). Mithilfe des Geno
Type® DNA Isolations Kits (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland) wurde die DNA aus den
Bakterien isoliert, die Nukleinsaure in einer Amplifikationsreaktion selektiv vermehrt und tber
eine Hybridisierung auf dem DNA*STRIP detektiert. Vor Durchfiihrung des Tests musste die
Vorbereitung der Arbeitsrdume, die korrekte Lagerung und Herstellung der Lésungen
sichergestellt sein. Die Herstellerangaben (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland) wurden
strikt eingehalten. Ablaufe und Ergebnisse wurden von geschultem Fachpersonal Uberprift,

die mit mikrobiologischen Verfahren langjahrig vertraut waren.

Die DNA-Technik ist eine anerkannte Methode zum Nachweis parodontopathogener Keime
(ASAI et al. 2002, BOUTAGA et al. 2006). Sie bietet im Vergleich zur mikrobiologischen
Kultur folgende Vorteile:

1. Es kénnen neue und/oder mehr Mikroorganismen nachgewiesen werden (SIQUEIRA
et al. 2007, BLOME et al. 2008)

* Der Nahrboden bzw. andere Umstande kénnen bei der mikrobiologischen
Kultur das Wachstum der fakultativen Anaerobier férdern und dadurch das der
obligat anaeroben Keime verhindern oder deren Anwesenheit verbergen
(VIANNA et al. 2005).

2. Die mikrobiologische  Kultur identifiziert die Bakterien anhand ihrer
Erscheinungsformen, es kdnnen leichter Missdeutungen erfolgen (SIQUEIRA et al.
2007).

3. Selektion der gesuchten Bakterien durch spezifische Primer, ein Uberwuchern wie bei
der mikrobiologischen Kultur ist nicht méglich (SIGUSCH 2007).
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Die DNA-Technik ist sensitiver, spezifischer, zuverlassiger und praziser fur die bakterielle
Identifikation als die mikrobiologische Kultur (ASAI et al. 2002, JERVOE-STORM et al. 2005,
VIANNA et al. 2005, BOUTAGA et al. 2006, WILLIAMS et al. 2006, SIQUEIRA et al. 2007).

Im Allgemeinen bietet die PCR-Methode auch folgende Nachteile:
1. Der Nachweis beinhaltet lebende als auch tote Bakterien

2. Eine sehr hohe Sensitivitat (<100 Bakterien) Iasst die klinische Relevanz Uberhaupt in
Frage stellen (CONRADS 1999)

3. Sehr teueres Diagnostikverfahren, kommt nur fir ausgewahlte Bereiche der
Mikrobiologie zum Einsatz (CONRADS 1999)

Ein Nachteil des micro-IDent®-, micro-IDent®plus-Test ist der limitierte Nachweis von elf
parodontopathogenen Keimen. Die Relevanz anderer Spezien konnte mit diesem Test nicht

untersucht werden.

Zu Punkt 1: Der Nachweis von lebenden oder toten Bakterien ist in dieser Studie erwlinscht.
Jegliches Vorkommen von bakterieller DNA pathogener Bakterien bei chronisch apikaler

Parodontitis ist relevant.

Zu Punkt 2: Aufgrund einer hohen Sensitivitdit wurden mit dem micro-IDent®-, micro-
IDent®plus-Test hohere Nachweisgrenzen fiir die elf Markerkeime geschaffen. Die
Nachweisgrenze fiir A. actinomycetemcomitans liegt bei 10°, fiir P. gingivalis, P. intermedia,
T. denticola, P. micros, F. nucleatum, C. rectus, E. nodatum, E. corrodens, Capnocytophaga
spp. liegen die Nachweisgrenzen bei 10* Erregern (DERDILOPOULOU 2008). Damit werden

nur Keime nachgewiesen, die in signifikanten Mengen auftreten.
5.2.4 Vergleich von micro-IDent® und micro-IDent®plus

Micro-IDent® und micro-IDent®plus sind zwei Standardverfahren zum Nachweis von 11
parodontopathogenen Leitkeimen. In einer Studie von URBAN et al. (2010) wurde die
mikrobiologische Kultur mit diesen Verfahren verglichen. Das Ergebnis fiel maRig fur
Capnocytophaga spp. E. corrodens, A. actinomycetemcomitans, P. intermedia und schlecht
fur F. nucleatum und C. rectus bei der kulturellen und gut bei dem Nachweis aller 11 Keime
mittels der micro-IDent®-/micro-IDent®plus-Verfahrens aus. Aufgrund dieser Ergebnisse

empfehlen URBAN et al. (2010) das micro-IDent®-/micro-IDent®plus-Verfahren dem der
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mikrobiologischen Kultur zum Nachweis der 11 Markerkeime vorzuziehen (URBAN et al.
2010).

Bislang wurde in keiner Studie die Fehleranfilligkeit von micro-IDent® mit der von micro-
IDent®plus verglichen. Auch diese Studie hat diese Fragestellung nicht zum Thema. Dessen
ungeachtet sind bei der Durchfiihrung von micro-IDent®plus mehr Fehler aufgetreten als bei
der Durchfiihrung von micro-IDent®. Von den wahrend WSR und Revision insgesamt 108
entnommenen Proben mussten 5 Proben verworfen werden. Bei diesen Proben war die
Amplifikationskontrollzone nicht zu erkennen. Wenn die Bande nicht entwickelt ist, ist ein
Fehler bei Ansatz und/oder Durchfihrung der Amplifikationsreaktion aufgetreten. Die Probe
ist nicht mehr als valide zu werten und muss wiederholt werden. Auch bei erneuter
Durchfiihrung dieser 5 Proben ist die Amplifikationskontrollzone bei dem micro-IDent®plus-
Test ausgeblieben, obwohl sie bei dem micro-IDent®-Test entwickelt waren. Aufgrund der
Tatsache, dass sowohl der Amplifikationsansatz bei beiden Tests gleich war, als auch die
reverse Hybridisierung in derselben Reaktion stattgefunden hat, kann von einer grélieren
Fehleranfalligkeit fir die DNA*STRIPs von micro-IDent®plus ausgegangen werden. Um
diesen Eindruck wissenschaftlich absichern zu koénnen, misste eine Studie diese

Fragestellung abklaren.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

In einigen Studien konnten parodontopathogene Keime bei Patienten mit chronisch apikaler
Parodontitis nachgewiesen werden (SUNDE et al. 2000, SIQUEIRA et al. 2007, BLOME et
al. 2008, SAKAMATO et al. 2008). RUPF et al. (2000) konnten zeigen, dass Paro-Endo-
Wechselwirkung einen wichtigen Faktor fur die Widerstandfahigkeit parodontaler oder
endodontaler Erkrankungen darstellen. Die Persistenz pathogener Keime im Wurzelkanal
und/oder in der apikalen Region ist einer der wichtigsten Grinde fiur den Misserfolg einer
Wurzelkanalbehandlung (LIN et al. 1992, NAIR et al. 1990, SIQUEIRA 2001, SAITO et al.
2008). Verfahrensfehler wahrend der Wurzelkanalbehandlung gefahrden den Erfolg der
endodontischen Behandlung nur bei gleichzeitigem Vorliegen einer Infektion des betroffenen
Zahnes (SIQUEIRA 2001). Alle Anforderungen an eine erfolgreiche Wurzelkanalbehandlung
beinhalten die Eradikation von Mikroorganismen sowie Malnahmen, die ein erneutes
Eindringen der Keime verhindern. Auch eine lege artis durchgefihrte
Wurzelkanalbehandlung kann zu einem endodontischen Misserfolg filhren. Aus diesem

Grund liegt der Erfolg der Wurzelkanalbehandlung im Nachweis aller am
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Entzindungsprozess beteiligten Bakterien sowie deren vollstandiger Eliminierung. Die
Relevanz parodontopathogener Keime bei WSR und Revision wurde bisher nicht untersucht

bzw. veroffentlicht.

Die im Verlauf der Studie gewonnen Proben weisen hinsichtlich Alter und Geschlecht keine
Pravalenz auf. Lediglich die Molaren sind vom Zahntyp am haufigsten vertreten (67%). Im
weiteren Verlauf kdnnen die Ergebnisse der WSR mit denen der Revision nicht verglichen
werden. Die Ursache liegt im Behandlungsverfahren, welches eine orthograde Revision mit
einer zeitgleichen WSR ausschlief3t. Die bei der Revision bzw. WSR entnommenen Proben,
stammen nicht von den selben Zahnen und kénnen daher nicht miteinander verglichen
werden. Die Proben der Revision und WSR werden unter ,endodontischen Misserfolg®

zusammengefasst.

Von den insgesamt 103 Proben ergaben sich fir die 11 untersuchten parodontopathogenen
Keime sehr unterschiedliche Ergebnisse. Ein Nachweis von A. actinomycetemcomitans, E.
nodatum und Capnocytophaga spp. konnte in keiner der Proben erfolgen. P. intermedia, C.
rectus und E. corrodens wurden bei jeweils einer Probe (1%) detektiert. P. micros ergab bei
2 (2%), T. denticola bei 4 (4%), T. forsythia bei 11 (11%), P. gingivalis bei 12 (12%) und F.
nucleatum bei 23 Proben (22%) ein positives Ergebnis. Mithilfe des Chi-Quadrat-
Verteilungstests wurde Uberprift, ob die Verteilung der nachgewiesenen Bakterien zufallig
ist, oder signifikant abweichende Werte von einer hypothetischen Gleichverteilung vorliegen.
Mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit <0,1% kann eine zufallige Verteilung ausgeschlossen
werden. Von diesen Ergebnissen ausgehend kann ein relevantes Vorkommen von A.
actinomycetemcomitans, E. nodatum, Capnocytophaga spp., P. intermedia, C. rectus, E.
corrodens und P. micros bei endodontischen Misserfolgen in dieser Studie nicht bestatigt
werden. Die Bedeutung von T. denticola, T. forsythia und P. gingivalis, welche in 4%, 11%
und 12% nachgewiesen wurden, muss diskutiert werden. Bekannt sind diese Keime unter
dem Begriff ,roter Komplex® und weisen im Parodont eine hohe Pathogenitat auf
(SOCRANSKY et al. 1998). Sie besitzen die Fahigkeit mithilfe von Proteasen,
Lipopolysacchariden oder Hamagglutinine in das Gewebe zu infiltrieren und die Destruktion
des Weich- und Knochengewebes massiv voranzutreiben (DOMBROWA 2007). Vor allem
tritt dieser Bakterienkomplex in Verbindung mit Keimen des sogenannten ,orangenen
Komplexes® auf, welche das Andocken des roten Komplexes an die glatte Zahndberflache
durch Rezeptoren sicherstellt (DOMBROWA 2007). Zum orangenen Komplex gehoéren P.
intermedia, P. micros und F. nucleatum. P. intermedia und P. micros sind wie oben

beschrieben, aufgrund des geringen Nachweises von 1% und 2% nicht als bedeutsam
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anzusehen. F. nucleatum wurde in dieser Studie in 22% der Proben nachgewiesen und kann
als relevanter Keim bei chronisch apikaler Parodontitis angesehen werden. Inwiefern die
Anwesenheit von F. nucleatum Einfluss auf die Progredienz einer apikalen Infektion hat,

kann mit dieser Studie nicht geklart werden.

Im zweiten Teil wird die Rolle der parodontopathogenen Keime bei endodontischen

Misserfolgen im Bezug auf deren Synergismus in der Biofilmformation Uberpruft.

Nach der Bildung von Biofilmen sind Bakterien in der Lage, gegenlber Phagozytose und
antimikrobiellen Spullésungen besser zu bestehen, als ohne Biofilmformation (SAITO et al.
2008). F. nucleatum kann als wichtiger Keim bei der Biofiimformation das Haftvermdgen von
parodontopathogenen Keimen wie P. gingivalis und T. denticola in parodontalen
(KOLENBRANDER et al. 2000) als auch P. gingivalis und T. forsythia in extraradikularen
Biofilmen verstarken (NOGUCHI et al. 2005). Der mikrobiologische Biofilm wird auch bei
persistierenden endodontischen Infektionen als bedeutender Faktor gesehen (EICK 2004,
HEPPLER 2006, TAKAHASHI 2006, SAITO et al. 2008). ROCAS et al. (2001) wiesen in ihrer
Studie die zum roten Komplex gehérenden Mikroorganismen bei chronisch apikaler
Parodontitis nach. Fraglich ist zum einen, ob die zum roten Komplex gehdrenden
Mikroorganismen bei chronisch apikaler Parodontitis ebenfalls fir die Destruktion im
Knochen verantwortlich sind und des Weiteren, ob die zum orangenen Komplex gehérenden
Keime, insbesondere F. nucleatum im Endodont einen dhnlichen Synergismus besitzen wie
bei parodontalen Erkrankungen. Mithilfe des Chi-Quadrat-Vierfeldertests wurde untersucht,
ob die 11 untersuchten Bakterien in Abhangigkeit voneinander auftreten. Bei F. nucleatum
und T. forsythia wurde mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <0,1% eine Abhangigkeit im
Nachweis festgestellt. F. nucleatum und T. denticola treten mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 1% in Abhangigkeit voneinander auf. Bei T. forsythia und T.
denticola konnte mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit <0,1% eine Abhangigkeit im Nachweis
bewiesen werden. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde mithilfe der logistischen
Regression die Wahrscheinlichkeit ermittelt, mit welcher T. forsythia unter Einfluss von F.
nucleatum, T. denticola unter Einfluss von F. nucleatum und T. denticola unter Einfluss von

T. forsythia nachzuweisen ist.

* T. forsythia tritt in Anwesenheit von F. nucleatum 8,3-mal haufiger auf als

ohne F. nucleatum

e T. denticola tritt in Anwesenheit von F. nucleatum 11,8-mal haufiger auf als

ohne F. nucleatum
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e T. denticola tritt in Anwesenheit von T. forsythia 34,1-mal haufiger auf als

ohne T. forsythia

Im Endodont scheint es ebenso einen Zusammenhang zwischen Bakterien des roten
Komplexes (T. forsythia, T. denticola) mit denen des orangenen Komplexes (F. nucleatum)
zu geben. Die Ergebnisse bestatigen des Weiteren, dass die Mikroorganismen des roten
Komplexes innerhalb einer Probe haufiger (34,1-mal) vorkommen als bei solitaren
Vorkommen. Zu erwarten ware auch ein Zusammenhang im Nachweis von P. gingivalis und
F. nucleatum bzw. zwischen P. gingivalis und T. forsythia sowie P. gingivalis und T.
denticola. P. gingivalis tritt in dieser Studie unabhangig vom roten sowie orangenen Komplex
auf. F. nucleatum ist der einzige Vertreter des orangenen Komplexes und der geringe
Nachweis von P. intermedia und P. micros (orangener Komplex) lasst darauf schlielRen, dass
die Relevanz von F. nucleatum bei chronisch apikaler Parodontitis nicht auf die
Komplexzugehdrigkeit zurickzufuhren ist, sondern auf seine Eigenschaft, dass
Haftvermdgen parodontopathogener Keime zu erhéhen. Es ist davon auszugehen, dass der
Synergismus in der Biofilmformation von T. forsythia und T. denticola mit F. nucleatum bei
endodontischen Misserfolgen eine Rolle spielt, dieser aber nur in gewissen Punkten denen
im Parodont gleicht. In der Literatur sind viele Studien zu finden, die sich mit der
Koaggregation zwischen F. nucleatum und P. gingivalis beschaftigen (KOLENBRANDER
und ANDERSEN 1989, KINDER und HOLT 1993, METZGER et al. 2001, SAITO et al.
2008). Das Haftvermdgen zwischen diesen beiden gram-negativen Mikroorganismen
entsteht durch ein Galaktose enthaltenden Kohlenhydratrezeptor auf P. gingivalis und ein
Protein-Adhésin auf F. nucleatum (KINDER und HOLT 1992). Andere Arten von Zucker wie
z.B. Laktose, N-Acetyl-D-Galaktosamine und D-Galaktose verhindern dagegen die
Koaggregation von F. nucleatum und P. gingivalis (KOLENBRANDER und ANDERSEN
1989). Der Nachweis von E. faecalis bei endodontischen Misserfolgen wurde in mehreren
Studien erbracht (MOLANDER et al. 1998, SUNDQVIST et al. 1998, HANCOCK et al. 2001,
PINHEIRO et al. 2003a, SIQUEIRA und ROCAS 2009). Gegenstand weiterer
Untersuchungen sollte sein, ob bzw. inwieweit E. faecalis Koaggregate mit F. nucleatum
oder anderen parodontopathogenen Keimen bilden kann. Der Nachweis solcher
Wechselbeziehungen wirde ein anderes Behandlungskonzept vorsehen, bei dem im
Frihstadion der paro- oder endodontalen Erkrankung die Besiedelung der resistenten

Mikroorganismen verhindert werden kénnte.

Die Frage, warum in dieser Studie keine Abhangigkeit zwischen F. nucleatum und P.

gingivalis gefunden werden konnte, gilt es ebenfalls in anderen Studien zu prifen. Eine
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Erkldrung ware, dass im Endodont ein anderes Milieu vorzufinden ist als im Parodont und
dieses moglicherweise eine Biofilmformation zwischen F. nucleatum und P. gingivalis nicht
ermdglicht. Es kdénnte aber auch sein, dass der Fehler in der Studie liegt, denn eine
Unabhangigkeit zwischen F. nucleatum und P. gingivalis wurde mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von 33% festgestellt.

5.4 Schlussfolgerungen

Eine Relevanz der 11 parodontopathogenen Keime (A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, T. denticola, P. micros, F. nucleatum, C. rectus, E.
nodatum, E. corrodens, Capnocytophaga spp.) bei endodontischen Misserfolgen ist lediglich
auf bestimmte Bakterien beschrankt und findet ihre Bedeutung in der Biofilmformation und

Koaggregation.

A. actinomycetemcomitans, E. nodatum und Capnocytophaga spp. wurden in keiner, P.
intermedia, C. rectus, E. corrodens lediglich in einer und P. micros in zwei Proben
nachgewiesen. Eine relevante Bedeutung dieser 7 parodontopathogenen Keime konnte nicht

bestatigt werden.

Im Gegensatz dazu kénnen P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola und F. nucleatum als
bedeutsame Keime bei Patienten mit chronisch apikaler Parodontitis angesehen werden. Der
alleinige Nachweis von P. gingivalis in 12%, von T. forsythia in 11% und von F. nucleatum in
22% der Proben kann als relevant betrachtet werden. P. gingivalis ist der einzige relevante
Keim, der nicht unter Einfluss eines anderen parodontopathogenen Bakteriums haufiger
nachgewiesen wurde. Des Weiteren werden die zum roten Komplex gehérenden Keime T.
forsythia und T. denticola unter Einfluss von F. nucleatum haufiger detektiert als ohne F.

nucleatum. T. denticola tritt haufiger unter Einfluss von T. forsythia auf als ohne T. forsythia.

Diese Erkenntnis lasst darauf schlieRen, dass der Synergismus in der Biofilmformation von
parodontopathogenen Keimen auch bei der chronisch apikalen Parodontitis eine Bedeutung

besitzt und fur die Persistenz der Infektion mitverantwortlich sein kann.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Studie war das Vorkommen und die Relevanz von 11 parodontopathogenen
Keimen (A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, T. denticola, P.
micros, F. nucleatum, C. rectus, E. nodatum, E. corrodens, Capnocytophaga spp.) bei
endodontischen Misserfolgen sowie deren Synergismus in der Biofilmformation zu

evaluieren.

103 mikrobielle Proben wurden wahrend WSR und Revision enthommen. Auswahlkriterium
zur  Probenentnahme war ein endodontischer Misserfolg bei einem primar
wurzelkanalbehandelten Zahn mit chronisch apikaler Parodontitis. Das Alter der Patienten
lag zwischen 19 und 74 Jahren, 55 der Proben stammten von Frauen, 48 von Mannern. 74
Proben wurden wahrend Revision, 29 wahrend WSR entnommen. 39% der Proben
stammten von oberen, 28% von unteren Molaren, 13% von oberen Pramolaren, 10% von
oberen Frontzahnen und 5% von jeweils unteren Pramolaren/Frontzahnen. Die Proben

wurden bis zur mikrobiologischen Analyse bei -22°C tiefgefroren.

Zur Isolierung der 11 Markerkeime wurde die DNA*STRIP-Technologie angewendet (Hain
Lifescience, Nehren, Deutschland). Fir den Nachweis von A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, P. intermedia, T. forsythia und T. denticola wurde der micro-IDent® DNA-STRIP®
verwendet. Um P. micros, F. nucleatum, C. rectus, E. nodatum, E. corrodens und
Capnocytophaga spp. nachweisen zu kénnen, wurde der micro-IDent® plus DNA-STRIP®
angewendet. Mithilfe des Geno Type® DNA Isolations Kit (Hain Lifescience, Nehren,
Deutschland) wurde die DNA aus den Bakterien isoliert, die Nukleinsdure in einer
Amplifikationsreaktion selektiv vermehrt und Uber eine Hybridisierung auf dem DNA*STRIP
detektiert. Mit einer dem Kit zugehorigen Schablone wurden die DNA-STRIPs® verglichen

und die nachgewiesenen Bakterien auf einem Auswertungsbogen notiert.

Von insgesamt 103 Proben ergaben sich flr die 11 untersuchten parodontopathogenen

Keime folgende Ergebnisse:

Ein Nachweis von A. actinomycetemcomitans, E. nodatum und Capnocytophaga spp. konnte
in keiner der Proben erfolgen. P. intermedia, C. rectus und E. corrodens wurden in jeweils
einer Probe (1%) festgestellt. P. micros wurde in 2 (2%), T. denticola in 4 (4%), T. forsythia in
11 (11%), P. gingivalis in 12 (12%) und F. nucleatum in 23 Proben (22%) detektiert. Eine
zufallige Verteilung der Bakterien konnte ausgeschlossen werden (Chi-Quadrat-

Verteilungstest).
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Bei A. actinomycetemcomitans, E. nodatum, Capnocytophaga spp., P. intermedia, C. rectus,
E. corrodens und P. micros konnte keine Relevanz hinsichtlich endodontischer Misserfolge

festgestellt werden.

Im Gegensatz dazu sind P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola und F. nucleatum
bedeutsame Keime bei Vorliegen einer chronisch apikalen Parodontitis. P. gingivalis ist der
einzige relevante Keim, der ohne Einfluss eines anderen parodontopathogenen Bakteriums

nachgewiesen wurde.

Bei drei Bakterien konnte eine Abhangigkeit festgestellt werden. T. forsythia tritt in
Anwesenheit von F. nucleatum 8,3-mal haufiger auf als ohne F. nucleatum. T. denticola tritt
in Anwesenheit von F. nucleatum 11,8-mal haufiger auf als ohne F. nucleatum. T. denticola

tritt in Anwesenheit von T. forsythia 34,1-mal haufiger auf als ohne T. forsythia.

Die erbrachten Nachweise lassen darauf schlielfen, dass der Synergismus in der
Biofilimformation von parodontopathogenen Keimen auch bei chronisch apikalen
Parodontitiden eine Bedeutung besitzt und fur die Persistenz der Infektion mitverantwortlich

sein kann.
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