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Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Parodontitis gehort zu den am haufigsten vorkommenden oralen
Pathologien. Schon lange werden die Mikroorganismen des ,roten Komplexes®
als die sogenannten Leitkeime der Parodontitis bezeichnet (Socransky et al.,
1998). Darunter auch der Keim Porphyromonas gingivalis (P.g.). Bekannt ist,
dass er mit einer erhohten parodontalen Taschentiefe assoziiert ist, also in einem
erkrankten oralen Mikrobiom gehauft vorkommt und dort die Progression der
pathologischen Vorgange begunstigt. P.g. kann aber auch einem gesunden
subgingivalen Biofilm vorliegen.

Therapie und Praventionsmal3nahmen zur Verhinderung der Progression einer
Parodontitis bei Erkrankten sind bereits bekannt und im zahnmedizinischen
Behandlungsalltag etabliert. Hier hat sich das Luft- Pulver- Wasserstrahlgerat
(LPW) schon als sinnvoll erwiesen. Da es jedoch keine kurativen MalRnahmen
zur Behandlung einer Parodontitis gibt, sondern nur stabilisierende
Behandlungsmethoden, liegt die Aufmerksamkeit in den letzten Jahren auf der
Pravention bei parodontal Gesunden mit dem Nachweis von parodontalen
Leitkeimen und somit einem Risikofaktor fur eine Parodontitis. Hierzu wurde
untersucht, dass eine Reduktion der parodontopathogenen Keime beim
Gesunden durch ProphylaxemalRnahmen und das Bestrahlen aller oralen
Habitate mittels niedrigabrasiven Glycin Pulver moglich ist.

Da orale Erkrankungen wie die Parodontitis nicht durch einzelne Erreger
verursacht werden, sondern aus der Zusammenarbeit einer Gruppe von Erregern
und der dadurch verursachten Dysbiose, bedarf es bezuglich des orale
Mikrobioms und seine Funktion in Gesundheit und Krankheit an weiterer
Forschungsarbeit.

Bekannt ist, dass P.g. das Wachstum und die Entwicklung der mikrobiellen Flora
im erkrankten Zustand fordert. Aber genauso wie ein Interesse an dem orale
Mikrobiom in pathologischen Vorgangen besteht, ist es auch interessant zu
untersuchen, wie es sich im gesunden Zustand in Abhangigkeit von Pathogenen
verandert. Daher stellt sich die Frage, in wie weit sich das orale Mikrobiom in
Abhangigkeit vom Vorhandensein von P.g. nach einem supragingivalen
Debridement und dem Abstrahlen aller Bereich der Mundhohle mittels des Luft-
Pulver- Wasserstrahlgerats entwickelt.

Die Hypothesen lauten:

1. In Abhangigkeit des Leitkeims Porphyromonas gingivalis liegt beim
Gesunden eine andere Zusammensetzung des oralen Mikrobioms vor als
ohne den Nachweis von P.g..

2. Mit dem Nachweis von P.g. und nach einem supragingivalen Debridement
inklusive der Bearbeitung aller oralen Habitate mittels des LPWs
entwickelt sich das orale Mikrobiom beim Gesunden anders als ohne den
Nachweis von P.g..



1 Einleitung

1.1 Parodontitis

1.1.1 Neue Klassifikation der Parodontitis

FUr eine adaquate Diagnostik und Therapie von parodontalen Erkrankungen ist eine
allgemeingultige Klassifikation wichtig. Aufgrund neuer wissenschaftlicher
Erkenntnisse fand im November 2017 in Chicago der World Workshop zur
Erarbeitung einer neuen Klassifikation parodontaler und periimplantarer
Erkrankungen statt. Der ,2017 World Workshop on the Classification of Periodontal
and Peri-Implant Diseases and Conditions“ wurde in Kooperation von der AAP
(American Academy of Periodontology) und der EFP (European Federation of
Periodontology) ausgerichtet. Das Ziel war ein Update der Klassifikation
parodontaler Erkrankungen von 1999 (Armitage, 1999) und ein ahnliches Schema
fur periimplantare Erkrankungen anhand von dafur in Auftrag gegebene Review
Papers und Consensus Reports uber relevante Bereiche der Parodontologie und
Implantologie zu erarbeiten. AuRerdem lag die Aufgabe der vier Arbeitsgruppen
darin, relevante Falldefinitionen und diagnostische Kriterien zu Verfugung zu
stellen, um Kiliniker:innen bei der Anwendung der neuen Kilassifikation zu
unterstutzen (Caton et al., 2018). Bei dem Workshop befassten sich die
Arbeitsgruppen mit einigen ungelosten Problemen der vorherigen Klassifikation und
erstellten so eine neue Unterteilung der parodontalen und periimplantaren
Erkrankungen und Zustande.

Die Klassifikation parodontaler und peri-implantarer Erkrankungen und Zustande
wird in insgesamt vier Hauptgruppen unterteilt. Wie in Abbildung 1 dargestellt
beschreiben die ersten drei Hauptgruppen die parodontalen Erkrankungen und
Zustande. Die vierte Hauptgruppe definiert die peri-implantaren Erkrankungen und

Zustande.



Parodontale Erkrankungen und Zustande

Parodontale Gesundheit, Gingivale
Erkrankungen und Zustande

Chapple, Mealey et al. 2018 Konsensusbericht
Trombelli et al. 2018 Falldefinitionen

Parodontitis

Papapanou, Sanz et al. 2018
Konsensusbericht
Jespen, Caton et al.2018 Konsensusbericht
Tonetti, Tonetti, Greenwell & Kornman 2018
Falldefinitionen

Andere das Parodont betreffende Zustédnde

Jespen, Caton et al. 2018 Konsensusbericht
Papapanou, Sanz et al. 2018 Konsensusbericht

Parodontale
Gesundheit
und
gingivale
Gesundheit

Gingivitis:
plagueinduziert

Gingivale
Erkrankungen:

nichtplaqueinduziert

Nekrotisierende | Parodontitis | Parodontitis
parodontale als
Erkraknungen Manifestation
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systemischen
Erkrankung

Systemische
Erkrankungen
oder
Zustande mit
Einfluss auf
das Parodont

Parodontale | Mukogingivale
Abszesse Deformitaten
und Endo- und Zustande

Paro-
Lasionen

Traumatische Zahn- und
Okklusale zahnersatzbezogene
Krafte Faktoren

Periimplantére Erkrankungen und Zustande
Berglundh, Amitage et al. 2018 Konsensusbericht

Periimplantare Gesundheit

Periimplantare Mukositis

Periimplantitis

Periimplantare Weich-und
Hartgewebsdefekte

Abbilddung 1: Klassifikation parodontaler und periimplantarer Erkrankungen und Zusténde (nach Caton, 201



Die erste Hauptgruppe ist die Klassifizierung der ,Parodontale Gesundheit,
Gingivale Erkrankungen und Zustande®. Hierbei werden erstmals auch Zustande
im intakten, gesunden oder reduzierten Parodontium nach Abschluss der
erfolgreichen Behandlung eines Patienten mit Parodontitis beleuchtet. Hierfur
wurden die Blutung auf Sondierung (=BAS, engl. BOP) und die Messung der
verbleibenden parodontal Tasche als spezifische Parameter zur |dentifikation
einer Gingivitis oder eines Entzindungszustandes nach einer abgeschlossenen
Parodontitistherapie vereinbart (Caton et al., 2018). Diese Unterscheidung wurde
gemacht, um die Notwendigkeit einer umfassenderen Uberwachung des/der
erfolgreich behandelten Patient:in mit Parodontitis hervorzuheben. Ein/Eine
Patient:in mit Gingivitis kann in einen Gesundheitszustand zuruckkehren.
Ein/Eine Patient:in mit Parodontitis hingegen erhalt nach erfolgter Therapie eine
lebenslange unterstutzende Behandlung, um ein Wiederauftreten der Krankheit
zu verhindern (Chapple et al.,, 2018). Der Workshop reorganisierte auch das
breite Spektrum von nicht-Plaque-induzierten gingivalen Erkrankungen und

Erkrankungen basierend auf primarer Atiologie (Holmstrup et al., 2018).

Die zweite Hauptgruppe der neuen Klassifikation befasst sich mit den ,Formen
der Parodontitis®. In der 1999 erarbeiteten Klassifikation der Parodontitis wurde
diese in chronisch, aggressiv, nekrotisierend und als Manifestation einer
systemischen Erkrankung klassifiziert (Armitage, 1999). Viele neue
Informationen aus Bevolkerungsstudien, Grundlagenforschung und Erkenntnisse
prospektiver Studien zur Beurteilung von Umwelt- und systemischen
Risikofaktoren, waren Veranlassung fur eine neue Klassifikation der Parodontitis.
Nach heutiger Kenntnis der Pathophysiologie werden drei Formen der
Parodontitis unterschieden: nekrotisierende Parodontitis (Herrera et al., 2018),
Parodontitis als Manifestation einer systemischen Erkrankung (Albandar et al.,
2018), und die Formen der Erkrankung, die zuvor als chronisch oder aggressiv
erkannt wurden, werden jetzt unter einer einzigen Kategorie zusammengefasst
(Papapanou et al., 2018, Needleman et al., 2018, Fine et al., 2018, Billings et al.,
2018, Tonetti et al., 2018). Die Klassifikation der Formen der Parodontitis werden
auf der Grundlage eines multidimensionalen Staging- und Grading-Systems
eingeteilt (Tonetti et al., 2018). Die Einteilung in die vier Stages (=Parodontitis-

Stadium) erfolgt nach dem Schweregrad der Parodontitis sowie der Komplexitat
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und dem Ausmal} der Behandlung und wird durch die Angabe erganzt, ob es sich
um eine lokalisierte, generalisierte oder eine Form der Molaren-Inzisiven-
Beteiligung handelt (Tonetti et al., 2018, Papapanou et al., 2018). Zur Einteilung
werden mehrere Variablen einschliel3lich dem klinischen Attachmentverlust,
prozentualem Knochenverlust, Taschensondierungstiefe, Fukationsbeteiligung,
Zahnlockerung und der Zahnverlust hinzugezogen.

Das Grading (=Parodontitis-Grad) gibt erganzende Informationen hinsichtlich
biologischer Merkmale und Progressionsrate. Bei der Einstufung werden
Aspekte, die im Zusammenhang mit der Parodontitis Progression stehen
beurteilt. Dabei handelt es sich zum Beispiel um den allgemeinen
Gesundheitszustand, Expositionen wie das Rauchen oder der Level der
metabolischen  Kontrolle bei Diabetes. Somit konnen individuelle
Patientenfaktoren in die Diagnose einbezogen werden, die fur eine umfassende
Therapieplanung wichtig sind (Caton et al., 2018). Die Einteilungen nach
Parodontitis-Stadien und -Graden sind nochmals in den Tabellen 1 und 2

dargestellt.



Tabelle1: Praodontitis Stadien Einteilung

Interdentaler KAV an 1-2mm 3 —4mm

der Stelle mit dem

hochsten Verlust

réntgenologischer Koronales Koronales

Knochenabbau Wourzeldrittel Wourzeldrittel
(<15%) (15-33%)

Zahnverlust Kein Zahnverlust aufgrund von Parodontitis

Lokal Maximale Maximale
Sondierungstiefe von  Sondierungstiefe von
< 4mm, meist < 5mm, meist
horizontaler horizontaler
Knochenabbau Knochenabbau

Als Deskriptor zum
Stadium hinzufiigen

Parodontitis-Stadium: KAV = klinischer Attachmentverlust (Papapanou et al., 2018)

= 5mm

Ausdehnung bis ins
mittlere Wurzeldrittel
oder darunter

Zahnverlust aufgrund
von Parodontitis von
<4 Zahnen

Zusatzlich zur Stadium
II-Komplexitat:
Sondierungstiefe =
6mm

Vertikaler
Knochenabbau = 3mm
Furkationsbeteiligung
Grad Il oder llI
Moderater
Kieferkammdefekt

= 5mm

Ausdehnung bis ins
mittlere Wurzeldrittel
oder darunter

Zahnverlust aufgrund
von Parodontitis von
2> 5 Zahnen

Zusétzlich zur Stadium
l1I-Komplexitat:
Notwendigkeit fur
komplexe
Rehabilitation aufgrund
von:

Mastikatorischer
Dysfunktion,
Sekundarem
okklusalem Trauma
(Zahnlockerungsgrad =
2)

Schwere
Kieferkammdefekte,
Bisskollaps,
Zahnwanderung,
Auffacherung,
Weniger als 20
verbleibende Zahne
(10 gegeniiber-
liegende Paare)

Fir jedes Stadium Beschreibung des AusmalRes als lokalisiert (<30% der Zahne betroffen),
generalisiert oder Molaren-Inzisiven-Beteiligung



Tabelle 2: Parodontitis Grad Einteilung

Direkte
Evidenz fiir

Progression

KAV)
Indirekte %
Evidenz flir

Progression

Risikofaktoren Rauchen

Diabetes

Longitudinale Daten
(réntgenologischer
Knochenabbau oder

Knochenabbau/Alter
Fall-Phanotyp

Keine Evidenz fir
Knochenabbau in 5
Jahren

<0,25

Viel
Biofilmablagerungen
mit wenig
parodontaler
Destruktion

Nichtraucher

Normoglykamisch/
keine diagnostizierte
Diabetes

Parodontitis-Grade: KAV = klinischer Attachmentverlust (Papapanou et al., 2018)

Evidenz fir < 2mm
Knochenabbau in 5
Jahren

0,25-1,0

Parodontale
Destruktion im
gleichen Ausmaf
wie
Biofilmablagerungen

Raucher < 10
Zigaretten/Tag
HbA1c < 7,0% bei
Diabetes-Patienten

Evidenz fiir = 2mm Knochenabbau in 5
Jahren

>1,0

Parodontale Destruktion Uiberschreitet die
Erwartungen angesichts der
Biofilmablagerungen; spezifische klinische
Muster hinweisende auf Perioden schneller
Progression und/oder friiher Ausbruch der
Erkrankung (z.B. Molaren-Inzisiven-
Beteiligung, Therapieresistenz bei
antibakterieller Standarttherapie

Raucher = 10 Zigaretten/Tag

HbA1c = 7,0% bei Diabetes-Patienten



Unter der dritten Hauptgruppe ,Parodontale Manifestation bei systemischen
Erkrankungen sowie entwicklungsbedingte und erworbene Zustande® werden
systemische Storungen, die im Allgemeinem zu einer frihen Manifestation einer
schweren Parodontitis fuhren, zusammengefasst (Albandar et al., 2018).
Darunter fallen neben genetischen Erkrankungen, wie zum Beispiel das Papillon
Lefévre Syndrom, auch ein schlecht eingestellter Diabetes mellitus (Caton et al.,
2018), denn auch diese kann einen schlechten Einfluss auf den Verlauf einer
Parodontitis haben (Wu et al., 2020). Zusatzlich werden alle weiteren Zustande
aufgezeigt, die das Parodont negativ beeintrachtigen, somit auch die
Mukogingivale Deformationen. In deren Einteilung werden klinische Parameter
einschlieBlich des gingivalen Phanotyps sowie Merkmale der freiliegenden
Wurzeloberflache berlcksichtigt (Jepsen et al., 2018). Betreffend der okklusalen
Traumata gab es Erneuerungen bezulglich der Begrifflichkeiten. Die Bezeichnung
,2ubermallige okklusale Kraft” wird durch ,traumatische okklusale Kraft* ersetzt.
Es gibt jedoch keine Belege aus Studien, die ein okklusales Trauma bei der
Progression des Attachmentverlustes bei einer Parodontitis verantwortlich
machen (Fan and Caton, 2018).

Der Abschnitt prothesenbezogene Faktoren wurde in der neuen Klassifikation
erweitert. Der Begriff der biologischen Breite wurde durch suprakrestale Gewebe
ersetzt (Jepsen et al., 2018). Klinische Verfahren zur Herstellung indirekter
Restaurationen wurden aufgrund neuer Daten hinzugeflgt, die darauf hindeuten,
dass diese Verfahren eine Rezession und den Verlust der klinischen Attachments

verursachen konnen (Ercoli and Caton, 2018).

Neu hinzugefugt zu der Klassifizierung fur parodontale Erkrankungen wurden als
vierte Hauptgruppe die ,Peri-implantaren Erkrankungen und Zustande®. Hierbei
werden alle Zustande von Gesundheit bis zu einer Erkrankung des das Implantat
umgebenden Gewebes zusammengefasst. Klinisch ist die periimplantare
Gesundheit durch das Fehlen visueller Entzindungszeichen und BAS
gekennzeichnet. Bei den Erkrankungen unterscheidet man zwischen der
periimplantare Mukositis die durch von Plaque ausgeloste BAS und visuelle
Entzindungszeichen gekennzeichnet ist (Heitz-Mayfield and Salvi, 2018) und
der Periimplantitis welche als ein Plaque-assoziierter pathologischer Zustand,
der im Gewebe um Zahnimplantate herum auftritt, gekennzeichnet durch eine

Entzindung in der periimplantaren Mukosa und einen nachfolgenden
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fortschreitenden Verlust von Stitzgewebe definiert wurde (Schwarz et al., 2018).
Es wird davon ausgegangen, dass Periimplantare Mukositis der Periimplantitis
vorrausgeht. Der Beginn einer Periimplantitis kann bereits fruh nach der
Implantation auftreten. Eine Periimplantitis scheint in Abwesenheit einer
Behandlung in einem nichtlinearen und beschleunigenden Muster aufzutreten
(Schwarz et al., 2018).

1.1.2 Epidemiologie

Laut der 2016 veroffentlichten 5. Deutschen Mundgesundheitsstudie (DMS V)
nimmt die Zahl der an Parodontitis erkrankten Menschen in Deutschland ab.
Jedoch ist fur die Zukunft aufgrund des demographischen Wandels und der
Verlagerung chronischer oraler Erkrankungen in ein hoheres Lebensalter ein
steigender parodontaler Behandlungsbedarf zu prognostizieren. Seit dem Jahr
2005, dem Jahr, in dem die 4. Deutsche Mundgesundheitsstudie (DMS 1V)
erhoben wurde, hat sich die Anzahl der jungeren Erwachsenen (35-44-Jahrige),
die an einer schweren Parodontitis erkrankt sind um die Halfte reduziert (DMS IV
17,4%, DMS V 8,2%). Ebenfalls bei den Senior:innen hat sich die Anzahl der an
einer schweren Parodontitis Erkrankten deutlich reduziert. 2005 waren noch
64,1% betroffen, 2014 bei der 5. Deutschen Mundgesundheitsstudie nur noch
19,8% (Jordan and Micheelis, 2016, Hoffmann et al., 2006). Unter den jungeren
Senior:innen sind 65% an einer Parodontitis erkrankt. Davon 44,8% an einer
moderaten und 19,8% an einer schweren (Jordan and Micheelis, 2016). Bei den
75- bis 100-Jahrigen, also den alteren Senior:innen liegt der Anteil der an einer
Parodontitis Erkrankten sogar noch deutlich hoher. Es weisen 9 von 10
Patient:innen eine moderate oder schwere Parodontitis auf (Jordan and
Micheelis, 2016).

Die Prognose zeigt, wie in Abbildung 2 zu sehen, dass durch den
demographischen Wandel und der Parodontitis als eine altersassoziierte
Erkrankung mit einem steigenden Behandlungsbedarf zu rechnen ist (Jordan and
Micheelis, 2016).



Prognostizierter parodontaler Behandlungsbedarf
durch demografischen Wandel
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Abbildung 2: Parodontale Erkrankungen sind altersassoziiert. Moderat und schwere Parodotalerkrankungen
bei 35- bis 44-Jéhrigen 2014: 51,6 Prozent und bei 65- bis 74- Jéhrigen 2014: 64,6 Prozent. Im Jahre 2030
wird der Grofteil der Bevélkerung Senior:innen sein. Trotzabnehmender Prévalenzen ist mit einer Zunahme

des parodontalen Behandlungsbedarfs zu rechnen (Jordan and Micheelis, 2016).

Umso wichtiger werden praventive MalRnahmen. Menschen, die regelmallig
praventive Mallnahmen treffen, sind weniger haufig und weniger schwer von
parodontalen Erkrankungen betroffen (Jordan and Micheelis, 2016). Unerlasslich
als praventive Mallnahme sind die konventionelle professionelle Zahnreinigung
(PZR) und fur parodontal erkrankte Patienten die unterstitzende
Parodontitistherapie (UPT).

1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Die Parodontitis ist eine komplexe, polymikrobielle Infektionskrankheit mit
mehreren atiologischen Faktoren. Diese meist chronisch verlaufende
Schadigung des Zahnhalteapparats fuhrt unbehandelt durch
Zahnfleischtaschenbildung, Verlust des Alveolarknochens und Zahnlockerung
letztendlich zum Zahnverlust. lhre Kausalitat entsteht aus Wechselwirkungen
zwischen den polymikrobiellen Erregern des oralen Biofims und den
Wirtsreaktionen, die durch genetische, umweltbedingte und erworbene
Risikofaktoren beeinflusst werden konnen (Zee, 2009). Fur die Entstehung und
das Fortschreiten der Parodontitis ist die qualitative und quantitative
Zusammensetzung der subgingivalen Plaque (van Winkelhoff et al., 2002), sowie

die individuelle Immunantwort des Wirtes (Michalowicz et al., 2000) und
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Risikofaktoren wie korperlicher und psychischer Stress, eine genetische
Pradisposition, hormonelle Schwankungen, Tabakabusus und Diabetes mellitus
verantwortlich (Van Dyke and Sheilesh, 2005, Goyal et al., 2013, Meng et al.,
2011). Bakterien besiedeln die Mundhohle von Geburt an. Sie besiedeln die
Weichteile inklusive der Gingiva, der Wangenschleimhaut, dem Gaumen, die
Tonsillen und die Zunge, sowie die Zahne und die Zahnfleischtaschen
(Socransky and Haffajee, 1994). Von den Uber 700 identifizierten Bakterienarten
ist die Anzahl der Arten, die eine destruktive Parodontalerkrankung auslosen
konnen auf einige wenige begrenzt. Die Verteilung dieser Pathogene betrifft aber
gleichermalen alle Habitate der Mundhohle (Beikler et al., 2004, Paster et al.,
2006). Zu den Hauptvertretern der parodontopathogenen Keime gehodren
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a.), Tannerell forsynthia (T.f.),
Treponema denticila (T.d.), Prevotella intermedia (P.i.), Eikenella coorodens
(E.c.) und Porphyromonas gingivalis (P.g.) (Socransky et al., 1998, Socransky
and Haffajee, 1994, van Winkelhoff et al., 2002). Da bei 20-40% der parodontal
gesunden Menschen auch die mit einer Parodontitis assoziierten Keime
nachgewiesen werden konnen, bedeutet die reine Anwesenheit der
parodontopathogenen Keime nicht zwangslaufig die Entstehung einer
Parodontitis, sie gelten aber als Risikofaktoren dafur (Ximenez-Fyvie et al., 2000,
Feng and Weinberg, 2006).

Bei der Parodontitis handelt es sich um eine opportunistische Infektion. So
kommt es erst bei bestimmten Dispositionen wie den bereits erwahnten
Risikofaktoren zu einer Vermehrung der parodontopathogenen Bakterien und
somit zu einer Infektion (Wolf et al., 2004). Das destruktive Potential der
Bakterien ist abhangig von der vorliegenden Menge und den Virulenzfaktoren der
Keime. Dabei handelt es sich zum Beispiel um Toxine, Enzyme oder die Fahigkeit
zur Invasion in die Wirtszelle (Wolf et al., 2004).

Das Saumepithel stellt aufgrund seiner strukturellen und funktionellen
Einzigartigkeit eine sehr wirksame Sperre gegen Parodontalpathogene und ihre
Virulenzfaktoren dar. Es synthetisiert eine Vielzahl von Molekulen, die zum einen
direkt an der Bekampfung von Bakterien und deren Produkten beteiligt sind und
zum anderen die Wanderung polymorphkerniger Leukozyten in Richtung des
Gingivasulkus vermitteln. Parodontale Pathogene, insbesondere P.g., kdnnen

jedoch das Wiederstandsvermogen des Epithels beeintrachtigen und die
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subgingivale Verbreitung von Bakterien und ihren Antigenen ermoglichen
(Kadowaki and Yamamoto, 2003, Potempa and Travis, 1996, NM et al., 2003,
Bosshardt and Lang, 2005). Die darauffolgende entzindungshemmende
Reaktion fuhrt zum Abbau des unter dem Saumepithel liegendem Bindegewebe,
was zum strukturellen und funktionellen Zerfall der Gingiva fuhrt. Eine der ersten
Veranderungen der Parodontitis ist die Migration des Saumepithels entlang der
Wurzeloberflache, was zur Bildung eines langen Saumepithels und einer
Gingivatasche, sowie auf Dauer zur Zerstérung des gesamten parodontalen
Gewebes und somit zum Zahnverlust fuhrt (Nanci and Bosshardt, 2006, Kinane
et al., 2008).

1.2 Mikrobiologie

1.2.1 Das orale Mikrobiom
Das menschliche orale Mikrobiom besteht aus allen Mikroorganismen, die sich
in der menschlichen Mundhohle und den weiterfihrenden benachbarten
Strukturen befinden, darunter Viren, Pilze, Protozoen, Archaeen und Bakterien
(Wade, 2013, Mosaddad et al., 2019). Die Mundhohle bietet viele verschiedene
Lebensraume fur Mikroorganismen. Dazu gehoren die Zahne, der Sulkus
gingivae, die Zunge, die Mundscheimhaut des planum buccale, der harte und
weiche Gaumen und die Tonsillen. Weiterfuhrende Strukturen sind der Oro- und
Nasopharynx, Oesophagus, Trachea, Tuba auditivae und die Sinuse. Die im
Mund gefundenen Bakteriengemeinschaften sind mit iber 700 vorkommenden
Spezies hoch komplex und nach dem Colon das zweit umfangreichste Mikrobiom
(Dewhirst et al., 2010, Human Microbiome Project, 2012, Belibasakis, 2018,
Verma et al., 2018) aber auch eins der am besten charakterisierten humanen
Mikrobiome (Solbiati and Frias-Lopez, 2018). Erste Erkenntnisse uber die
Zusammensetzung des oralen Mikrobioms stammen aus der Mikroskopie und
den Beobachtungen von Leeuwenhoek (Porter, 1976), die eine vielfaltige
Sammlung von Bakterienmorphotypen in Zahnplaque zeigten. Die Entwicklung
bakterieller Kulturmedien ermdglicht die Charakterisierung der kultivierbaren
Komponenten der Microbenflora des Mundes und es wurde eine vielfaltige
Ansammlung von Organismen gefunden, die obligatorisch aerob, fakultativ und
obligatorisch anaerob sind, sowie ein breites Spektrum des metabolischen
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Potenzials entdeckt (Wade, 2013). Bis heute kann ein erheblicher Teil des
Bakterienlebens nicht im Labor kultiviert werden (Amann et al., 1995, Krishnan
et al., 2017). Etwa die Halfte der im Mund vorhandenen Bakterien ist bis jetzt
kultiviert worden (Wade, 2004). Komplexe Bakteriengemeinschaften wie die
orale Mikroflora wurden durch kulturunabhangige Methoden charakterisiert,
welche auf der Analyse der Sequenzen von konservierten Haushaltsgenen aus
Speichelproben oder oralem Biofilm basieren. Das fur diesen Zweck am
haufigsten verwendete Gen ist das fur die 16S-rRNA kodierende Gen (Pace et
al., 1986, Krishnan et al., 2017).

Die Datenbank zum humanen oralen Mikrobiom (HOMD, www.homd.org) bietet
einen umfassenden Bestand, der aus Beschreibungen oraler bakterieller Taxa,
einem 16S-rRNA-Identifizierungswerkzeug und einem Depot an oraler
bakterieller Genomsequenzen besteht (Wade, 2013). Derzeit umfasst HOMD
insgesamt 770 mikrobielle Arten, basierend auf 6ffentlich verfugbaren Daten Uber
die Mikroflora des Verdauungstrakts. Von allen Arten sind 70% kultivierbar und
30% gehdren zu den nichtkultivierbaren Klassen der Mikroorganismen (Verma et
al., 2018). 57% der kultivierbaren Mikroorganismen wurden offiziell benannt, 13%
unbenannt aber kultiviert und 30% sind nur als nicht kultivierte Phylotypen
bekannt (Chen et al., 2010).

Es hat sich gezeigt, dass Mikroorganismen aus der Mundhohle eine Reihe oraler
Infektionskrankheiten verursachen konnen. Einschliellich Karies, Parodontitis
endodontische Infektionen, Alveolitis und Tonsilitis. Es haufen sich Hinweise, die
die oralen Bakterien mit einer Reihe systemischer Erkrankungen (Seymour et al.,
2007) in Verbindung bringen. Darunter Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Beck and
Offenbacher, 2005, Joshipura et al., 1996), Schlaganfall (Joshipura et al., 2003),
Fruhgeburten (Offenbacher et al., 1998, Verma et al., 2018), Diabetes (Genco et
al., 2005, Verma et al., 2018) und Lungenentzindungen (Awano et al., 2008).
Obwohl Karies und Parodontitis eindeutig bakterielle Erkrankungen sind, sind sie
keine Infektionskrankheiten im klassischen Sinne, da sie aus einer komplexen
Wechselwirkung zwischen der jeweiligen Mikroflora, der Empfanglichkeit des
Wirtes und Umweltfaktoren wie unter anderem Ernahrung und Rauchen
resultieren.

Die bakterielle Gemeinschaft wird von den Stammen Firmicutes, Bacteroidetes,

Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochates und Fusobacteria dominiert, diese
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machen 96% der nachgewiesenen Arten aus (Dewhirst et al., 2010, Lynch and
Pedersen, 2016, Siqueira et al., 2012, Shade and Handelsman, 2012, Jiang et
al., 2014, Xu et al., 2014). Die Bestimmung der genauen Zusammensetzung des
oralen Mikrobioms und die Bestimmung langfristiger Besiedlungen einer Art ist
schwierig, da der Mund ein offenes System ist das haufig exogen Bakterien aus
der Nahrung, Wasser und Luft, sowie der normalen mikrobiellen Besiedelung
anderer Saugetiere einschliellich des Menschen durch soziale Kontakte
ausgesetzt ist. Die meisten nicht oralen Bakterien werden jedoch nicht
routinemalig aus der Mundhohle isoliert. Es wird vermutet, dass exogenen
Bakterien Adhasine und Rezeptoren fehlen mit denen sie an intraoralen
Oberflachen oder dortigen Bakterien aggregieren konnen (Wade, 2013). Es
konnte auch einen Immunausschluss geben. Dafur spricht, dass Darmkoliforme
selten bei gesunden Menschen, haufig aber bei immungeschwachten Personen
mit geringem Speichelfluss gefunden werden (Jobbins et al., 1992, MacFarlane
and Mason, 1974).

Funktionell arbeitet die Gemeinschaft des oralen Mikrobioms zusammen, z.B. bei
der Ernahrung. Die Substrate fur das Wachstum im Mund stammen nicht aus der
vom menschlichen Wirt aufgenommenen Nahrung, da diese durch die
kombinierte Wirkung von Speichelfluss und Schlucken schnell entfernt wird,
sondern aus Speichel und Sulkusflussigkeit in Form von Glykoproteinen. Ein
einzelnes Bakterium ware wahrscheinlich nicht in der Lage die oralen
Glykoproteine zu verstoffwechseln. Ganzheitlich konnen aber Bakterinkonsortien
zusammenarbeiten, um komplexe Substrate zum Nutzen der Gemeinschaft
abzubauen (Wickstrom et al., 2009, Darrene and Cecile, 2016). So wurde zum
Beispiel gezeigt, dass bestimmte Streptokokken sowohl glykosidische Aktivitat
als auch Endopeptidaseaktivitat aufweisen und somit sowohl Oligosaccharid-
Seitenketten entfernen als auch den Proteinkern von Glykoproteinen angreifen
(Homer et al., 1990, Byers et al., 1999). Viele grammnegative anaerobe
Bakterien wie Prevotella und Porphyromonas haben auch
Endopeptidaseaktivitat, was zur Spaltung von Proteinen in Peptide fuhrt (Jie Bao
et al., 2008).

Unter atmospharischen Bedingungen arbeitet die Bakteriengemeinschaft
zusammen, um sich gegenseitig zu schitzen. So unterscheiden sich orale

Bakterien stark in der Empfindlichkeit gegenuber Sauerstoff. Es gibt nur wenige
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obligate Aerobier unter ihnen. Die wichtigsten sind Neisseria und Rothia, die zu
den fruhsten Besiedlern von Zahnoberflachen zahlen (Diaz et al., 2006). Viele
sind fakultative Anaerobier, wie Streptokokkus und Actinomyces. Wenn sich der
orale Biofilm entwickelt, wird er schnell anaerob. Aber es hat sich gezeigt, dass
das Vorhandensein des obligat aeroben Neisserias es obligatorischen
Anaeroben ermoglicht, in einem gemischten Biofilm unter aeroben Bedingungen
zu wachsen (Bradshaw et al., 1996). Obwohl orale Bakterien nach ihrer Funktion
gruppiert werden konnen, muss es einen Grund fur die extreme Vielfalt und
Variabilitat geben. Diese Vielfalt wird dem oralen Mikrobiom wohl die Fahigkeit
verleihen auf Umweltanderungen flexibel zu reagieren. So werden auch
Krankheiten, die mit den im Mikrobiom vorhandenen Erregern im
Zusammenhang stehen, nicht durch einen einzelnen verursacht, sondern
resultieren aus der Zusammenarbeit einer Gruppe von Erregern und der dadurch

verursachten Dysbiose (Wade, 2013).

1.2.2 Porphyromonas gingivalis - Virulenzfaktoren

Porphyromonas gingivalis ist ein gramnegativer oraler Anaerobier, der an der
Pathogenese der Parodontitis als Leitkeim beteiligt ist und ein Mitglied von mehr
als 700 Bakterien, die in der Mundhohle leben. Er ist ein erfolgreicher Kolonisator
des oralen Epithels (Yilmaz, 2008). Die Storung der Epithelzellen durch Bakterien
ist der erste Schritt bei der Einleitung von Entziindungs- und Immunprozessen,
die letztendlich zur Zerstoérung des den Zahn umgebenden und stutzenden
Gewebes zum Zahnverlust fuhren (Kinane et al., 2008). T.f., P.g. und T.d. sind
mit ca. 80%, 60% und 55% die am haufigsten vorkommenden Bakterien bei
Patient:innen mit chronischer Parodontitis (Puig-Silla et al., 2017). Bei Gesunden
wird P.g. seltener bzw. in geringerer Zahl nachgewiesen (Bostanci and
Belibasakis, 2012). Zudem kommt P.g. nicht nur in parodontalen Taschen,
sondern auch auf der gesamten Mundschleimhaut einschlieRlich der Tonsillen,
der Zunge, dem Speichel und der sub- und supragingivalen Plaque vor (Beikler
et al., 2004). P.g. verfugt Uber verschiedene Virulenzfaktoren. Darunter Fimbrien,
LPS und Cysteineproteasen, sogenannte Gingipaine (Bostanci and Belibasakis,
2012). P.g. kann lokal in das Parodontalgewebe eindringen und den
Wirtsabwehrmechanismen ausweichen. Dabei wird eine Reihe von

Virulenzfaktoren verwendet, die eine Deregulierung des angeborenen
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Immunsystems und der Entzindungsreaktion bewirken (Bostanci and
Belibasakis, 2012). So bald P.g. sich in der Mundhohle ansiedelt, haftet es mit
Hilfe von Fimbrien an Oberflachenmolekulen und an Membranbestandteilen von
Wirtszellen (Lamont and Jenkinson, 1998). Fimbrien sind ungefahr 0,3 bis 3,0
gm lange und 5 nm breite Ausstllpungen der Zellwand, die bei fast allen
Stammen von P.g. vorkommen (Lamont and Jenkinson, 1998). Sie adharieren
Uber Adhasin-Proteine an Speichelmolekullen, extrazellularen Matrixproteinen,
Epithelzellen und frihen Plaquepionieren wie oralen Steptokokken (S. gordonii,
S. sanguinis, S. oralis, S. mitis und S. cristatus) oder an spater besiedelnden
Spezies (T. forsythensis, T. denticola und F. nucleatum) (Lamont and Jenkinson,
1998). Neben der Adharenzvermittlung haben Fimbrien eine Vielzahl anderer
Eigenschaften, z.B. chemotaktische und Cytokininduktion, die auch an der
Pathogenitat von P.g. beteiligt sind. Fimbrien sind in der Lage, Speichelenzyme,
extrazellulare Matrixproteine und Bakterien zu binden sowie stark an a.5R-Integin
zu haften (Amano, 2007). Nach der Adhasion an a5B-Integrin wird P.g. durch
zellulare Pseudopodien eingefangen, die die Invasion Uber einen Aktin
vermittelten Weg ermdoglichen. Nach dem Passieren der Epithelbarriere
beeintrachtigt P.g. die Zellfunktion (Mysak et al., 2014). Der Keim aktiviert die
zellulare Autophagozytose, um eine Nische zu schaffen und gleichzeitig die
Apoptose zu unterdriicken und somit das Uberleben der Wirtszelle zu fordern.
Die Vakuole enthalt von der Autophagozytose gelieferte Wirtsproteine, die von
dem Erreger fur seinen asaccharolytischen Stoffwechsel genutzt und zur
Replikation innerhalb der Wirtszelle verwendet wird. Wenn die Autophagozytose
unterdruckt wird, wird internalisiertes P.g. durch das Phagolysosom zerstort und
abgebaut. Somit hangt das Uberleben von P.g. von der Aktivierung der
Autophagozytose und dem Uberleben der endothelialen Wirtszelle ab (Belanger
et al., 2006).

Hamagglutinine sind weitere wichtige Adhasions- und Pathogenitatsfaktoren.
P.g. produziert mindestens funf hamagglutinierende Moleklle. Durch die
Adhasion an Erythrozyten verursachen sie eine Hamagglutination d.h. eine
Verklumpung von Erythrozyten welche der Beschaffung des fur P.g. essentiellen
Hams dient (Okuda et al., 1986). Hamin ist nicht nur fir das Wachstum von
entscheidender Bedeutung, sondern reguliert auch verschiedene mit Virulenz in

Verbindung stehende Aktivitaten von P.g. Die vermehrte Blutung bei vorliegender
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Gingivits oder Parodonitis hat eine erhohte Eisenkonzentration zur Folge und
somit einen positiven Einfluss fur P.g. (Lewis, 2010). Auflerdem kann durch
Membran gebundenes Hamin Sauerstoff binden und die Aufrechterhaltung einer
anaeroben Umgebung unterstitzen (Smalley et al., 1998).

P.g. ist ein asaccharolytischer Organismus, d.h. dass er keinen Zucker verwerten
kann. Er ist energetisch von stickstoffhaltigen Substraten abhangig. Peptide
konnen zum Beispiel effizient fur das Wachstum genutzt werden (Shah and
Gharbia, 1989). Somit scheint die Wirkung von proteolytischen Enzymen, die von
P.g. produziert werden, zusammen mit anderen bakteriell und vom Wirt
abgeleitete Proteasen im proteinreichen subgingivalen Milieu entscheidend fur
die Nahrstoffgewinnung fur P.g. zu sein.

P.g. produziert Virulenzfaktoren, die als Gingipain bekannt sind. Dabei handelt
es sich um Cysteinproteasen, bestehend aus Lysin-Gingipain, Arginin-Gingipain
A und Arginin-Gingipain B. Gingipains werden sezerniert, zu den aulleren
bakteriellen Membranoberflachen transportiert und teilweise in das extrazellulare
Milieu in loslicher und mit aulleren Membranvesikeln assoziierter Form
freigesetzt (Guo et al., 2010, Grenier et al.,, 2003, Gui et al., 2016). Lysin-
Gingipain und Arginin-Gingipain sind essentiell fiir das Uberleben und die
Pathogenitat von P.g. und spielen eine entscheidende Rolle bei der
Kolonisierung des Wirts, der Inaktivierung der Wirtsabwehr, der Eisen- und
Nahrstoffaufnahme und der Gewebezerstorung (Guo et al., 2010, Grenier et al.,
2003). Es wurde gezeigt, dass Gingipains die Toxizitdt von P.g. in
Endothelzellen, Fibroblasten und Epithelzellen vermitteln (Stathopoulou et al.,
2009, Sheets et al., 2005, Kinane et al., 2012). Die Gingipaine von P.g. kdnnen
die Zusammensetzung polymikrobieller Biofilme qualitativ und quantitativ
beeinflussen (Bao et al., 2014).

Zu weiteren Virulenzfaktoren des P.g. gehoren die Lipopolysaccharide (LPS).
LPS sind bakterielle Endotoxine und Bestandteile der duReren Membran der
Zellwand von gramnegativen Bakterien (Wolf et al., 2004). Durch die LPS wird
die bakterielle Membran relativ undurchlassig (z.B. fur Antibiotika). Bei dem in
der aulderen Membran verankerten LPS-Anteil handelt es sich um das Lipid A.
Es besteht aus bis zu sechs variablen Fettsauren, Diglukosamin und Phospat.
Lipid A ist hauptsachlich fur die Toxizitat und die Aktivierung der Immunreaktion

Uber Stimulierung von Makrophagen und die daraus resultierende Produktion von
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Mediatoren z.B Zytokinen wie IL-113 und IL-6, Prostaglandine, Sauerstoffradikale
und bioaktive Lipide verantwortlich (Wolf et al., 2004). Die LPS von P.g.
induzieren grolRere Mengen an Zytokinen als andere Parodontitis assoziierte
Keime. Neben den Makrophagen stimulieren Lipopolysaccharide auch
Endothelzellen und Fibroblasten zur vermehrten MMP-Synthese (Wolf et al.,
2004). Matrixmetallproteinasen (MMP) sind zinkabhangige proteolytische
Enzyme, die die Spaltung von Peptidbindungen katalysieren und somit an dem
Abbau von extrazellularer Matrix des Bindegewebes beteiligt sind.

Mehrere Mitglieder der MMP-Familie sind an der Zerstoérung parodontaler
Gewebe beteiligt. Dazu gehéren MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9 und
MMP-13 (Zhou and Windsor, 2006). Durch P.g. wird die Freisetzung von MMP-
1, MMP-3, MMP-14 gefordert (Pattamapun et al., 2003, DeCarlo et al., 1998) und
der Gegenspieler von MMPs (TIMPs) inhibiert. Die Folge ist ein gesteigerter
Kollagenabbau und somit die Gewebezerstorung.

Alle Virulenz Faktoren im Zusammenspiel steigern das pathogene Potential von
P.g. und férdern durch vermehrte Entziindungen, erhéhte Blutung, Odembildung

und Knochenabbau die parodontale Zerstorung.

1.3 Therapie

Parodontitis ist eine entzindliche Erkrankung des Zahnhalteapparats, die
vorwiegend bakteriell verursacht wird und Infolge dessen ist die antiinfektiose
Therapie der aktuelle Goldstandard zur Behandlung von Parodontopathien. Das
Ziel der Pardontitistherapie ist die Herstellung einer klinischen Stabilitat und die
Progression der Erkrankung zu stoppen bzw. zu verlangsamen.

Die konventionelle Parodontaltherapie wird in zwei Phasen eingeteilt. In der
ersten Phase, der Initialtherapie, findet zunachst die ausfuhrliche Erhebung der
Anamnese und des Befundes statt. Relevant sind vor allem Fragestellungen wie:
Sind parodontale Erkrankungen in der Familie bekannt? Leidet der/die Patient:in
unter Stoffwechselerkrankungen/Diabetes mellitus, Herzkreislauferkrankungen,
Infektionserkrankungen?  Welche @ Medikamente  werden  regelmallig
eingenommen? Auch wenn die Parodontitis eine auf das Parodont lokal
begrenzte Entzindung ist, so besteht ein Zusammenhang zwischen der
Parodontitis und anderen systemischen Erkrankungen wie dem Diabetes mellitus

und kardiovaskularen Erkrankungen (Jepsen et al., 2011).
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Am Anfang der Initialphase steht sowohl die Motivation, Instruktion und Kontrolle
der Mundhygiene als auch die Herstellung der Hygienefahigkeit. Die
Patient:innen sind nur in der Lage eine gute Mundhygiene aufrechtzuerhalten,
wenn die Voraussetzungen dafur geschaffen sind und sie die richtige Instruktion
bekommen haben. Insbesondere sollten Plaqueretetionsstellen wie z.B.
insuffiziente Fullungs- und Kronenrander eliminiert werden und eine
professionelle Zahnreinigung durchgefuhrt werden. Je nach Schweregrad und
der Parodontitis kann eine mikrobiologische Diagnostik zusatzlich sinnvoll sein.
Nach dem alle Voraussetzungen fur eine suffiziente Therapie geschaffen sind,
kann die konventionelle Parodontalbehandlung, ein profundes subgingivales
Debridement, wobei Plaque und Zahnstein mechanisch entfernt werden,
durchgefuhrt werden. Hierfur finden Ublicherweise Kuretten, Schallgerate und
Luft-Pulver- Wasserstrahlgerate Anwendung. Ziel ist es die akute Entzindung zu
bekampfen und die Progression der Parodontitis einzudammen. Unterstitzend
konnen hierbei antiseptisch und antimikrobielle Pharmaka eingesetzt werden
(Page, 2004, Beikler et al., 2003). Sofern sich nach einer grundlichen
Reevaluation des Befundes ein chirurgisches Vorgehen als sinnvoll und
notwendig erweist, kann die Parodontalchirurgie noch als korrektive MalRnahme
durchgefuhrt werden. Hierbei ist sehr wichtig, dass der/die Patient:in motiviert ist
und in der Lage ist eine adaquate Mundhygiene aufrecht zu erhalten. Alle
vorherigen MalRnahmen der Initialphase mussen einem chirurgischen Vorgehen
unbedingt vorangehen, da nach umfangreichen Vorbehandlungen meist schon
eine zufriedenstellende und stabile Situation fur den/die Patient:in geschaffen
werden kann und man so unnotige chirurgische Eingriffe verhindert. Ziel der
Parodontalchirurgie ist die Entfernung von tiefen Parodontaltaschen und die
Herstellung physiologischer Knochenarchitektur, die durch die konservative
Therapie nicht erreicht wurde. Eine Indikation fur die chirurgische
Parodontitistherapie sind Taschentiefen von > 6mm, intraossare Defekte und
Fukationsbeteiligungen.

Einer abgeschlossenen Initialtherapie folgt die unterstutzende
Parodontitistherapie. Langzeiterfolge in der Parodontitistherapie sind abhangig
von der Compliance des Patienten und einer Uberwachten und regelmafigen
Nachsorge, um die parodontopathogenen Keime moglichst zu supprimieren

(Costa et al., 2014, Trombelli et al., 2015). Das Recallintervall muss individuell
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nach dem 2018 entwickeltem Grading bestimmt werden. Zu den individuellen
bestimmten Abstanden sollte dann ein regelmafiger Recall mit supra- und
subgingivaler Reinigung und Uberpriifung des parodontalen Status erfolgen, um

die Progression der Erkrankung und den drohenden Zahnverlust aufzuhalten.

1.3.1 Luft-Pulver-Wasserstrahlgerat

Der erste Einsatz des Luft-Pulver-Wasserstrahlgerates erfolgte 1945 durch Dr.
Black zur Praparation von Kavitaten (Chinelatti et al., 2007). Damals wurden
Aluminiumoxidpartikel mit einer Grofde von 5-50 um verwendet. Durch die Grolde
und Beschaffenheit waren sie sehr abrasiv und fur die Abtragung von
Zahnhartsubstanz gut geeignet. Diese Technik zur Praparation war in den 1950er
und 60er Jahren als ,kinetic cavity preparation® bekannt und bei den
Patient:innen sehr beliebt, da es haufig ohne Anasthesie durchgefuhrt werden
konnte (Epstein, 1951, Morrison and Berman, 1953). Der massige Pulverausstol}
in die Mundhdhle erwies sich jedoch als nachteilig fur die Lungen und Augen der
Patient:innen und der Behandleriinnen. Die Einfuhrung von high-speed
Winkelsticken Ende der 1950er Jahre verdrangte die Technik wieder
(Freedman, 1994, Goldstein and Parkins, 1994, Moritz et al., 1996).

In den 1980er und 90er Jahren entwickelte sich wieder ein grol3eres Interesse
fur die Luft-Pulver-Wasserstrahlgerate und die Herstelleriinnen brachten
verschiedene Modelle mit einem breiten Spektrum von Funktionen auf den Markt
(Berry et al., 1999).

Seit dieser Zeit wird Natriumbicarbonat in Luftpulverwasserstrahlgeraten
eingesetzt. Natriumbicarbonat galt als ideales Schleifmittel fur die intraorale
Anwendung, da es ungiftig und wasserloslich ist (Petersilka, 2011). Mit der
mittleren Teilchengrofde von 250 ym erwies sich Nariumbicarbnat als sicher und
effizient fur das Entfernen von supragingivaler Plaque und Verfarbungen auf
intakten Schmelzoberflachen (Berkstein et al., 1987, Horning et al., 1987,
Kontturi-Narhi et al., 1990, Weaks et al., 1984, Barnes et al., 1990). Es konnten
keine signifikanten  Oberflachenveranderungen oder Substanzverluste
nachgewiesen werden (Mahlendorff, 1989).

Im Vergleich zu Handinstrumenten oder rotierenden Gummikelchen mit
Polierpaste, die zum Entfernen von Biofilm und Verfarbungen verwendet werden,

ist das Bearbeiten mit Natriumbicarbonat um ein Drittel weniger zeitaufwandig
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(Berkstein et al., 1987, Weaks et al, 1984). Auf demineralisierten
Schmelzoberflachen sollte Natriumbicarbonat mit Vorsicht eingesetzt werden. Es
wurde beobachtet, dass es dort zu Erosion der Schmelzprismen fuhren kann
(Kontturi-Narhi et al., 1990) und bei weicheren Zahnsubstanzen wie Dentin oder
Wurzelzement es sogar zu erheblichem Substanzverlust kommen kann und
deshalb auf diesen Oberflachen nicht verwendet werden soll (Petersilka, 2011).
Auch auf Fullungsmaterialien wie Amalgam, Gold, Kunststoff und auf
Glasionomer- und Zinkphosphatzementen kann es zu Erosions- oder
Mattierungseffekten kommen (Barnes et al., 1990, Cooley et al., 1986, Jost-
Brinkmann, 1998, Lubow and Cooley, 1986). Daher sollte die Verwendung von
Natriumbicarbonat auf Fulllmaterialien nach Moglichkeit vermieden werden.
Einige Autoriinnen empfehlen, die Restaurationen mit Gummikelchen und
Polierpaste nach zu polieren (Arabaci et al., 2007). Bei keramischen
Restaurationen scheinen jedoch Oberflachenveranderungen nach der
Bearbeitung mit Natriumbicarbonat weniger signifikant zu sein (Eliades et al.,
1991, Liebenberg and Crawford, 1997, Lubow and Cooley, 1986).

Wahrend des supragingivalen Debridements treffen Teile des Strahlstroms
unvermeidlich die den Zahn umgebenden Weichgewebe. Es hat sich gezeigt,
dass die Exposition von Natriumbicarbonat auf die Gingiva schwere
Verletzungen des Epithels mit Exposition des Bindegewebes verursachen kann
(Hunter et al., 1989, Kontturi-Narhi et al., 1989, Kozlovsky et al., 2005, Newman
et al., 1985, Petersilka et al., 2008, Weaks et al., 1984). Obwohl diese Lasionen
reversible sind und oft komplikationslos abheilen, sollte die Anwendung von
Natriumbicarbonat auf der Gingiva vermieden werden, um bleibende Schaden
wie Rezessionen zu verhindern (Petersilka, 2011).

Heutzutage findet das Luft-Pulver-Wasserstrahlgerat vor allem bei der
professionellen Zahnreinigung und seit dem Jahre 2003 mit der EinfUhrung des
Glycin-Pulvers  auch in  subgingivalen  Bereichen  wahrend der
Parodontitistherapie Anwendung (Flemmig et al., 2007).

Glycin ist eine nicht essentielle Aminosaure und ein wichtiger Bestandteil der
meisten Polypeptide. Die Substanz ist geruchlos, farblos und sehr wasserldslich.
Da Glycin eine sehr geringe Toxizitat aufweist und bei einem leichten, suf3en
Geschmack nicht allergisch ist, wird es auch als Geschmacksverstarker in der

Lebensmittelindustrie verwendet. Glycin wird auch eine antiinflammatorische,
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immunmodulierende und zytoprotektive Wirkung zugesprochen (Petersilka,
2011). Die Substanz weist eine Korngrofe von durchschnittlich 45 ym und einer
maximalen GrolRe von 60 pm auf. Somit ist die TeilchengroRe des Glycin-Pulvers
ungefahr viermal kleiner als die des Natriumbicarbonat-Pulvers und auch weniger
abrasiv (Petersilka, 2011).

Im Vergleich zum konventionellen Debridement liegt bei der subgingivalen
Anwendung von Glycin-Pulver mit dem Luftpulverwasserstrahlgerat unmittelbar
nach dem Debridement und auch 10 Tage spater eine signifikant niedrigere
Gesamtkeimbelastung in mittleren bis tiefen Parodontaltaschen vor. P.g. war
sogar noch 90 Tage nach der Behandlung signifikant reduziert (Flemmig et al.,
2012). Glycin-Pulver ist bei der Entfernung von Zahnbelag sehr wirksam und
weist eine geringe Abrasivitat gegenuber Wurzelzement und Dentin auf
(Petersilka et al., 2003a). Auch Fullungsmaterialien wurden durch die
Bearbeitung mit Glycin-Pulver gar nicht oder nur gering verandert
(Frankenberger et al., 2007, Pelka et al., 2010).

Glycin-Pulver kann auch zum Entfernen von Biofilm und zur Vorbeugung oder
Behandlung von Periimplantatinfektionen verwendet werden. Es stehen In-vitro-
Studien zur Verflgung, aus denen hervorgeht, dass das wenig abrasive Glycin-
Pulver keine bedeutsamen Veranderungen an der Implantatoberflache oder
deren Beschichtung verursacht, wahrend der Biofilm effektiv entfernt wird
(Schwarz et al., 2009).

1.4 Fragestellung und Zielsetzung
In dieser Studie soll die Entwicklung des oralen Mikrobioms anhand von
genommenen Abstrichen der Zunge, Wange und Tonsillen sowie supragingivaler
Plaqueproben der Zahne nach der Reinigung mittels supragingivalen
Debridements und des Luft- Pulver- Wasserstrahl- Gerates, sowie dem
Abstrahlen aller Bereiche der Mundhohle in Abhangigkeit vom Vorhandensein
des parodontalepathogenen Leitkeims Porphyromonas gingivalis untersucht
werden.
Hypothesen:
1. In Abhangigkeit des Leitkeims P.g. liegt beim Gesunden eine andere
Zusammensetzung des oralen Mikrobioms vor als ohne den Nachweis von
P.g..
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2. Mit dem Nachweis von P.g. und nach einem supragingivalen Debridement
inklusive der Bearbeitung aller oralen Habitate mittels des LPWs entwickelt
sich das orale Mikrobiom beim Gesunden anders als ohne den Nachweis von
P.g..

2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Dieser Studie ist eine kontrollierte, prospektive klinische Intervetionsstudie. Es
handelt sich um ein Nachfolgeprojekt der Pulverstahlstudie (Studiennummer
3519, Ethikvotum vom 05.04.2011 der Heinrich-Heine-Universitat). Hier wurde
gezeigt, dass bei parodontal und systemisch Gesunden ein supragingivales
Debridement und zusatzliche Bearbeitung der Mundschleimhaut mittels
niedrigabrasiven Pulverstrahlgerates, zu einer signifikanten Reduktion des
sogenannten roten Komplexes uUber den Untersuchungszeitraum Baseline bis 9
Tage nach Therapie fuhrt. Da die Keime des roten Komplexes P.g., T.f.,, T.d.
maldgeblich an der Entstehung einer Parodontitis beteiligt sind, scheint es
sinnvoll, die genaue Entwicklung der oralen Flora intensiver zu betrachten und
mittels Mikrobiomsequenzierung insbesondere in Abhangigkeit des Leitkeims
P.g. zu untersuchen. Die klinische Untersuchung und Behandlung erfolgte an
dem Universitatsklinikum der Heinrich-Heine-Universitat in Dusseldorf. In die
Studie wurden parodontal und systemisch gesunde Patient:innen mit dem
gesicherten Nachweis (Testgruppe) oder Ausschluss (Kontrollgruppe) von P.g.
(Screening) aufgenommen. Bei den Proband:innen wurde eine konventionelle
zahnmedizinische ProphylaxemaRnahme, bestehend aus supragingivalem
Debridement mittels Schallscaler, Handscaler, Zahnseide sowie einer Politur der
Zahne und die =zusatzliche Bearbeitung der Mundschleimhaute mittels
niedrigabrasivem Pulverstrahls durchgefuhrt. Zur Feststellung der Keime,
wurden bei den Proband:innen vor der Therapie (Baseline = BL), 12-16 Tage
(V1) und 8 Wochen (V2) nach der Therapie intraorale Proben bestehend aus
supragingivalen Zahnplaque und Schleimhautabstrich von Wange, Zunge,

Gaumen und Rachen genommen.
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2.2 Ethikantrag

Der Antrag zur Durchfuhrung dieser klinischen Interventionsstudie wurde mit der
Studiennummer 5869R am 06.04.2017 von der Ethikkommision der Heinrich-
Heine-Universitat als Nachfolgeantrag der Pulverstahlstudie mit der

Studiennummer 3519 genehmigt.

2.3 Proband:innen

In die Studie eingeschlossen wurden 41 parodontal und systemisch gesunde
Proband:innen. 21 Proband:innen bei denen P.g. mit spezifischer PCR
nachgewiesen wurde, sind der Testgruppe zugeordnet worden und 20
Proband:innen bei denen P.g. nicht nachgewiesen wurde sind der Kontrollgruppe
zugeordnet worden. In der ersten Sitzung wurden die Interessent:innen mit Hilfe
des Aufklarungsbogens uber den Ablauf der Studie sowie Ein- und
AuBschlusskriterien und Risiken aufgeklart. Die Anamnese wurde mit Hilfe eines
standardisierten Anamnesebogens erhoben, auf dem auch der Tabakkonsum
sowie die Antibiotika Einnahme in den letzten sechs Monaten festgehalten
wurden. Nach der Klarung von offenen Fragen fand die erste Untersuchung statt.
In diesem ersten Screening wurde bei den Proband:innen zur Feststellung der
parodontalen Gesundheit der Parodontale Screening Index (PSI) bestimmt. Far
den Nachweis von P.g. wurden eine intraorale Probe der supragingivalen
Plaqueprobe sowie ein Schleimhautabstrich genommen und diese mittels PCR
im Hauslabor auf P.g. untersucht. Nach der Feststellung ob P.g. vorliegt, folgte
die Einteilung von 21 P.g. positiven Proband:innen in die Testgruppe und 20 P.g.

negativen Proband:innen in die Kontrollgruppe (Tabelle 3).

Tabelle 3: Teilnehmerzahl von Test- und Kontrollgruppe

Testgruppe Kontrollgruppe
n=21 n =20

2.3.1 Einschlusskriterien

Fur die Studie wurden folgende Einschlusskriterien festgelegt:
e Parodontale und systemische Gesundheit
e Die Probanden:innen mussen alter als 18 Jahre sein

e PSI (parodontaler Screening Index) < 2 in allen Sextanten
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2.3.2 Ausschlusskriterien
Folgende Ausschlusskriterien wurden fur die Studie festgelegt:
e Personen, die entmundigt sind oder bei denen berechtigte Zweifel an
Einsichts- oder Geschaftsfahigkeit besteht
e Proband:innen mit einem PSI > 2
e Endokarditisrisiko
¢ Antibiotikaeinnahme bis zu 6 Monate vor der Untersuchung
e Erkrankungen die eine regelmaflige Antibiotikaeinnahme bei invasiven
Malnahmen voraussetzten
e Jede Erkrankung, bei deren Verlauf und/oder durch deren Therapie
potentielle Stoérungen der Immunantwort zu erwarten oder zu vermuten
sind
e Angeborene oder erworbene Storungen der Blutgerinnung
e Bestehende Mundschleimhauterkrankungen
e Schwangerschaft und Stillzeit

e Proband:innen unter 18 Jahren

2.3.3 Abbruchkriterien

Die Proband:innen nahmen an der Studie freiwillig teil und konnten die Teilnahme
jederzeit ohne Angabe von Grunden und ohne Nachteile fur zukunftige
Behandlungen beflrchten zu mussen am Universitatsklinikum Dusseldorf
beenden. Das Auftreten von Nebenwirkungen wie z.B. starke Erosionen der
Mundschleimhaut, Blutungen oder Emphysem Bildungen waren sofortige
Abbruchkriterien. Bei keinem der Proband:innen traten jedoch Nebenwirkungen

auf.

2.4 Studienablauf

Nach dem ersten Termin, der zur Aufklarung und zum Screening (SC) der
interessierten Proband:innen diente, folgte nach der Einverstandniserklarung
und der festgestellten Eignung der Patient:innen mittels Parodontalem Screening
Index, bei dem alle Sextanten < 2 sein mussten, die entsprechende Zuordnung

der P.g. positiven Proband:innen in die Testgruppe und der P.g. negativen
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Proband:innen in die Kontrollgruppe. In der zweiten Sitzung (BL) wurden vor der
Therapie die Mundhygieneindizes Approximalraum-Plaque-Index und Papillen-
Blutungs-Index bestimmt und die ersten intraoralen Proben der Zahnplaque und
Schleimhaut gewonnen. Danach folgte bei allen in der Studie eingeschlossenen
Patient:innen die gleiche Therapie. Sie erhielten eine konventionelle
zahnmedizinische Prophylaxemallinahme, die aus einem supragingivalem
Debridement mit einem Schall-Scaler (SONICflex 2003, Ansatze 61 und 62,
KaVo, Biberbach/Deutschland), einer Reinigung der Interdentalraume mittels
einem Handscaler (S204s, Hu-Friedy, Chicago/USA) und Zahnseide (Oral-B
Essentialfloss, ungewachst, Schwalbach/Deutschland) bestand. Anschliel3end
erfolgte das supragingivale Abstrahlen der Zahne, Mundschleimhaute, Zunge,
Gaumen, Mundboden und Wangeninnenflachen mittels eines Luft-Pulver-
Wasserstrahlgerates (AIR-FLOW Master, EMS, Nyon/Schweiz). Mit diesem
Gerat wurde ein fur die Anwendung auf Schleimhauten geeignetes
niedrigabrasives Glycin-Pulver (AIR-FLOW subgingival Perio Powder, EMS,
Nyon/Schweiz) verwendet.

Der Therapie folgten zwei Sitzungen, die erste Untersuchungssitzung 12-16
Tage (V1) und die zweite Untersuchungssitzung 8 Wochen (V2) nach Therapie.
Beide Sitzungen liefen gleich ab. Als erstes wurden erneut die
Mundhygieneindizes bestimmt, danach intraorale Proben der supragingivalen
Zahnplaque und Mundschleimhautabstriche genommen. Der zeitliche Ablauf der
Studie wird nochmals in Tabelle 4 dargestellt. Die Auswertung der bei BL, V1 und
V2 gewonnen Proben erfolgte in einem Labor der Universitat Hong Kong (Dr.
Rory M. WATT, Applied Oral Sciences & Community Dental Care Faculty of
Dentistry, University of Hong Kong) statt. Hier wurde das gesamte orale

Mikrobiom sequenziert.

25



Tabelle 4: Zeitliche Darstellung des Studienablaufs

Screening (SC) Baseline (BL) V1 V2
Probenentnahme | Probenentnahme | Probenentnahme | Probenentnahme
vor vor Therapie 12-16 Tage nach | 8 Wochen nach
Studienbeginn, Therapie Therapie

zur Feststellung
ob P.g.

vorhanden ist

2.5 Funktionsprinzip der Luft-Pulver-Wasserstrahlgerate

In der Pulverkammer des Luft-Pulver-Wasserstrahlgerates befindet sich das
Abrasivmedium. Durch einen Schlauch gelangt Druckluft in die Kammer und
wirbelt das Pulver bei ca. 3-7 bar auf. Das Pulver gelangt dann durch ein
Leitungssystem zur Handstuckspitze. Wasser wird getrennt von dem Pulver zur
Bei Luft-Pulver-

Wasserstrahlgeraten sind an der Austrittsdiise zwei kreisformige Offnungen

Austrittsdise am Handstick geleitet. den meisten
vorhanden. Aus der zentralen Offnung tritt das Luft-Pulver-Gemisch aus. Diese
Offnung wird von der zweiten peripheren Offnung umschlossen, aus der das
Wasser austritt. Durch die Umhullung des Luft-Pulver-Gemisches mit Wasser
Strahl,

Zahnoberflache genutzt werden kann. In Abbildung 3 wird das Funktionsprinzip

entstent ein praziser der zur Bearbeitung der gewunschten

des LPW- Gerates schematisch dargestellt.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Aufbaues eines LPW-Gerétes

Die Fahigkeit des Luft-Pulver-Wasserstrahls zur Entfernung von Biofilm und

Verfarbungen ist abhangig von der Abrasivitat des Gemisches. Je groRer die
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Pulvermenge, die PartikelgroRe und der Hartegrad, desto hoher die Abrasivitat
des Luft-Pulver-Wassergemisches (Petersilka, 2011). Auch der verwendete Luft-
und Wasserdruck beeinflusst die Wirksamkeit der Biofilm Entfernung. Je hoher
der Druck, desto hoher ist die Wirksamkeit des Luft-Pulver-Wasserstrahls
(Petersilka, 2011). Auch individuelle Parameter des/der Behandler:innen
beeinflussen die Abrasivitat des Luft-Pulver-Wasserstrahls. Dazu gehoren die
Angulation des Strahls auf der Oberflache, die Bestrahlungsdauer und der
Abstand den der/die Behandler:in zwischen der Austrittsdise und der zu
bearbeitenden Zahnoberflache einhalt, je groRer der Abstand, desto kleiner die
Abrasivitat (Petersilka et al., 2003b).

In Abbildung 4 ist das LPW- Gerat zu sehen, welches in dieser Studie verwendet

wurde.

Abbildung 4: LPW- Geréat mit Abrasivmedium

2.6 Klinische Diagnostik

2.6.1 Parodontaler Screening Index
Da die parodontale Gesundheit eine Voraussetzung fur die Teilnahme an der
Studie war, wurde der Parodontale Screening Index (PSI) in der ersten Screening
Sitzung erhoben. Der PSI ist ein weitverbreiteter und anerkannter Index zur
Identifizierung einer parodontalen Erkrankung und gibt einen ersten Aufschluss
uber den aktuellen parodontalen Zustand. Die Einteilung des PSI erfolgt wie in
Tabelle 5 dargestellt von Gerad 0 bis Grad 4 und wird pro Sechstant erhoben.
Bei der Graduierung werden BAS, vorhanden sein von Plaque und Zahnstein,
insuffiziente Fullungs- und Kronenrander sowie die Taschensondierungstiefen
(TST) an sechs Stellen pro Zahn (mesiovestibular, vestibular, distovestibular,
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mesiooral, oral und distooral), beurteilt. Der schwerwiegendste Befund gibt die

Einteilung des Grades flr den ganzen Sextanten an.

Tabelle 5: PSI Einteilung

Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4
TST <=3,5mm TST <=3,5mm TST <= 3,5mm TST 3,5-5,5mm TST >5,5 mm
Kein BAS BAS BAS BAS méglich BAS méglich

Keine Plaque

Keine Plaque

Plaque mdglich

Plaque mdglich

Plaque mdglich

Kein Zahnstein

Kein Zahnstein

Zahnstein mdglich

Zahnstein mdglich

Zahnstein mdglich

Keine defekten

Restaurationsrander

Keine defekten

Restaurationsrander

Defekte
Restaurationsrander

moglich

Defekte
Restaurationsrander

moglich

Defekte
Restaurationsrander

moglich

Keine Behandlung

Mundhygieneinstuktionen

Mundhygieneinstruktionen,

Parodontale

Parodontale

notwendig Professionelle Behandlung Behandlung

Zahnreinigung

Bei einer Einteilung von Grad O bis Grad 2 in allen Sextanten sind die
Patient:innen parodontal gesund, es bedarf keiner parodontalen Therapie. Bei
Grad 1 und 2 sollten jedoch Mundhygieneinstruktionen und eine professionelle
Zahnreinigung durchgefuhrt werden. Die Proband:innen mit der Einteilung von
Grad 0 bis Grad 2 konnten in die Studie einbezogen werden. Wenn ein oder
mehrere Sextanten mit Grad 3 oder grofer beurteilt wurden, konnten die
Proband:innen nicht an der Studie teilnehmen und es musste eine parodontale
Behandlung erfolgen. In diesem Fall wurden die Patientiinnen Uber eine
Behandlungsbedurftigkeit aufgeklart und eine Empfehlung zu Vorstellung bei
ihrem behandelnden Zahnarzt oder ihrer Zahnarztin ausgesprochen.
Ublicherweise wird dann durch eine parodontale Vorbehandlung mit Erhebung
die

Furkationsbeteiligung,

eines parodontalen Zahnstatus, der Taschensondierungstiefen,

Sensibilitat

okklusale Dysfunktion beinhaltet, die parodontale Situation genau beurteilt und

Rezessionen, Lockerungsgerade, und

die weitere Therapie geplant.

2.6.2 Mundhygieneindizes
Die Zahn-

Gingivagesundheit der Patient:innen und geben damit Auskunft Uber den

Mundhygieneindizes dienen der Beurteilung der und

individuellen Mundhygienezustand. Im Rahmen der Studie wurde zum einen der

1977) bestimmt. Der API dient der Beurteilung des
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Plaquebefalls in den schwer zu reinigenden Interdentalraumen der Zahne. Die
Beurteilung erfolgt nach einem dichotomen Muster. Hierzu werden die Zahne mit
einem Anfarbemittel benetzt und die Beurteilung visuell durchgefluhrt. In dieser
Studie wurde das Berurteilungsverfahren modifiziert und nach der Trocknung der
Zahne taktil durch Ausstreichen der Approximalraume mit einer stumpfen Sonde
alternierend im | und Ill Quadranten bukkal, im Il und IV Quadranten oral
durchgefuhrt. Die Interdentalrdume in denen Plaque vorhanden war, wurden mit
einem +, die in denen keine Plaque nachzuweisen war, mit einem -
gegenzeichnet. Die Angabe der mit Plaque belasteten Interdentalraume erfolgt
in Prozent. Hierzu werden die belasteten Interdentalraume in Relation zu allen
vorhandenen Interdentalraumen gesetzt (APl = Summe der positiv bewerteten

Flachen x 100 / Summe aller bewerteten Flachen = %).

Zum anderen wurde der PBI (nach Saxer und Muhlemann, 1975) erhoben.
Dieser Mundhygieneindex dient zur Beurteilung des Schweregrads einer
Gingivitis. Die Interdentalpapille wird nach mesial und distal mit einer stumpfen
Parodontalsonde ausgestrichen und das Auftreten einer Blutung beobachtet und
dem entsprechenden Grad von 0 bis 4 zugeordnet (siehe Tabelle 6). Zur
Bewertung wird die Summe der erhobenen Grade durch die Zahl der bewerteten

Papillen dividiert.

Tabelle 6: PBI Einteilung

Grad 0 Gerad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4

Keine Blutungspunkt | Blutungslinie | Interdentales | Profunde

Blutung Dreieck von Blutung
Blut ausgefullt

Auch dieser Index wurde alternierend im | und Il Quadranten oral und im Il und
IV Quadranten bukkal erhoben.

Beide Hygieneparameter wurden jeweils vor der zahnmedizinischen Prophylaxe
in der BL-, V1- und V2- Sitzungen erhoben.
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2.6.3 Mikrobielle Probenentnahme

Die erste mikrobielle Probenentnahme erfolgte beim SC der Proband:innen und
diente zur Feststellung, ob der Keim P.g. vorliegt. Hierfur wurde mit einem sterilen
Wattetrager ein Abstrich der Mundschleimhaut (Wange, Gaumen, Rachen,
Zunge) wund mit einem Scaler supragingivale Plaqueproben der
Zahnzwischenraume genommen. Dieses Entnahmevorgehen macht es maoglich
Keime aus dem Speichel, der Epithelschicht und der Plaque zu gewinnen. Die
Wattetrager wurden in einem Eppendorf Safe-Lock Tube (Eppendorf Biopur
farblos, Hamburg/Deutschland) kuhl und luftdicht bis zur Auswertung verwahrt.
Bei den in der Studie eingeschlossenen Proband:innen wurden noch drei (BL,
V1, V2) weitere mikrobielle Proben entnommen. Alle Probenentnahmen erfolgten
auf die gleiche Art und Weise, nur mit dem Unterschied, dass bei den BL-, V1-,
V2- Proben vier Wattetrager pro Entnahme benutz wurden, um mehr Material zur
Verfigung zu haben. Die Eppendorf Tubs wurden jeweils mit der Studiennummer

des/der Proband:innen und der Visithummmer versehen und bei -20 °C gelagert.

2.7 Molekularbiologische Untersuchungen

2.7.1 |dentifizierung der Versuchsgruppen

Die bei dem SC von der supragingivalen Plaque und den
Mundschleimhautabstrichen auf den Wattetragern gesammelte DNA wurde vor
den molekularbiologischen Untersuchungen aus den Proben isoliert. Danach
wurde die isolierte DNA mit Hilfe der PCR (Polymerase-Kettenreaktion) mit einem
spezifischen Pimerpaar (Tabelle 7) auf das Bakterium P.g. untersucht und durch
Gelelektrophorese ausgewertet. Die DNA Isolierung erfolgt in dieser Studie mit
dem innuPREP DNA Mini Kit (Analytik Jena AG, Jena/Deutschland) und wurde
nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Die isolierte DNA wurde bis zum weiteren

Einsatz bei — 20 °C eingelagert.
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Tabelle 7: Primersequenzen

Primersequenzen

Coll1 ACAATCCACGAGACCATC
Coll2 GATTCCCTTGCCTACATA

poly 16-F GATACCCTGGTAGTCCACCG
poly 16S-R GTGTACAAGGCCCGGGAACG

Zur Kontrolle des bakteriellen DNA-Gehaltes der Proben wurde parallel eine PCR
mit einem universalen 16s-rRNA Primerpaar durchgefuhrt, wahrend P.g. mit
spezifischen Primern fur prtC nachgewiesen wurde. Fur die PCR wurde ein 25 pl
Ansatz aus folgenden Standardsubstanzen zusammengesetzt (Tabelle 8). Bei
jeder PCR wurde eine Positivkontrolle mit P.g.-DNA und eine Negativ No-

Template Kontrolle mitgefuhrt.

Tabelle 8: PCR Substanzen

Puffer 2,5 ul Qiagen, Hilden,
Deutschland

Primer F 1,0 pl Eurofins MWG Operon,
Ebersberg, Deutschland

Primer R 1,0 pl Eurofins MWG Operon,
Ebersberg, Deutschland

H20 17,3 ul

dNTP 1,0 pl Fermanentas GmbH, St.
Leon-Rot, Deutschland

Taq 0,2 pl Qiagen, Hilden,
Deutschland

DNA 2,0 ul

Diese Substanzen wurden in ein Multiply pStrip Tube (Sarstedt AG&Co.,
Numbrecht/deutschland) gegeben. In einem Thermo-Cycler (Mastercycler,
Eppendorf, Hamburg/ Deutschland) wurde die DNA dann nach dem folgenden
Protokoll in 35 Zyklen vervielfaltigt (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Vervielfertigungsprotokoll

Denaturierung | 95 °C 3 min 35 Zyklen
Denaturierung | 95 °C 15 sec 35 Zyklen
Annealing 55 °C 15 sec 35 Zyklen
Elongation 72 °C 30 sec 35 Zyklen
Ende 12 °C 1 min

2.7.2 Gelelektrophorese

Zu dem 1,5% Agarose Gel in TRIS- Borat- EDTA- Puffer (TBE) wurden 12 pl
Ethidiumbromidlésung hinzugegeben und das Gemisch in eine Gelkammer (Sub
Cell-GT, Bio- Rad Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland) gefullt. 25 pl
jedes PCR Produktes wurden mit 5 pyl 6x Ladepuffer (30% Glycerin mit
Bromphenolblau) versetzt und davon jeweils 12 pl in die Geltaschen pipettiert.
Um die Grolle des PCR Produktes in Basenpaaren zu bestimmen wurde
zusatzlich 7,5 pl eines DNA-Leiter-Makers (Fast Ruler Low Range DNA-Ladder,
50-1500bp/Thermo Scientific) hinzugegeben. Gelkammer (Bio-Rad Power Pac
Basic, Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen/Deutschland), Ladepuffer 1,510,5
x TBE, 150V,45 min.
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Abbildung 5: Gelelektrophorese mit P.g. positiven und negativen Proben.
M = Marker, +K = Positivkontrolle, NT = Negativkontrolle, Proben 463 und 771 mit roter Umrahmung
P.g. positiv, Proben S-PG053 und 754 mit blauer Umrahmung P.g. negativ

2.7.3 16S Sequenzierung des oralen Mikrobioms

Die gesamte DNA wurde aus n=123 Proben unter Verwendung von QlAamp DNA
Mini-Kits (Qiagen) gemall den Anweisungen des Herstellers extrahiert. Diese
Proben entsprechen 41 Proband:innen zu je drei Zeitpunkten der
Probenentnahme (BL, V1, V2). Die PCR-Amplifikation der hypervariablen V3-V4-
Region der 16SrRNA-Gene wurde unter Verwendung der universellen
bakteriellen Primerpaare 341F (5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3 ') und 806R
(5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3') durchgefuhrt. Die PCR-Amplifikation und
die Vorbereitung der 16S Metagenomic Sequencing Library wurden gemaf} dem
Standardprotokoll von lllumina (Teilenr. 15044223 Rev. B) umgesetzt. Die
Paired-End-Sequenzierung wurde auf der lllumina MiSeq-Plattform (300PE) in
einem Labor der Universitat Hong Kong (Dr. Rory M. WATT, Applied Oral
Sciences & Community Dental Care Faculty of Dentistry, University of Hong

Kong), absolviert.
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Die DNA-Sequenz-Reads wurden durch die DADAZ2-Pipeline in Amplikon-
Sequenzvarianten (ASV) umgewandelt und die reprasentierten Spezies wurden
jedem ASV unter Verwendung des R-Pakets dada2 zugeordnet (Callahan et al.,
2016). Alle Zahlen wurden mit dem R-Paket ggplot2 (Wickham, 2009)
aufgetragen, das im Softwarepaket GenePiper implementiert wurde (Tong and
Chan, 2020). R ist ein frei verfugbares Softwareprogram (https://www.r-
project.org/).

2.8 Datenerfassung

Alle fur diese Studie notwendigen Patientendaten und Ergebnisse der
Untersuchungen wurden EDV-technisch erfasst und verarbeitet. Die
Datenschutzrichtlinien und die Schweigepflicht wurden stets beachtet. Die den
Proband:innen betreffenden Daten wurden anonymisiert, in dem jedem/jeder
Proband:in entsprechend der chronologischen Reihenfolge nach der Vorstellung
zur SC Untersuchung eine Nummer zugeteilt wurde (z.B. S-PGO001). Diese
Nummer wurde mit einer Abklrzung entsprechend des jeweiligen
Untersuchungszeitpunktes erganzt (z.B. S-PGO001-BL). Ergénzend zu jeder
Probandennummer wurden auch, das Alter, das Geschlecht, die Anamnese und
Medikation, der Raucherstatus und die Hygieneindizes, sowie die
Testergebnisse aller Untersuchungen erfasst. Die Untersuchungsergebnisse und
Daten wurden mit Hilfe des Programmes Microsoft Excel (Microsoft Corporation,

Remond, W.A., U.S.A.) in tabellarischer Form zusammengefasst.

2.9 statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der populationsbezogenen Daten fand mit Hilfe des
Programmes IMB SPSS Statistics 21 (IBM, Armonk, N.Y., U.S.A.) unter der
fachlichen Anleitung von Diplom-Psychologe Sebastian Ullrich, .05
Statistikberatung (Dusseldorf, Deutschland), statt. Mit der Hilfe des Chi-Quadrat-
Tests wurde hier die Geschlechterverteilung in den beiden Gruppen verglichen.
Generell konnen mit dem Chi-Quadrat-Test die Haufigkeitsverteilungen zwischen
zwei kategorialen Variablen miteinander vergleichen werden. Auf diese Weise
lasst sich eine Aussage daruber treffen, ob es einen signifikanten

Zusammenhang zwischen den beiden betrachteten Variablen gibt. Das wie in
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diesem Fall nicht signifikante Ergebnis bedeutet eine Gleichverteilung der
Geschlechter in der Test- und Kontrollgruppe.

Zur Untersuchung der Gleichverteilung des Alters und der Zahnanzahl zwischen
den beiden Gruppen wurde der Mann-Whitney U Test genutzt. Mit Hilfe des
Mann-Whitney U Tests kann man prifen, ob und in welcher der beiden Gruppen
signifikant hohere beziehungsweise niedrigere Werte vorhanden sind.
Hinsichtlich des Alters und der Zahnanzahl zeigte sich kein signifikanter
Unterschied und somit eine Gleichverteilung in beiden Gruppen.

Die Hygieneindizes APl und PBI wurden mittels Friedmann- Test auf
Mittelwertsunterschiede untersucht. Aufgrund eines signifikanten Ergebnisses,
das zeigte, dass es zwischen den Werten Unterschiede gibt aber nicht genau
zwischen welchen, folgten weitere Tests. Bei den nachfolgenden Wilcoxon Tests
handelt es sich um unkorrigierte post hoc Tests zu dem zuvor durchgefuhrten
Friedman Test. Bei dem unter Verwendung eines Bonferroni- korrigierten- o-
Fehler- Niveaus das Testergebnis analysiert wurde um festzustellen, welche
Messungen sich genau unterscheiden. Fur die Prufung der Daten galt das o-

Fehler Niveau von 5 %.

FUr die statistische Auswertung der sequenzierten Daten wurden multivariate
Teststatistiken mit dem R-Paket GenePiper durchgefuhrt (Tong and Chan, 2020).
Die Rarefaction-Kurven (Heck Jr et al., 1975) wurden fur die Darstellung der
Probentiefe mit dem R-Paket vegan erstellt (Oksanen et al., 2020). Fur
mikrobiologische Daten wurden Alpha-Diversitats-Messungen mit dem Alpha-
Diversitats-Modul berechnet und mit dem Wilcoxon Test analysiert. Die relativen
Haufigkeiten der zu jedem Stamm gehdrenden Taxa wurden nach ihrem P.g.
Status sowie nach dem Zeitpunkt der Probenentnahme gruppiert. Die Ergebnisse
wurden mit dem R-Paket ggplot2 dargestellt (Wickham, 2011). Um die
statistische  Signifikanz  bezuglich der Unterschiede zwischen den
Mikrobiomproben der beiden Gruppen zu analysieren wurde die permutative
multivariate Varianzanalyse (PERMANOVA) mit der Adonis (Legendre, 1999)
Funktion im R-Paket vegan genutzt. Die Entfernungsmetrik des Mikrobioms
wurde mit der nicht-metrischen multidimensionalen Skalierung (NMDS) (Minchin,
1987) basierend auf Unifrac mit dem R-Paket vegan visualisiert. Die 3D-Graphic

zeigt die dreidimensionale Verteilung der Probe auf drei NMDS-Achsen mit dem

35



R-Package-Plot plotly. Die Analyse der Principle Response Curve (PRC) wurde

unter Verwendung der Standardparameter durchgefihrt.

3 Ergebnisse

3.1 Demographie

Von den 44 in die Studie inkludierten Proband:innen, wurden zwei Probandinnen
aus der Studie wieder ausgeschlossen, da sie zu den nach der Baseline-
Untersuchung folgenden Terminen nicht erschienen sind. Eine weitere
Probandin musste ausscheiden, da sie sich nach dem SC Termin einer
langandauernden oralen Antibiotikatherapie unterziehen musste. So verblieben
41 Proband:innen die in die Studie aufgenommen wurden. Davon befinden sich
20 Proband:innen in der Kontrollgruppe mit einem P.g. negativen Befund und 21
Proband:innen in der Test Gruppe mit einem durch PCR gesicherten Nachweis
von P.g. aus den oral genommenen Abstrichen der Mundschleimhaut und

supragingivalen Plaqueproben der Zahne (siehe Tabelle 10).

Tabelle 10: Demographie der Test- und Kontrollgruppe (MW + SD)

Testgruppe (P.g. positiv)

Kontrollgruppe (P.g. negativ)

N 21 20

Alter 48,05 + 15,90 38,6 + 14,46
Frauen 13 15

Anzahl der Zahne 26,52 + 1,99 26,8 + 1,63

Durch die zur Hilfenahme des Chi-Quadrat- Tests wurde die
Haufigkeitsverteilung zwischen den Geschlechtern als Variable miteinander
verglichen. In Tabelle 11 werden in einer Kreuztabelle die Unterschiede
bezuglich der Verteilung von Frauen und Mannern dargestellt. Durch den Chi-
Quadrat-Test wurde ermittelt, dass sich hinsichtlich der Geschlechterverteilung
kein signifikanter Unterschied zwischen der Test- und der Kontrollgruppe zeigt (p
= 0,368).
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Tabelle 11: Kreuztabelle Geschlechterverteilung

Gruppe

Gruppe Total
P.g. positiv P.g. negativ
Geschlecht mannlich Anzahl 5 8 13
% innerhalb 25,0% 38,1% 31,7%
Gruppe
weiblich Anzahl 15 13 28
% innerhalb 75,0% 61,9% 68,3%
Gruppe
Total Anzahl 20 21 41
% innerhalb 100,0% 100,0% 100,0%

Hinsichtlich des Alters als untersuchten Parameter zeigte der Mann-Whitney U

Test keinen signifikanten Unterschied zwischen der Test- und Kontrollgruppe
(mann-Whitney U = 146,00, z = -1,67, p = 0,095). Dies ist in Tabelle 12 und

Abbildung 6 dargestellt.

Tabelle 12: Altersverteilung der Test- und Kontrollgruppe (MW + SD)

Alter (bis

30.3.18)

Gruppe N %) Median | Std. Min. Max. Percentiles
Deviation 25 75

P.g.neg. | 20 | 40,15 | 37,00 12,06 27,00 | 66,00 | 31,25 51,50

P.g. pos. | 21 | 48,05 | 51,00 16,30 22,00 | 75,00 | 33,00 61,00
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Abbildung 6: Altersverteilung der Kontroll- und Testgruppe. P.g. negative = Kontrollgruppe, P.g. positiv=

Testgruppe

In Tabelle 13 und Abbildung 7 wird die Zahnanzahl als untersuchter Parameter

dargestellt. Auch in diesem Fall zeigt der Mann- Whitney U- Test keinen

signifikanten Unterschied bezuglich der beiden Gruppen (U = 198,00, z = -0,38,

p = 0,726).

Tabelle 13: Zahnanzahl der Teilnehmer von Test- und Kontroligruppe (MW + SD)

Zahnanzahl

Gruppe N %) Median | Std. Min. Max. Percentiles
Valid Deviation 25 75

P.g. neg. 20 26,80 | 28,00 1,67 23,00 | 28,00 | 26,00 28,00

P.g. pos, 21 26,52 | 28,00 2,04 22,00 | 28,00 | 25,00 28,00
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Abbildung 7: Zahnanzahl der Teilnehmer von Kontroll- und Testgruppe. P.g. negativ = Kontrollgruppe, P.g.
positiv = Testgruppe.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die beiden Gruppen bezlglich der
Gruppengrolde, des Geschlechtes, des Alters und der Zahnanzahl gleich verteilt
sind.

3.2 klinische Ergebnisse

Die Werte des klinischen Mundhygieneindizes API, werden in Tabelle 14 und in
der Abbildung 8 in Prozent dargestellt. Wie Tabelle 12 zu entnehmen ist, lag der
API bei der Kontrollgruppe initial bei 32,05 % + 17,76 (MW £ SD) und bei der
Testgruppe initial bei 22,05% + 12,18. Die Werte der V1 Untersuchung zeigen
einen reduzierten API. Durch einen Friedmann- Test wird deutlich, dass es in der
Kontrollgruppe und in der Testgruppe einen signifikanten Unterschied in den API-
Werten der drei Untersuchungszeitpunkte gibt (Kontrollgruppe: chi- quadrat =
13,03; df = 2; p = 0,001) (Testgruppe: chi-quadrat = 7,70; df = 2,00; p = 0,021).
In beiden Gruppen zeigt sich durch einen Wilcoxon- Test nach Anpassung der p-
Werte zur Korrektur der a-Fehler-Kumulierung, dass es nur eine signifikante
Reduktion der API- Werte je Gruppe gibt. Dieser liegt jeweils zwischen der
Baseline und V1 Untersuchung (Kontrollgruppe: z = -3,24; p = 0,003)
(Testgruppe: z = -2,79; p = 0,015). Bezuglich der Messpunkte V1 und V2 sowie
V2 zu Baseline gab es in beiden Gruppen keinen signifikanten Unterschied.
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Vergleicht man die verschiedenen Messzeitpunkte des APl zwischen den
Gruppen mittels eines Mann- Whitney U-Test zeigt sich zu keinem Zeitpunkt ein

signifikanter Unterschied.

Tabelle 14: Approximaler Plaque- Index (APl) in der Kontroll- und Testgruppe an drei
Untersuchungszeitpunkten

Gruppe N %) Std. Min. | Max. | Percentiles
Do 25th | 50th 75th
(Median)
P.g. API 20 | 32,05 17,76 12,00 | 82,00 | 16,00 | 28,50 38,75
negativ | Baseline
(%)
API V1 20 | 19,65 | 11,02 4,00 | 41,00 9,75 19,00 26,75
(%)
API V2 20 | 25,30 | 13,86 0,00 | 58,00 | 18,00 | 23,00 35,00
(%)
P.g. API 21 | 22,05 12,18 0,00 | 44,00 | 13,00 | 21,00 33,00
positiv | Baseline
(%)
API V1 21 | 16,33 | 9,97 0,00 | 35,00 | 10,00 | 15,00 23,00
(%)
API V2 21 | 21,67 | 11,95 0,00 | 46,00 | 12,50 | 24,00 29,00
(%)
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Abbildung 8: Boxplot- Diagramm mit Darstellung des API in Prozent der Kontroll- und Testgruppe an drei
Untersuchungszeitpunkten. V1 = 1.Visite nach BL Untersuchung, V2 = 2. Visit nach BL Untersuchung. P.g.
negativ = Kontrollgruppe, P.g. positive = Testgruppe. Signifikanter Unterschied zwischen BL und V1 der
Kontrollgruppe *p=0,003, Baseline und V1 der Testgruppe **p=0,015.

In Tabelle 15 und Abbildung 9 sind die erhobenen Daten zu dem Papillen-
Blutungs- Index dargestellt. Initial wurde der PBI bei der Baseline Untersuchung
erhoben. Hier betrug der Wert in der Testgruppe 0,19 £+ 0,19 und in der
Kontrollgruppe 0,25 + 0,19. Bei dem nachst folgenden Untersuchungstermin V1,
stellte sich in beiden Gruppen ein niedrigerer Wert des PBI dar. Acht Wochen
nach der Therapie bei der V2 Untersuchung, nahert sich der Wert in beiden
Gruppen jedoch dem Ausgangswert wieder an. Das wird durch den Friedmann-
Test dargestellt und zeigt fur die Kontrollgruppe (chi- quadrat = 11,86; df = 2,00;
p = 0,003) und die Testgruppe (chi- quadrat = 14,00; df = 2,00; p = 0,001) jeweils
einen signifikanten Unterschied bezlglich der verschiedenen
Untersuchungstermine. Auch bezlglich des PBI zeigte sich durch Wilcoxon-
Tests nach Anpassung der p-Werte zur Korrektur der a-Fehler-Kumulierung,
dass es nur eine signifikante Reduktion der PBI- Werte je Gruppe gibt. In beiden
Gruppen liegt der signifikante Unterschied zwischen der BL- und der V1-
Untersuchung (Testgruppe: z = -3,13, p = 0,006) (Kontrollgruppe: z = -3,00, p =

0,009). Beim Vergleich der anderen Messzeitpunkte konnte bei beiden Gruppen
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kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Auch beim Vergleich der

Messzeitpunkte zwischen der Test- und Kontrollgruppe mittels des Mann-

Whitney U-Test konnte kein signifikanter Unterschied aufgezeigt werden.

Tabelle 15: Papillen- Blutungs- Index (PBI) der Kontroll- und Testgruppe an drei Untersuchungszeitpunkten

Gruppe N %) Std. Min. | Max. | Percentiles
Deviatio 25th [ 50th 75th
n (Median)
P.g. PBI 20 | 0,25 0,19 0,00 | 0,77 | 0,11 0,21 0,38
negati | Baseline
v PBI V1 20 | 0,14 0,12 0,00 | 0,38 | 0,05 0,11 0,24
PBI V2 20 | 0,26 0,25 0,00 | 0,79 | 0,04 0,17 0,45
P.g. PBI 21 | 0,19 0,19 0,00 | 0,82 | 0,05 0,11 0,30
positiv | Baseline
PBI V1 21 | 0,08 0,07 0,00 | 0,21 | 0,00 0,07 0,15
PBI V2 21 | 0,16 0,20 0,00 | 0,89 | 0,02 0,08 0,21
100 [ - , Gruppe
B P.g. negativ
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0.80 9
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Abbildung 9: Boxplot- Diagramm mit Darstellung des PBI der Kontroll- und Testgruppe an drei

Untersuchungszeitpunkten. V1 = 1.Visite nach BL Untersuchung, V2 = 2. Visit nach BL Untersuchung. P.g.

negativ = Kontrollgruppe, P.g. positive = Testgruppe. Signifikanter Unterschied zwischen BL und V1 der

Kontrollgruppe *p=0,009, BL und V1 der Testgruppe **p=0,006.
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3.3 mikrobiologische Ergebnisse

Die hier aufgefuhrte Untersuchung der Ergebnisse bezieht sich auf die Analyse
der Proben des oralen Mikrobioms. Der Datensatz enthalt 41 Proband:innen mit
den Untersuchungszeitpunkten (BL, V1, V2).

Der Artenreichtum und die Probentiefe der Proben in dieser Untersuchung
werden durch die Rarefraction-Kurve dargestellt. Die Rarefraction-Kurven (Heck
Jr et al., 1975) wurden mit dem R-Paket vegan erstellt (Oksanen et al., 2020).
Fur jede der Proben erreichten die Kurven ein Plateau, wenn die ProbengrofRe >
ca. 5000 war, was darauf hinweist, dass die Sequenzierungstiefe fur alle Proben

ausreichend ist.
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Abbildung 10: Rarefraction-Kurve. Die Kurve zeigt einen ausreichenden Probentiefe fiir die Profilerstellung
des oralen Mikrobioms.
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Die Alpha-Diversitat beschreibt die Anzahl der Arten in einem Habitat. Hier
handelt es sich bei dem Lebensraum um die Mundhoéhle. Das Ausmal} der Alpha-
Diversitat innerhalb der klinischen Proben wurde mit zwei unterschiedlichen
Ansatzen bewertet. Die Abbildung 11 zeigt die Bewertung der Anzahl der ASVs
(amplicon sequence variants, beobachtete Anzahl der Arten; Observed) fur jede
Probe sowie die Bewertung anhand des Shannon-Index (Shannon). Der
Shannon Index beschreibt unter Berlicksichtigung der Artenzahl und der Anzahl
der Individuen je Art, die Vielfalt der auszuwertenden Daten. Es wurden die
Alpha-Diversitatsniveaus innerhalb der Test- und Kontrollgruppe verglichen bzw.
anhand des Wilcoxon-Rank-Test abgeleitet. Es gab keinen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Alpha-Diversitaten. Die Proben wurden auch
nach Zeitpunkt gruppiert: BL, V1, V2 wie in Abbildung 12 fir die P.g. negative
Kontrollgruppe und in Abbildung 13 fur die P.g. positive Testgruppe dargestellit.
Zwischen den drei Zeitpunkten wurden keine statistisch signifikanten
Unterschiede beobachtet.
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Abbildung 11: Vergleich der Alpha-Diversitdt der beiden Studiengruppen, gemessen beobachteten
Artenreichtum (The number of ASVs, links im Bld) und dem Shannon Index (rechts im Bild); NS zeigt keinen
signifikanten Unterschied an. Status_0 = P.g. negative Kontrollgruppe, Status_1 = P.g. positive Testgruppe.
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Abbildung 12: Vergleich der Alpha-Diversitdt an drei Versuchszeitpunkten der P.g. positiven Gruppe,
gemessen an dem beobachteten Artenreichtum (The number of ASVs, links im Bild) und dem Shannon
Index (rechts im Bild); NS zeigt keinen signifikanten Unterschied an. Status_1 = P.g. positive Testgruppe,
BL = Baseline Untersuchung, 12-16_days = V1, 8_weeks = V2t.
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Abbildung 13: Vergleich der Alpha-Diversitédt an drei Versuchszeitpunkten der P.g. negativen Gruppe,
gemessen an dem beobachteten Artenreichtum (The number of ASVs, links im Bild) und dem Shannon
Index (rechts im Bild); NS zeigt keinen signifikanten Unterschied an. Status 0 = P.g. negative

Kontrollgruppe, BL = Baseline Untersuchung, 12-16_days = V1t, 8_weeks = V2.

Die Profile wurden unter Verwendung von Ordinationsverfahren weiter analysiert,
wobei die  Ergebnisse in  nicht metrischen mehrdimensionalen
Skalierungsdiagrammen (NMDS) visualisiert wurden. Die NMDS-Analyse wird
haufig verwendet, um Ahnlichkeiten/Unterschiede in der jeweiligen
taxonomischen Zusammensetzung verschiedener Mikrobiomproben
aufzuzeigen, basierend auf der Beta-Diversitat jeder Probe. Die Beta-Diversitat
beschreibt den Unterschied in der Artenvielfalt von Gemeinschaften. Die
Unterschiede in den Proben Uber die drei Versuchszeitpunkte in jeder Gruppe
wurden durch permutative multivariate Varianzanalyse (PERMANOVA) getestet.
Bei der Unterteilung der Daten nach Untersuchungszeitpunkten zeigte sich keine
statistische Signifikanz. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 zusammengefasst und

grafisch in dem Streudiagramm Abbildung 15 dargestellt.
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Tabelle 16: PERMANOVA-Statistikpriifung

Status Time1 Time2 p value R2

Satus_0 BL 12-16_days 0,757 0,021024
Status 0 BL 8 weeks 1 0,010128
Status_0 12-16_days 8 weeks 0,868 0,019004
Status_1 BL 12-16_days | 0,987 0,014442
Status_1 BL 8 weeks 1 0,011101
Satus_1 12-16_days 8 _weeks 0,993 0,012836

PERMANOVA  Statistik  identifiziert keine  signifikanten Unterschiede  zwischen  den
Untersuchungszeitpunkten der Gruppen.
BL = Baseline Untersuchung, 12-16_days = 1. Visit, 8_weeks = 2. Visit.

In dem Streudiagramm (Abb. 15) werden die Daten der Proben mittels NMDS
(Non-metric Multi-dimensional Scaling) dargestellt. Jeder Punkt stellt eine Probe
dar. Der relative Abstand zwischen den Punkten stellt den Unterschied in den
Mikrobiom Profilen dar. Die Verteilung zeigt keine zu beobachtende Gruppierung
bezlglich der Untersuchungszeitpunkte oder des P.g. Status auf den NMDS

Ordinationen.
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Abbildung 15: NMDS Analyse, die Verteilung des oralen Mikrobioms aller Proben aus dieser Studie wurden
visualisiert und damit die Beziehung zwischen den Proben in diesem Diagramm dargestelit.

BL = Baseline Untersuchung, 12-16_days = 1. Visit, 8 _weeks = 2. Visit, Status_0 = P.g. negative
Kontrollgruppe, Status_1 = P.g. positive Testgruppe.

Zur Bestimmung der Phylumverteilung wurde die relativen Haufigkeiten von
Taxa, die zu jedem Phylum gehoren nach ihrem P.g. Status, sowie nach dem
Zeitpunkt der Probenahme (BL, V1, V2) gruppiert und in Abbildung 16 und 17
dargestellt. Wobei die Ergebnisse mit dem R-Paket ggplot2 gezeichnet wurden
(Wickham, 2011). Firmicutes war das am haufigsten nachgewiesene Phylum,
entsprechend ca. 40% der Sequenzen in allen Proben. Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria und Fusobacteria waren jeweils bei ca. 9-17% in
jeder Probe. Es gab keine signifikanten Unterschiede in den relativen
Haufigkeiten der Phyla zwischen den drei Probenentnahmezeitpunkten oder

zwischen den beiden P.g. -Statusgruppen.

48



0.4

B status_0
[ status_1

o
s

Relative Abundance
o
N

0.11

Abbildung 16: Phylumverteilung. Es zeigt sich keinen signifikanten Unterschied bei der Phylumverteilung
zwischen der Kontroll- und Testgruppe. Status_0 = P.g. negative Kontrollgruppe, Status_1 = P.g. positive

Testgruppe.
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Abbildung 17: Phylumverteilung. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied bei der Phylumverteilung
zwischen den Verschiedenen Untersuchungszeitpunkten. BL = Baseline Untersuchung, 12-16_days = 1.
Visit, 8_weeks = 2. Visit.

Das Kernmikrobiom beschreibt das am wenigsten variable Mikrobiom eines
Biotops. Es wurde nach zwei Grenzwerten, der Abundanz und Pravalenz gefiltert.
Verschiedene Kombinationen der beiden Grenzwerte wurden getestet.
SchlielBlich wurde der Abundanz-Grenzwert auf 0,05%, welcher nur Taxa

umfasst, deren relative Haufigkeit mehr als 0,05% der Gesamtmenge ausmacht
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und der Pravalenz Grenzwert auf 50%, d.h. das jeweilige Taxon erscheint in 50%
aller Proben, gesetzt.

Wie in Abbildung 18 und 19 dargestellt, waren im Allgemeinen die
Zusammensetzungen der 30 am haufigsten vorkommenden Taxa und der Top
30 des Kernmikrobioms in den beiden Gruppen ahnlich. Einige Arten (ASVs)
weisen Unterschiede in ihren jeweiligen relativen Haufigkeiten zwischen den
beiden P.g. Statusgruppen auf, zum Beispiel Haemophilius parrainfluenzae und
Rotharia mucilaginosa.

Der Streptococcus oralis dentasani (HMT-058) kam in den Mundhohlen aller
Probanden sehr haufig vor (ca. 2 %). Wenn man sich die Anordnung der
nachgewiesenen Arten ansieht, erscheint sie fur das orale Mikrobiom des

Menschen ziemlich typisch zu sein.
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Abbildung 18: Taxa mit der hdchsten relativen Héaufigkeit in Prozent. Status_0

Kontrollgruppe, Status_1 = P.g. positive Testgruppe.
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Abbildung 19: Top 30 Stdmme des Kernmikrobioms in Prozent. Status_0

Status_1 = P.g. positive Testgruppe.

53



Die Principal-Response- Kurve (Van den Brink and Braak, 1999) (Abbildung 20)
wurde mit dem R-Paket vegan geplottet. Die PRC-Methode destilliert die
Komplexitat der zeitabhangigen Auswirkungen von Behandlungseffekten heraus
und stellt diese in einer grafischen Form dar. Die PRC-Methode ermdglicht auch
eine quantitative Interpretation der Effekte auf Artenebene (Van den Brink and
Braak, 1999).

Die Ergebnisse zeigen, dass P.g. der deutlichste Indikator fur den Unterschied
zwischen den beiden P.g.-Statusgruppen ist. Dies ist zu erwarten und stimmt mit
der ursprunglichen Klassifizierung Uberein.

Rothia mucilaginosa und Leptotrichia wadei zeigen grof3e Unterschiede
zwischen den beiden Statusgruppen. Rothia mucilaginosa, ein gram-positiver
Kokkus aus der Familie der Micrococcaceae, gilt als Teil der normalen Mikroflora
des menschlichen Mundes und der oberen Atemwege. Obwohl dieser
Organismus als wenig virulent gilt, wird er zunehmend als opportunistisches
Pathogen erkannt das vor allem immungeschwachte Wirte befallt (Maraki and
Papadakis, 2015). Leptotrichia-Arten sind unbewegliche fakultativ anaerobe
Bakterien, die hauptsachlich in der Mundhohle und einigen anderen Teilen des
menschlichen Korpers vorkommen. Leptotrichia wadei gehort unter anderen zu
den gultigen Arten der Leptotrichiacae. Einige Arten bendtigen fur ihr Wachstum
Serum oder Blut. Alle Arten fermentieren Kohlenhydrate und produzieren
Milchsaure, die mit Karies in Verbindung gebracht werden kann. Als
opportunistische Krankheitserreger sind sie an einer Vielzahl von Krankheiten
beteiligt und wurden sowohl von immungeschwachten als auch von
immunkompetenten Personen isoliert. Mukositis, orale Lasionen, Wunden und
Abszesse konnen fur eine Leptotrichia-Septikdmie pradisponieren (Eribe and
Olsen, 2017).

Das Vorhandensein beider Keime ist mit einem P.g. positiven Status verbunden.
Dieser Effekt ist zum Untersuchungszeitpunkt V1 am hochsten. Bei V2 ahnelt der
Wert von Rothia mucilaginosa und Leptotrichia wadei wieder dem Ausgangswert
von der BL- Untersuchung, wie durch die umgekehrte V-Form angezeigt. Wobei

der Peak dem V1 Zeitpunkt entspricht.
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Abbildung 20: Die Principal-Respons-Kurve zeigt, dass der deutlichste Indikator fiir einen Unterschied
zwischen den beiden Gruppen P.qg. ist. Die Zeit in Tagen ist auf der x- Achse dargestellt. Auf der y-Achse
wird der Unterschied zwischen den beiden Gruppen dargestellt. Je weiter von der x-Achse entfernt, desto
stérker unterscheiden sich die Testgruppen von der Kontrollgruppe. Status 0 = P.g. negative
Kontrollgruppe, Status_1 = P.g. positive Testgruppe.

4 Diskussion

4.1 Fragestellung

Die hier vorliegende Studie befasst sich mit der Entwicklung des oralen
Mikrobioms in Abhangigkeit von Porphyromonas gingivalis. Alle intraoralen
Flachen und Nischen stellen Lebensraume fur Mikroorganismen dar. Bei P.g.
positiven und P.g. negativen parodontal gesunden Proband:innen findet eine

intensive Reinigung dieser oralen Habitate statt. Verglichen wird die Entwicklung
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des Mikrobioms vor und nach der ProphylaxemalRnahme in Bezug auf die
verschiedenen P.g. Status.

Eine vorangegangene Studie hat bereits gezeigt, dass die intensive Reinigung
mit dem Pulver-Wasser-Strahl- Gerat, als Erganzung zum supragingivalem
Debridement mittels Handinstrumenten zur besseren Unterdrickung des Roten
Komplexes fuhrt (Reinhardt et al., 2019).

4.2 Material und Methoden

4.2.1 Probanden

65 Proband:innen lie3en sich aus eigenem Antrieb fur diese Studie anhand der
Ein- und Ausschlusskriterien screenen. Davon nahmen schlussendlich 41
Proband:innen an allen Untersuchungen teil und wurden in die Studie
aufgenommen. Primar lag das Interesse bei der Auswahl von geeigneten
Proband:innen auf der parodontalen und allgemeinanamestischen Gesundheit
der Studienteilnehmer:innen. Der parodontale Gesundheitsstatus wurde dabei
durch den Parodontalen Screening Index (PSI) und die systemische Gesundheit
durch eine anamnestische Abfrage sichergestellt.

Da im Laufe der Jahre viele Studien den Nachweis erbracht haben, dass
parodontale Erkrankungen mit einigen systemischen Erkrankungen wie z.B.
Herz-Kreislauf Erkrankungen, Diabetes Typ IlI, Krebs Erkrankungen und
Alzheimer in Verbindung stehen (Bui et al., 2019, Whitmore and Lamont, 2014,
Kim and Amar, 2006), wurde darauf geachtet hauptsachlich systemisch gesunde
Patient:innen an der Studie teilnehmen zu lassen. Der Ausschluss von
Bluthochdruck Patient:innen ist auf Grund des hohen Aufkommens jedoch nicht
in Ganze gelungen, somit wurde auch die Einnahme von Antihypertensiva in Kauf
genommen. Laut der Ergebnisse der Studie zur Gesundheit Erwachsener in
Deutschland (DEGS1), leiden ca. ein Drittel der Erwachsenen in Deutschland an
Hypertonie. In der hochsten untersuchten Altersgruppe von 70-79 Jahren sind es
sogar bis zu 75% (Neuhauser et al., 2013).

Raucher:innen wurden nicht explizit von der Studie ausgeschlossen, jedoch
ergab es sich zufallig, dass keine Raucher:innen an der Studie teilgenommen
haben. Das kann dadurch begrundet sein, dass nach dem Tabakatlas
Deutschland 2015 und 2020 seit Jahren die Anzahl der Raucher:innen in
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Deutschland  rucklaufig ist. AulRerdem haben Raucheriinnen ein
erwiesenermallen hoheres Risiko an einer Parodontitis zu erkranken und sind
deshalb oft nicht fur diese Studie geeignet (Bosco et al., 2007, Bergstrom, 1989).
Die Altersgruppe mit dem hochsten Anteil von Raucher:innen liegt zwischen 18
und 25 Jahren. Ende der 1990ger Jahre rauchte in dieser Gruppe jede zweite,
2015 nur noch jede dritte Person. Auch im Vergleich ab einem Alter von 15
Jahren und alter zeigen sich sinkende Zahlen bei den Rauchenden. 1992 waren
es 28,8% der Deutschen, 2017 waren es nur noch 22,4%.

Das durchschnittliche Alter lag in der P.g. positiven Testgruppe bei 48,5 Jahren
und bei der P.g. negativen Kontrollgruppe bei 40,15 Jahren

Nur 5 der insgesamt 41 Probanden gehoren der Altersgruppe der jungeren
Senior:innen (65 bis 74-Jahrige) an. Dies kann ursachlich darin begrindet sein,
dass das prozentuale Vorkommen einer Parodontalerkrankung mit dem Alter
steigt und damit altere Probanden fur diese Studie 6fter nicht in Frage kamen. In
der Gruppe der jungeren Erwachsenen (35 bis 44- Jahrige) liegt das Vorkommen
von Parodontalererkrankungen bei 52% bei den jungeren Senioren (65-72-
jahrige) bei 65% (Jordan et al., 2014).

Das Alter spielt auch eine Rolle bei der Verteilung der Senior:innen in die P.g.
Statusgruppen. Mit dem Alter steigt die Pravalenz des Keimvorkommens. Dies
erklart, warum nur einer der jungeren Senior:iinnen der P.g. negativen Gruppe
angehort. Bereits 1998 wurde das Alter als Risikofaktor fur den Nachweis von
P.g. erkannt (Umeda et al., 1998). 2007 veroffentlichte eine Studie die
Erkenntnis, dass das Alter ein signifikanter Faktor fur die Wahrscheinlichkeit des
Vorkommens von P.g. ist (Kononen et al., 2007).

Nur ca. 30% der Proband:innen, die an der Studie teilgenommen haben sind
mannlich. Das mag daran liegen, dass Manner ein hoheres Risiko haben an einer
chronischen Parodontitis zu erkranken. Zahlreiche epidemiologische Studien
haben das gezeigt (Albandar, 2002, Burt, 2005, Corbet et al., 2001, Mack et al.,
2004, Susin et al., 2005).

Die Verteilung der Proband:innen in die Test- und Kontrollgruppe erfolgte anhand
des P.g. Status, der durch die Testung der bei der Screening Untersuchung
genommenen Proben verifiziert wurde. Da der Fokus dieser Studie auf den
Entwicklungszusammenhangen des oralen Mikrobioms in Abhangigkeit von P.g.

liegt, wurde auf weitere Gruppenzuweisungen nach Alter, Geschlecht,

57



Mundhygienestatus etc. verzichtet. Bei 61 der gescreenten Proband:innen wurde
der P.g. Status erhoben. Vier Proband:innen stellten sich bereits durch andere
Ausschlusskriterien als nicht geeignet fur die Studie heraus. Von den 61
getesteten Personen war bei 23 parodontal gesunden Proband:innen P.g.
nachweisbar, somit lag das P.g. Vorkommen bei 37,7%. Im Gegensatz zu den in
der Literatur angegebenen Pravalenzen ist die Zahl mit 37,7% etwas hoher. Bei
Griffen et al. (1998) wurde P.g. nur bei 25% der gesunden Probanden, aber bei
79% der parodontal erkrankten Probanden nachgewiesen (Griffen et al., 1998).
Puig-Silla et al. (2012) beschreibt mit einer 27% igen P.g. Pravalenz bei

parotontal gesunden in ahnlicher Hohe wie Griffen et al. (1998).

4.2.2 Studiendesign

Bei der hier vorliegenden Studie handelt es sich um eine nicht-randomisierte,
kontrollierte, klinische Interventionsstudie. Die klinische Intervention besteht aus
einer konventionellen zahnmedizinischen Prophylaxemallnahme mit dem
Einsatz eines niedrigabrasiven Luft-Pulver-Wasserstrahls, die bei beiden
Studiengruppen gleichermallen durchgefuhrt wurde. Nicht- randomisiert ist diese
Studie, da die Proband:innen nicht durch das Zufallsprinzip der Pruf- oder
Vergleichsgruppe zugeteilt wurden, sondern dass der im Screening getestete
P.g. Status Uber die Gruppenzugehdrigkeit entschieden hat. Um die
Fragestellung dieser Studie zu beantworten, war es notwendig die Proband:innen
anhand des P.g. Status in zwei parallele Gruppen einzuteilen, beide Gruppen
erfuhren die gleiche Intervention. Somit soll dem Entwicklungszusammenhang
des oralen Mikrobioms in Abhangigkeit von P.g. durch die Probenentnahme und
mikrobielle Auswertung nachgegangen werden. Da keine unterschiedlichen
Behandlungsmethoden durchgefuhrt wurden und der Unterschied der Gruppen
in dem Vorhandensein eines Keims liegt, konnen die Proband:innen auch nicht
als ihre eigene Kontrolle dienen. Somit ist weder das cross-over-, noch das split-

mouth-Design zur Anwendung geeignet.

4.2.3 Erhebung klinischer Parameter

Die parodontale Gesundheit der teilnehmenden Personen wurde anhand des PSI

Uberpruft. Nur Personen mit einen PSI Code von = 2 wurden als parodontal

gesund diagnostiziert und konnten an der Studie teilnehmen. Allen Patient:innen
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mit einer hoheren PSI Bewertung wurden daruber aufgeklart, dass eine
Vorstellung und Abklarung des Befundes durch ihren Hauszahnarzt bzw. ihre
Hauszahnarztin notwendig sei. Seit 2002 wird der PSI von der Deutschen
Gesellschaft fur Parodontologie fur das parodontale Screening bei der
zahnarztlichen Routineuntersuchung zur Fruherkennung einer Parodontitis
empfohlen (Wolf et al., 2004). Vorteile des PSI sind die relativ schnelle, einfache
Aufnahme und die Einbeziehung aller Zahne in die Beurteilung. Zusatzlich gibt
der PSI fur die entsprechende Codierung je eine Therapieempfehlung an. Als
nachteilig erweist sich jedoch, dass durch die Beurteilung eines Sextanten mit
einer Codierung nicht unterschieden werden kann, ob es sich um lokalisierte oder
generalisierte parodontale Problematiken handelt. Aulerdem kdonnen
Pseudotaschen, die durch das Vorliegen einer Gingivitis entstehen konnen zu
einer falschen PSI Codierung fuhren (Cutress et al., 1978).

Patient:innen, die sich freiwillig fur die Teilnahme an einer zahnmedizinischen
Studie melden, kann man eventuell auch ein hoheres Interesse an der eigenen
Mundhygiene unterstellen. Daher geht es bei der Plaquekontrolle im
Zusammenhang mit der Studie eher nicht darum, dass man die Patient:innen zu
einer guten Mundhygiene motivieren muss, sondern, dass man die Bereiche, die
schwer zu erreichen sind auf das Vorhandensein von Plaque kontrolliert. Somit
hat sich der Approximale-Plaque-Index nach Lange als gut geeignet fur diese
Studie erwiesen. Es werden die schwerer zuganglichen Approximalraume
bewertet und der Index ist schnell zu erheben, da man die zu Uberprifenden
Bereiche dichotom bewertet. Die prozentuale Berechnung vereinfacht die
Bewertung des Indexes. Aul3erdem korreliert der API durch die Bewertung der
Approximalraume nur von der fazialen oder oralen Zahnseite mit dem PBI nach
Saxer und Muhlemann. Der PBI wir graduell erhoben und als durchschnittlicher
Schweregrad angegeben und ist deswegen fur die Praxis auf Grund des
Aufwandes eher ungeeignet. Ein entzindliches Vorgehen der Gingiva lasst sich
aber mit dem PBI so gut wie mit den Ublichen anderen Indizes wie z.B. dem
Sulcus Blutungs Index (SBI) darstellen. Das zeigt eine Studie in der positive,
offensichtliche und statistisch hoch signifikante Korrelationen zwischen dem PBI
und SBI aufgezeigt wurden. Daruber hinaus ergab der Vergleich des PBI mit der
histologischen Bestimmung der Entzindung einen deutlichen Anstieg der Menge

an entzundlichem Infiltrat, wenn die PBI -Werte anstiegen (Engelberger et al.,
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1983). Dadurch wird der Zusammenhang zwischen steigendem PBI Grad und
steigendem Entzundungsgrad der Gingiva verdeutlicht und die Eignung des PBIs

zur Darstellung des Entzindungszustandes der Gingiva gerechtfertigt.

4.2.4 Erhebung mikrobiologischer Parameter

Um den Nachweis von P.g. bei den Patientiinnen zu erbringen, erfolgte die
mikrobiologische Probenentnahme durch eine kombinierte Probe von
supragingivaler Plaque und einem Abstrich der Mundschleimhaut. Zur
ausreichenden Bakteriengewinnung aus allen oralen Habitaten haben sich
solche zweizeitigen Probenentnahmen bereits als effektiv bewiesen (Beikler et
al., 2006).

Die beim SC der Proband:innen gewonnenen Proben wurden im Labor fur
experimentelle Parodontologie der Uniklinik Dusseldorf analysiert.

Zur |dentifikation von P.g. in den Proben wurde die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) genutzt. Mittels der PCR wurden die Proben dichotom nach dem
Vorhandensein von dem Parodontalkeim P.g. bewertet. Die PCR ermoglicht also
eine Aussage dariiber ob der Keim P.g. vorliegt oder nicht. Uber die Anzahl der
detektierten Keime kann nur Uber die Intensitat der entstandenen Banden eine
Aussage getroffen werden. Zur quantitativen Bestimmung der Keime ware eine
WeiterfUhrung der PCR, die quantitative real-time-PCR geeignet. Fur das erste
Screening der Proband:innen war die Untersuchung mit der konventionellen PCR
ausreichend, da es um den Beweis des Vorliegens von P.g. ging. Alternativ zur
PCR hatte die Kultivierung der Bakterien genutzt werden konnen, welche seit
langem als Referenzdiagnostik in der mikrobiellen Diagnostik gilt und aus der ein
groRer Teil unseres Wissens zur parodontalen Mikrobiologie ursprunglich stammt
(Sanz et al., 2004). Die PCR ist der bakteriellen Kultivierung jedoch in Bezug auf
die Sensitivitat und Spezifitat uberlegen (Suzuki et al., 2005, Riggio et al., 1996).
Die DNA aus den in den nachfolgenden Behandlungen (BL, V1, V2) gewonnenen
Proben wurden zur Weiterverarbeitung und Analyse an ein Labor der Universitat
Hong Kong (Dr. Rory M. WATT, Applied Oral Sciences & Community Dental Care
Faculty of Dentistry, University of Hong Kong) geschickt. Die Sequenzierung der
bakteriellen DNA erfolgt anhand der vom Hersteller lllumina entwickelten

Methode, welche zur Sequenzierung der nachsten Generation (NGS) gehort.
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Es existieren diverse Methoden zur Definition eines Mikrobioms. Darunter die
Technik der Kultivierung und die Techniken des Next Genereation Sequencing
(NSG).

Kulturabhangige Methoden sind um die Antibiotikaempfindlichkeit oraler
Mikroben zu bestimmen und die Pathogenitat einzelner Spezies zu beurteilen
aulerst natzlich (Genco, 1991, Slots and Jorgensen, 2000). Jedoch fur andere
diagnostische Zwecke stellen sie sich als arbeitsintensiv, kostspielig und nicht so
umfassend wie die molekularen DNA-basierten Technologien dar, die die
Notwendigkeit einer Kultur umgehen (Krishnan et al., 2017).

NGS haben in den letzten Jahren die Erforschung der mikrobiellen Vielfalt
revolutioniert. Es gibt eine Reihe verschiedener NGS-Plattformen, die
unterschiedliche Sequenzierungstechnologien verwenden. Darunter Roche /454
(Roche 454 Life Sciences, Branford, CT), Applied Biosystems / SOLID (Life
Technologies, Carlsbad, CA) und das hier verwendete lllumina/Solexa (lllumina,
San Diego, CA). Alle NGS-Plattformen fuhren die Sequenzierung von Millionen
kleiner DNA-Fragmente parallel und in kurzer Zeit durch.

Die 454 Pyrsequenzierung wurde 2013 eingestellt (Slatko et al., 2018).

Einer der Schwachen des SOLiD-Systems ist die lange Laufzeit von ca. 6 Tagen
(Pozhitkov et al., 2011).

In den letzten Jahren hat sich lllumina mit einer Reihe von Instrumenten wie
HiSeq, HiSeq X, NextSeq 500 und dem hier verwendeten MiSeq mit
unterschiedlichen Fahigkeiten fur die Sequenzierungslange und Anzahl der
Reads zum Marktfuhrer entwickelt (Krishnan et al., 2017). Ein einzelner Lauf
kann in nur 4 h Laufzeit Ausgabedaten von bis zu 15 Gb erzeugen und bis zu 25
Mio. Single-Reads und 50 Mio. Paired-End-Reads ausgeben. Somit bietet MiSeq
eine ideale Plattform fur schnelle Durchlaufzeiten. MiSeq ist auch ein
kostengunstiges Werkzeug fur verschiedene Analysen, die sich auf die gezielte
Gensequenzierung (Amplikonsequenzierung und Zielanreicherung),

Metagenomik und Genexpressionsstudien konzentrieren (Ravi et al., 2018).

4.3 Ergebnisse

Bekannt ist, dass das Parodontitis assoziierte Mikrobiom eine hohere
Artenvielfalt und Bakterienreichtum als das Mikrobiom einer gesunden Person

aufweist (Yamashita and Takeshita, 2017, Costalonga and Herzberg, 2014,
61



Abusleme et al., 2013, Shi et al., 2018). Es kommen trotzdem auch Keime, die
mit einer Parodontitis in Verbindung gebracht werden bei Gesunden vor, wie in
dieser Studie der Keim P.g.. Eine vorangegangene Studie hat gezeigt, dass sich
durch die adjuvante Luft-Pulver-Wasserstrahl-Behandlung, besonders in den
ersten Tagen nach Behandlungsbeginn eine erkennbare Reduktion von P.g.
erreichen lasst. Somit scheint diese Art der Behandlung einen Effekt auf die
Keimreduktion zu haben. Die Beobachtungen von Reinhardt et al. zeigten, dass
das LPW in der Lage ist, die in den intraoralen Habitaten befindlichen Keime im
Gegensatz zur alleinigen professionellen Zahnreinigung zu erreichen und somit
eine starkere Reduktion der Keime zu bewirken (Reinhardt et al., 2019). Lu et al.
zeigten, dass durch die Behandlung mit Ultraschallscaler und dem LPW die
Pathogenitat des subgingivalen Mikrobioms reduziert wurden. Das erfolgt durch
die Reduzierung der mikrobiellen Diversitat und damit dem Anteil der
Parodontitis-assoziierten Keime und des pathogenen Metabolismus. Es half,
eine ausgewogene subgingivale Gemeinschaft und einen stabilen parodontalen
Zustand uber einen Zeitraum von 3 Monaten aufrecht zu erhalten (Lu et al.,
2019). Damit hat sich die Behandlungsmethode mit dem LPW als geeignet zur
Anwendung in dieser Studie erwiesen, um die Entwicklung des oralen
Mikrobioms in Abhangigkeit von P.g. nach der Anwendung dieser
Behandlungsmethode zu untersuchen. Aber die Hypothese, dass eine intensive
Reinigung aller intraoralen Habitate mittels des LPWs zu einer signifikanten
Reduktion der sich in der Mundhdhle befindlichen Keime und zu einer
Veranderung des Mikrobioms in Abhangigkeit von P.g. fuhren wurde, hat sich
nicht bestatigt. Im Gegensatz zur Erwartung, resultierte die Zahnreinigung
inklusive des Abstrahlens aller intraoralen Habitate mit dem LPW in beiden
Gruppen nicht in einem signifikant reduzierten Level der Alpha Diversitat und
fuhrte zu keiner Veranderung der jeweiligen Mikrobiomzusammensetzung. Bei
dem Vergleich der Alpha Diversitaten zwischen den beiden Gruppen und
zwischen den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten ist kein signifikanter
Unterschied erkennbar. Daraus erfolgt die Annahme, dass sich die Anzahl der
Arten in den Habitaten durch die vorangegangene Behandlung nicht in
aussagekraftiger GrofRe verandert hat. Basierend auf der Beta Diversitat zeigt die
NMDS Analyse in dieser Studie keine erkennbare Haufung in Bezug auf die

Untersuchungszeitpunkte oder den P.g. Status, was ebenso fur keine
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unterschiedliche Entwicklung bzw. keine Unterschiede in Bezug auf die
Artenvielfalt bei den verschiedenen Proben spricht.

Kato et al. zeigten in einer Studie, bei der Mausen lebende P.g. Stamme zweimal
die Woche fur funf Wochen verabreicht wurden, dass sich durch die orale
Verabreichung von P.g. eine Veranderung in dem Darmmikrobiom der Mause
induzierte, jedoch war der Unterschied zwischen den beiden getesteten
Mausegruppen auch hier nicht signifikant (Kato et al., 2018). Somit lasst sich
eventuell die These aufstellen, dass P.g. bei Gesunden mit einem sich in einer
Eubiose befindenden Mikrobiom keinen grol3en Effekt auf die Zusammensetzung
hat und auch die Behandlung mittels LPW bei gesunden Proband:innen fur keine
Veranderung in der Artenvielfalt sorgt. Im Falle einer Erkrankung mit einer
Parodontitis ist es ja auch so, dass diese Erkrankung nicht durch eine einzelne
Spezies verursacht wird, sondern durch ein Konsortium von Spezies, die
wahrscheinlich in sehr geringer Anzahl harmlos in der Mundhdhle leben. Im
Wesentlichen sind orale bakterielle Erkrankungen wie die Parodontitis
opportunistische Infektionen, die unter geeigneten Umstanden und bestimmten
Bedingungen auftreten (Krishnan et al., 2017). Das heil3t, dass die Pathogenese
der Parodontitis polymikrobielle Synergie und Dysbiose umfasst (Hajishengallis
and Lamont, 2012). Die Dysbiose des parodontalen Mikrobioms bedeutet eine
Veranderung der relativen Haufigkeit einzelner Komponenten der bakteriellen
Gemeinschaft im Vergleich zu ihrer Haufigkeit im gesunden Zustand, was zu
Veranderungen im Wirts-Mikroben-Crosstalk fuhrt, und somit zu destruktiven
parodontalen Veranderungen (Hajishengallis et al., 2012, Abusleme et al., 2013).
Ein Mikroorganismus, der fur die Auslosung des Dysbiose-Phanomens
verantwortlich ist, ist das gramnegative asaccharolytische Bakterium P.g.
(Costalonga and Herzberg, 2014).

Die mikrobielle Diversitat der Mundhohle wurde in den Jahren 2005 bis 2010
durch traditionelle Sanger-basierte Sequenzierung umfassend untersucht (Aas
etal., 2005, de Lillo et al., 2006, Sakamoto et al., 2008, Faveri et al., 2008, Ribeiro
et al., 2011, Keijser et al., 2008, Bik et al., 2010, Dewhirst et al., 2010). Diese
Studien kamen zu dem Schluss, dass eine gesunde Mundhdhle eine Vielzahl von
Mikroorganismen beherbergt, wobei die folgenden sechs Stamme die standigen
Besiedler und damit das Kernmikrobiom sind: Firmicutes, Bacteroidetes,

Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes und Fusobacteria (Siqueira et al.,
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2012, Shade and Handelsman, 2012, Jiang et al., 2014, Xu et al., 2014). Diese
Mikroorganismen machen 96% der gesamten oralen Bakterien aus (Zaura et al.,
2009, Bik et al., 2010, Palmer, 2014).

Das stimmt mit der hier untersuchten Studie Uberein. Auch in diesem Fall waren
diese sechs Bakterienstamme nachweisbar, wobei Firmicutes mit ca. 40% der
Sequenzen der haufigste Stamm ist. Aber auch hier gab es keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Untersuchungszeitpunkten und Gruppen.

Laut Dewhirst et al. tragen Firmicutes mit insgesamt 36,7% zum Maximum bei,
gefolgt von Bacteroidetes (17,1%), Proteobakterien (17,1%), Actinobakterien
(11,6%), Spirochaeten (7,9%) und Fusobakterien (5,2%) (Dewhirst et al., 2010).

Bei der Auswertung der klinischen Ergebnisse lag der Medianwert des APl initial
bei den Untersuchungsgruppen bei 28,50% und 21,00% und sprach somit fur
einen mafigen bis guten Zustand der Mundhygiene (Lange et al., 1977). Beide
Gruppen zeigten zur V1 Behandlung, die 12 bis 16 Tage nach der Baseline
Untersuchung mit anschlieBender Zahnreinigung eine deutliche Verbesserung
des API, was wahrscheinlich auf die Zahnreinigung zurtck zu fuhren ist.

Der Ausgangswert des Papillen-Blutungs-Index nach Saxer und Muhlemann lag
in der Testgruppe bei 0,19 + 0,19 und in der Kontrollgruppe bei 0,25 + 0,19. 12
bis 16 Tage spater bei der V1 Untersuchung lagen die Werte in beiden Gruppen
unter dem Ausgangswert, auch hier kann man die im zeitlichen Zusammenhang
liegende Zahnreinigung als Ursache fur die Verbesserung der Werte vermuten.
Entsprechend den Werten vom API naherten sich auch die Werte des PBI bei
der V2 Untersuchung den initialen Werten wieder an. Ursachlich fur den Anstieg
der Werte konnte der zeitlich groRer werdende Abstand zur Zahnreinigung, oder
auch eine unzureichende Mundhygiene wahrend des Beobachtungszeitraumes
sein. Einige Patient:innen gaben sogar an mit Absicht auf die Zahnpflege vor der
Untersuchung verzichtet zu haben, damit Plaque fur die Probenentnahme
vorhanden sei. Sreenivasan und Prasad unterzogen 41 (n=41) gesund
erwachsene Probanden einer zahnmedizinischen Untersuchung auf Zahnplaque
mit Hilfe des Quigley-Hein-Index und Gingivitis anhand des Loe-Silness-Index,
gefolgt von einer professionellen Zahnreinigung. Nach dieser Baseline
Untersuchung folgten noch zwei weitere Erhebungen der Indizes, 15 Tage und

30 Tag nach der professionellen Zahnreinigung. Bei dem Vergleich der Plaque
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Index Werte des Quigley-Hein-Indexes zeigte sich von Baseline zu 15 Tage post
Zahnreinigung eine signifikante Reduktion, was der Autor auf die Auswirkung der
ProphylaxemalRnahme zurtckfuhrt. 30 Tage nach der Baseline Untersuchung
entsprachen die Werte des Plaque Index aber auch hier wieder den
Ausgangswerten (Sreenivasan and Prasad, 2017). Somit stellt sich in Bezug auf

die Plaqueentwicklung ein ahnliches Bild zu der hier durchgefuhrten Studie dar.

4.4 Schlussfolgerung

In einer vorangegangenen Studie wurde beschrieben, dass durch den Einsatz
des LPW eine erkennbare Keimreduktion bei parodontal gesunden Trager:innen
von parodontalpathogenen Keimen erzielt werden konnte, jedoch keine
vollstandige und langfristige Eradikation der Keime moglich war (Reinhardt et al.,
2019). Die hier beschriebene klinische Studie befasst sich daraufhin mit der
Entwicklung des oralen Mikrobioms, bei parodontal gesunden Proband:innen,
nach der Reinigung mittels supragingivalen Debridements und dem LPW- Gerat
inklusive Abstrahlens aller oralen Nischen in Abhangigkeit von dem
parodontalpathogenem Leitkeim P.g..

Schon lange gilt P.g. mit anderen Keimen, die als der ,Rote Komplex® definiert
werden, als einer der am meisten mit einer Parodontitis assoziierten
Mikroorganismen. Auch bekannt ist, dass sich die Zusammensetzung des oralen
Mikrobioms in Abhangigkeit von aulderen Einflissen erheblich verandern kann.
Im parodontal erkrankten Zustand fordert P.g. das Wachstum und die
Entwicklung der mikrobiellen Gemeinschaft. Tatsachlich beeintrachtigt P.g. die
Abwehrkrafte des Wirts in einer Weise, die das Wachstum und die Entwicklung
der gesamten mikrobiellen Gemeinschaft erleichtert. Die Fahigkeit von P.g., die
Ernahrungsgrundlage fur die mikrobielle Gemeinschaft zu verandern, fordert
signifikante Veranderungen in der Zusammensetzung der Gemeinschaft. Diese
Merkmale definieren P.g. als Keystone-Erreger, einen Mikroorganismus, der die
Umgebung verandern kann, um die Anteile anderer Mikroorganismen innerhalb
der 6kologischen Nische zu verandern. Die damit einhergehende Stérung des
proportionalen Verhaltnisses zwischen strengen Symbionten und Pathobionten
I0st die destruktive Kaskade aus, die zur Entzindungsaktivierung und
anschlieBenden Parodontalenzerstorung fuhrt (Hajishengallis and Lamont,

2012). Von Interesse ist daher, ob sich das orale Mikrobiom auch bei parodontal
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Gesunden in Abhangigkeit von P.g. verandert. Um das zu untersuchen, wurden
eine Testgruppe von parodontal gesunden Proband:innen mit dem durch PCR
gesicherten Nachweis von P.g. und eine Kontrollgruppe ohne P.g. mittels
supragingivalen Debridement und Abstrahlung aller oralen Habitate mit Glycin-
Pulver behandelt. Danach mit den in gleichen Abstanden gewonnenen
supragingivale Plaqueproben und Abstriche der Mundschleimhaut verglichen.
Die mikrobiologischen Ergebnisse der Studie zeigten, dass keine Reduzierung
der Artenvielfalt und keine Veranderung der jeweiligen Mikrobiom
Zusammensetzung beim Vergleich zwischen den beiden Gruppen und den

jeweiligen Untersuchungszeitpunkten festzustellen war.
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5 Zusammenfassung

Fragestellung und Ziele. Diese Studie soll die Entwicklung des oralen
Mikrobioms nach einer professionellen Zahnreinigung und der zusatzlichen
Bestrahlung der oralen Schleimhaute mit einem niedrigabrasiven Glycin Pulver
in Abhangigkeit vom Vorhandensein des parodontopathogenen Keims
Porphyromonas gingivalis in zwei Probandenkollektiven untersuchen.
Methodik. Fur die Studie wurden 65 Proband:innen gescreent, davon erwiesen
sich 41 Proband:innen als geeignet und wurden in die Studie aufgenommen. Es
handelte sich um parodontal und allgemeinanamnestisch gesunde Patient:innen.
Davon 21 Teilnehmer:innen mit einem durch PCR gesichertem positivem
(Testgruppe) und 20 Proband:innen mit einem negativen (Kontrollgruppe)
Nachweis von P.g.. Alle erhielten eine professionelle Zahnreinigung und die
zusatzliche Bearbeitung aller intraoralen Habitate wie Gingiva, Wange, Zunge,
Mundboden, Gaumen und Rachen mittels des Luft-Pulver-Wasserstrahl- Gerats
(LPW) und niedrigabrasiven Glycin Pulver. Zur spateren Analyse wurden vor der
Behandlung (Baseline, BL), 12-16 Tage (V1) und 8 Wochen (V2) nach der
Behandlung supragingivale Plaqueproben aus den Approximalrdumen sowie
Schleimhautabstriche von Wange, Zunge, Gaumen und Rachen genommen. Die
Auswertung der Proben erfolgte mittels Next Generation Sequencing.
Ergebnisse und Diskussion. Die Untersuchung des Artenreichtums zeigte eine
ausreichende Sequenzierungstiefe aller 123 Proben (>ca.5000 Sample Size).
Bezuglich der Alpha Diversitat und der relativen Haufigkeit der Bakterienstamme
zwischen den beiden Gruppen und bei dem Vergleich der
Untersuchungszeitpunkte konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden. Das Kern Mikrobiom aller Proben zeigte ein ,typisches® Bild fur ein
humanes orales Mikrobiom. Ubereinstimmend mit der urspriinglichen
Klassifizierung stellte sich P.g. als deutlichster Indikator zwischen den beiden
Statusgruppen dar.

Schlussfolgerung. Es ist keine Reduzierung der Artenvielfalt und keine
Veranderung der jeweiligen Mikrobiom Zusammensetzung beim Vergleich
zwischen den beiden Gruppen und den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten

festzustellen.
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5 Summary

Purpose and Objectives. The purpose of this study is to investigate the
development of the oral microbiome after professional tooth cleaning and
additional irradiation of the oral mucosa with a low-abrasive glycine powder in
relation to the presence of the periodontopathogenic germ Porphyromonas
gingivalis (P.g.) in two subject collectives.

Methodology. Sixty-five subjects were screened for the study, of which 41
subjects were found to be eligible and were included in the study. These were
periodontally and generally healthy patients. Of these, 21 participants had PCR
confirmed positive (test group) and 20 subjects had negative (control group)
evidence of P.g.. All received professional tooth cleaning and additional treatment
of all intraoral habitats such as gingiva, cheek, tongue, floor of mouth, palate and
pharynx using the air-powder waterjet (LPW) device and low-abrasive glycine
powder. For subsequent analysis, plaque samples were taken from the proximal
spaces before treatment (baseline, BL), 12-16 days (V1), and 8 weeks (V2) after
treatment, as well as mucosal swabs from the cheek, tongue, palate, and
pharynx. The samples were analyzed using next generation sequencing.
Results and Discussion. The study of species richness showed sufficient
sequencing depth of all 123 samples (>ca.5000 sample size). No significant
difference was found in terms of alpha diversity and relative abundance of
bacterial strains between the two groups and when comparing the study time
points. The core microbiome of all samples showed a "typical" picture for a human
oral microbiome. Consistent with the original classification, P.g. emerged as the
most distinct indicator between the two status groups.

Conclusion. There is no reduction in species diversity and no change in the
respective microbiome composition when comparing the two groups and the

respective study time points.
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