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1. Einleitung 
1.1.  Parodontitis - Diagnostik und Klassifikation  

 

Parodontitis, als Teil der Gruppe von parodontalen Erkrankungen und Zuständen, ist trotz 

der sich stetig fortentwickelnden Maßnahmen zur Prävention eine hoch prävalente Er-

krankung in industrialisierten Ländern (Kassebaum et al., 2014; Tonetti et al., 2015). In 

Deutschland sind über 50 % der Erwachsenen von einer Parodontitis betroffen (Jordan et 

al., 2014). Ihre Pathomechanismen beschränken sich nicht nur auf die orale Kavität, son-

dern sind darüber hinaus mit Krankheiten, wie beispielsweise Diabetes Mellitus oder Ar-

teriosklerose, assoziiert (Almeida et al., 2018; Demmer et al., 2012).  

Der Diagnose und der darauffolgenden Behandlungsnotwendigkeit sowie der Behand-

lungsplanung einer Parodontalerkrankung muss die Befunderhebung vorausgehen 

(Tonetti et al., 2015). Um den parodontal Gesunden von dem parodontal Erkrankten im 

Rahmen des Vorsorgebesuchs beim Zahnarzt zeiteffizient unterscheiden zu können, wird 

ein parodontales Screening durchgeführt. Dafür werden die Kiefer in Sextanten unterteilt 

und um jeden Zahn wird zirkulär sondiert. Unter Beachtung der tastbaren Sondie-

rungstiefe (TST), Blutung auf Sondierung (BOP) sowie weiterer Parameter wird eine Ein-

teilung in ein Codesystem für jeden Sextanten vorgenommen. Die Codes stellen die Indi-

kation für die weitere parodontale Befunderhebung dar (Ainamo et al., 1982). Bei einem 

PSI-Code von 4 und sichtbarem radiologischen Knochenabbau sollte eine weitere paro-

dontalspezifische Befunderhebung stattfinden (Tonetti und Sanz, 2019).  

Ergab das Screening Veranlassung zu weiteren Parodontalbefunden, so wird nun über-

prüft, ob der klinische Attachmentverlust von lokalen Faktoren wie beispielsweise Wurzel-

frakturen, retinierten Molaren oder Karies ausgeht. Kann dies ausgeschlossen werden 

und der klinische Attachmentverlust geht nach 6-Punktsondierung jedes Zahnes von mehr 

als zwei nicht benachbarten Zähnen aus, wird zusätzlich eine Röntgendiagnostik durch-

geführt, um das Knochenniveau zu beurteilen (Tonetti und Sanz, 2019). Weiterhin dient 

das Bluten auf Sondieren als das signifikanteste klinische Entzündungsmerkmal und Zei-

chen für parodontale Entzündung (Lang et al., 1990). Liegen TST-Werte von 4 mm oder 

höher vor, wird die Parodontitis nach Stadien (Staging) und Gradeinteilung (Grading) wei-

ter beurteilt. Dazu werden weitere parodontalspezifische Parameter erhoben, welche 
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nach Anwendung in der Staging- und Gradingtabelle (Abb. 1) Aufschluss über Schwere, 

Komplexität und Progression geben. Das Staging sieht eine Einordnung in Stadium I bis 

IV vor und beschreibt das Stadium der Krankheit, abhängig vom Schweregrad der Diag-

nose. Das Grading zielt darauf ab, die Rate der Krankheitsprogression zu beurteilen, wo-

bei signifikante Risikofaktoren wie das Rauchen oder eine Diabetes-Mellitus-Erkrankung 

berücksichtigt werden (Sanz et al., 2020a). 

 
 

 

 

 

 

 

Abb. 1 Staging- und Gradingsystem der Parodontitis (Inhalt aus: (Dannewitz et al., 
2021)) 
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1.2.  Das orale Mikrobiom 

Durch die vielen verschiedenen Strukturen, die die Mundhöhle bietet (Zähne, gingivaler 

Sulkus, befestigte Gingiva, Zunge, Lippe, harte und weiche Gaumen, Wangen), ergeben 

sich Lebensräume für eine Fülle von Mikroorganismen, die man in deren Gesamtheit als 

Mikrobiom bezeichnet (Dewhirst et al., 2010). Neben den Mikroorganismen auf bezie-

hungsweise in den Strukturen der Mundhöhle werden auch die Mikroorgansimen auf den 

daran angrenzenden Bereichen (wie Mandeln, Rachen, Speiseröhre, Eustachische 

Röhre, Mittelohr, Luftröhre, Lunge, Nasengänge,  Nebenhöhlen), bis zum distalen Oeso-

phagus zum sogenannten oralen Mikrobiom gezählt (Mager et al., 2003). 

Von den circa 700 vorkommenden Spezies des oralen Mikrobioms konnten bisher ledig-

lich etwa die Hälfte kultiviert werden (Paster et al., 2001). Erst die kulturunabhängigen 

Methoden, wie die 16S-rRNA-Gensequenzierung (siehe Abschnitt 1.5.1), ermöglichten 

die Bestimmung der bisher nicht detektierten Spezies (Dewhirst et al., 2010). 

Als Eintrittspforte in den Körper bietet das Besiedlungsareal des oralen Mikrobioms gro-

ßes Potential einer Ausbreitung der zunächst lokal begrenzten Pathologien. Neben infek-

tiösen Erkrankungen wie Karies, Parodontitis oder der Tonsillitis können die oralen Spe-

zies auch mit systemischen Erkrankungen wie Pneumonien, Diabetes oder kardiovasku-

lären Erkrankungen in Verbindung gebracht werden (Almeida et al., 2018; Jepsen et al., 

2011b; Sanz et al., 2020b). Mit der Gewissheit, dass sich die Bakterien in komplexen 

Biofilmen in Abhängigkeit von äußeren Faktoren organisieren, wurde deutlich, dass für 

viele Erkrankungen wie beispielsweise Karies oder Parodontitis nicht nur ein bestimmtes 

Bakterium eine Rolle spielt, sondern vielmehr das Zusammenspiel vieler Wechselwirkun-

gen zwischen den Mikroorganismen, dem Wirt und exogenen Faktoren (Jenkinson und 

Lamont, 2005). 

Die vorherrschenden Stämme der oralen bakteriellen Gemeinschaft setzen sich zu 96 % 

aus Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Spirochäten, Fusobacteria und Bacteroi-

detes zusammen (Dewhirst et al., 2010). Die konkrete Zusammensetzung des Mikrobioms 

variiert jedoch erheblich. Die Ernährung beeinflusst das orale Mikrobiom, indem die 

dadurch bereitgestellten Nahrungsressourcen selektiv von den am besten an die aktuelle 

Situation des Wirtes angepassten Bakterien zu deren Vorteil genutzt werden (Moye et al., 

2014). Die im Laufe der Zeit veränderten Grundnahrungsmittel wie Milchprodukte, 
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raffinierte Pflanzenöle oder verarbeitete Getreidekörner haben zu pathologischen Verän-

derungen geführt, wie einer Zunahme von säureproduzierenden, säuretoleranten sowie 

parodontalen Pathogenen (Adler et al., 2013; Moye et al., 2014). Da die Mundhöhle stän-

dig dem Einfluss der Außenwelt ausgesetzt ist, herrscht eine sich ständig ändernde Dy-

namik auf mikrobiologischer Ebene, die sich im physiologischen Zustand stets in Symbi-

ose befindet. Ist der Wirt in einem Zustand, bei dem die Symbiose gestört ist, wie es bei-

spielsweise bei Immunsupprimierten der Fall ist, können sich durch das Ungleichgewicht 

Pathologien entwickeln und / oder sich ortsfremde Keime einnisten, wie Darmkoliforme, 

Hefen oder Koagulase positive Staphylokokken (Jobbins et al., 1992; Wade, 2013). 

 
1.3.  Pathogenese der Parodontitis   

 

Üblicherweise bilden Mikroorganismen auf Oberflächen einen Biofilm. Falls dieser nicht 

durch Mundhygienemaßnahmen zerstört oder entfernt wird, haben Bakterien die Chance, 

geschützt durch eine Matrix aus Kapsel-Polysachariden, sich ungehindert fortzuentwi-

ckeln (Bascones-Martínez und Figuero-Ruiz, 2004). Dadurch können sie voneinander 

profitieren, indem beispielsweise das verstoffwechselte Substrat einer Spezies die Ernäh-

rungsgrundlage für eine andere bildet. Weiterhin entsteht aus einem rein aeroben Milieu 

eine Lebensgrundlage für Anaerobier, was die Diversität erhöht. Die Kommunikation mit-

tels Signalmolekülen und die Einbettung in eine Matrix machen den Biofilm zunehmend 

weniger angreifbar für körpereigene Abwehrmechanismen (Marsh, 2003). Somit können 

die Mikroorganismen bei fehlenden Mundhygienemaßnahmen ungehindert proliferieren 

und Entzündungsreaktionen auslösen (Löe et al., 1965).  

Ursprünglich ging man davon aus, dass die schlichte Menge an Bakterien, unabhängig 

von der Spezies, ausschlaggebend für die entzündlichen Prozesse waren, welche bis zum 

Überschreiten eines Schwellenwerts vom Körper toleriert würden und schließlich in einer 

Entzündungsreaktion mündeten (Loesche, 1973). Dies wurde aus der Beobachtung ge-

folgert, dass der Entzündungsprozess reversibel schien, da die klinischen Entzündungs-

zeichen nach Wiederaufnahme der Mundhygiene nachließen (Löe et al., 1965; Theilade 

et al., 1966).  
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Bis heute ist diese Theorie unter dem Namen der unspezifischen Plaquehypothese be-

kannt und hat nach wie vor Relevanz im Hinblick auf die Prophylaxe von Mundhöhlener-

krankungen (Rosier et al., 2014).  

Löe untersuchte eine Gruppe von 480 Menschen über mehrere Jahre, welche keine 

Mundhygienemaßnahmen betrieben sowie keinen Zugang zu zahnmedizinischer Versor-

gung hatten und stellte fest, dass trotz universell starker Biofilmanlagerungen und Ent-

zündungszeichen unterschiedlich ausgeprägte Progredienz oder sogar keine Progredienz 

der gingivalen Entzündungen stattfand (Löe et al., 1986). Simultan wurde in mikrobiologi-

schen Untersuchungen bestätigt, dass die Pathogenität mit der Anwesenheit bestimmter 

Spezies korreliert und der sub- mit dem supragingivalen Biofilm assoziiert ist, deren Ei-

genschaften jedoch voneinander abweichen (Theilade, 1986; Ximénez-Fyvie et al., 2000).  

Die nunmehr spezifische Plaquehypothese bedingte die Differenzierung der Bakterien je 

nach Auftreten in eigene Komplexe (Socransky et al., 2002). Socransky nutzte Hybridisie-

rungstechniken und die daraus resultierenden Bakterienzahlen aus über 13000 Biofilm-

proben, um Cluster zu entwickeln. Dabei wurden 40 verschiedene Bakterienarten be-

stimmt. Die patientenindividuellen Bakterienprofile wurden unter Berücksichtigung paro-

dontaler Diagnosen und Behandlungszeitpunkten miteinander verglichen und anhand 

dessen in Komplexe unterteilt. Die pyramidenförmige Grafik zeigt die Unterteilung der 

Bakterien je nach Eigenschaften und Pathogenität (Abb. 2) (Socransky et al., 1998; 

Socransky et al., 2002).  

Als Erstbesiedler in einem oralen Biofilm gelten vor allem Streptokokken und Actinomy-

ceten, da diese die Fähigkeit besitzen über Oberflächenrezeptoren an die glykoprotein-

reiche Zahnoberfläche anzudocken (Nobbs et al., 2009). Daran schließt sich die Besied-

lung von Vertretern des violetten und orangen Komplexes an, wovon beispielsweise Veil-

lonella als Substratgrundlage für die weitere Kolonisation von potentiell pathogenen Mik-

roorganismen dienen. F. nucleatum und P. intermedia spielen als Bakterien des orangen 

Komplexes eine Rolle als Brückenorganismen bei der Vereinigung von Früh- mit Spätbe-

siedlern durch ihre einzigartige Koaggregationsfähigkeiten (Jakubovics, 2015; Lamont et 

al., 2018). Die Pathogenität des orangenen Komplexes beruht nicht auf Toxinen, sondern 

auf der Schaffung einer Überlebensgrundlage für Anaerobier (He et al., 2016). P. gingi-

valis, ein Mitglied des roten Komplexes, ist stark mit parodontaler Destruktion assoziiert 

(Haffajee und Socransky, 2005; Socransky et al., 1998; Tanner et al., 1979). Jüngst 
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konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die Menge an P. gingivalis am ehesten mit 

den klinischen Parametern des Parodontalstatus der Patienten in Verbindung gebracht 

werden kann (Chigasaki et al., 2021). Trotzdem sollte nicht unerwähnt bleiben, dass P. 

gingivalis auch bei parodontal Gesunden nachweisbar ist (Abusleme et al., 2013).  

T. forsythia und T. denticola zeigen proteolytische und hämolytische Aktivität und wirken 

destruktiv auf die Wirtsmechanismen (Tan et al., 2001; Yao et al., 1996).  

Die Bakterien der anderen Komplexe wird eine geringere pathogene Rolle bis zu paro-

dontaler Nützlichkeit zugesprochen (Socransky et al., 1988). A. actinomycetemcomitans 

gilt, obwohl er nicht dem roten Komplex zugeordnet wird, als signifikant pathogen 

(Belibasakis et al., 2019). Er hat die Fähigkeit, die von dem Wirt ausgehenden neutrophi-

len Granulozyten und das Komplementystem zu neutralisieren. Das bietet die kurzfristige 

Möglichkeit der Etablierung für weitere Parodontalpathogene und führt zu einer überschie-

ßenden Immunreaktion des Wirts, was die Destruktion durch körpereigene Zytokine ver-

stärkt (Belibasakis et al., 2019; Fine et al., 2019). Die spezifische Plaquehypothese mit 

ihrer stringenten Unterteilung in Komplexe und deren Wechselwirkungen wurde durch die 

Forschung kontinuierlich erweitert. So hat sich abgezeichnet, dass das Zusammenspiel 

des Biofilms, begleitet von Umwelt- und Verhaltensfaktoren, maßgeblich die orale Ge-

sundheit bestimmt. Zusätzlich wird diese durch genetische und epigenetische Faktoren 

beeinflusst (Meyle und Chapple, 2015). 
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Abb. 2: Graphik oraler mikrobiologischer Komplexe mit ökologischer und zeitlicher Ab-
folge der Biofilmbildung von Frühbesiedlern (blau, violett, grün gelb), darunter auch die 
potentiell pathogene Actinomyces-Spezies, bilden die Basis, während späte Kolonisierer 
(orange, rot) zunehmend mit parodontaler Erkrankung assoziiert sind. Jede Farbe unter-
scheidet sich hinsichtlich ihrer Bakterienarten, Funktionen und Relevanz für die Biofilm-
bildung. (Socransky und Haffajee, 2002) 

Risikofaktoren wie das Rauchen oder ein schlecht eingestellter Diabetes Mellitus können 

die Immunantwort ebenso negativ modulieren wie das überproportionale Vorhandensein 

von Biofilm (Demmer et al., 2012; Nociti et al., 2015). Zusätzlich spielen genetische Fak-

toren ebenfalls eine direkte Rolle bei der Komposition der Mikroflora. Als eine Erkrankung, 

die das Parodont indirekt potentiell negativ beeinflusst, gilt der genetisch bedingte Diabe-

tes Mellitus (Nibali et al., 2017). Durch die Oberflächenkonstitution der Zähne und das 

nährstoffreiche Milieu, in dem sie sich befinden, sind den Bakterien sehr günstige 



 
 

 

16 

 

 

Bedingungen gegeben, in denen sie sich bei ausbleibender Mundhygienemaßnahmen 

langfristig anlagern und organisieren können (Kilian et al., 2016). Zeigt sich das Parodont 

klinisch gesund, ist dennoch histologisch ein begrenztes Maß an Entzündungsinfiltrat 

nachweisbar. Nimmt die Bakterienkolonisation überhand, so kann dies eine auf die 

Gingiva begrenzte Entzündungsreaktion hervorrufen. Das symbiotische Zusammenspiel 

ist gestört, was sich klinisch als Gingivitis äußert. Wird dieses Stadium nicht revidiert, kann 

dies den Bindegewebs- und Knochenstoffwechsel, insbesondere bei anfälligen Wirten, 

langfristig zu einem Abbau zwingen. Es herrschen chronisch dysbiotische und entzündli-

che Verhältnisse, welche als Parodontitis bezeichnet werden. Abbildung 3 veranschau-

licht die parodontal beeinflussenden Faktoren und was diese im Parodont auslösen kön-

nen. (Meyle und Chapple, 2015). 

 

 
Abb. 3: Schematische Darstellung des Zusammenspiels zwischen den Mikroorganismen 
und deren Wirt von symbiotischen zu dysbiotischen Verhältnissen (Bild aus (Dannewitz 
et al., 2021; Meyle und Chapple, 2015)) 
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1.4.  Nicht-chirurgische Therapiemaßnahmen bei Parodontitis-Erkrankten  

 

Essenzieller Bestandteil der Parodontitistherapie ist die Kontrolle des Biofilms, um die 

Parodontalpathogene zu entfernen und damit die Etablierung einer gesunden Mundflora 

zu begünstigen. Daher wird initial die Hygienefähigkeit des supragingivalen Bereichs her-

gestellt und professionell gereinigt. Der Patient wird zu guter Mundhygiene instruiert und 

motiviert und die individuellen Risikofaktoren werden kontrolliert. Sind die Voraussetzun-

gen der ersten Therapiestufe geschaffen, werden in der zweiten Therapiestufe entspre-

chend der S3-Leitlinie die subgingivalen Beläge aus Bereichen parodontaler Taschen ent-

fernt (Sanz et al., 2020a). Dazu bietet sich die mechanische subgingivale Instrumentie-

rung (SI) an. Diese kann beispielsweise mit Handinstrumenten, Ultraschallinstrumenten 

oder Laserinstrumenten ähnlich effizient durchgeführt werden (Jepsen et al., 2011a). Al-

lerdings kann die Ökologie der Zahnfleischtasche nicht immer durch mechanische Maß-

nahmen so verändert werden, dass sich die klinischen Parameter nachhaltig verbessern 

(Socransky und Haffajee, 2002). Gründe dafür können der residuale subgingivale Biofilm 

tiefer Taschen sein oder die anatomischen Variationen der Wurzeln (Jepsen et al., 

2011a). Der Einsatz von Antibiotika könnte in solchen Fällen nach strenger Indikations-

stellung einen positiven Einfluss auf die Therapie haben. Unterschreiten die klinischen 

Ergebnisse nach der Heilungsphase des zweiten Therapieschritts die Anforderungen ei-

ner klinisch stabilen parodontalen Lage, sind neben der Wiederholung der SI parodontal-

chirurgische Maßnahmen möglich. Anschließend wird der Patient entsprechend der aktu-

ellen S3 Leitlinie in der unterstützenden Parodontitistherapie betreut, um so die stabile 

parodontale Situation zu bewahren (Sanz et al., 2020a). 

 

1.5.  Systemische Antibiotika in der Parodontaltherapie   

 

Antibiotika sind grundsätzlich Mittel mit antibakterieller Wirksamkeit, die lokal oder syste-

misch angewendet werden können (Sweet et al., 2018). Antibiotika lassen sich nach di-

versen Gesichtspunkten klassifizieren. Beispielsweise werden bakterizide von bakterio-

statischen Antibiotika unterschieden (Calhoun et al., 2021). Sie unterscheiden sich außer-

dem in ihrem Wirkmechanismus. Bakterizide Antibiotika wie Penicilline oder Cephalospo-

rine hemmen die Zellwandsynthese des Bakteriums, wohingegen Nitroimidazol-Derivate 
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oder Chinolone den Bakterienuntergang durch Abbrüche des DNA-Stranges hervorrufen 

(Dingsdag und Hunter, 2018; Giesbrecht et al., 1998; Lobmann et al., 2004). Eine bakte-

riostatische Wirkung haben unter anderem Tetrazykline oder Lincosamide, indem sie die 

bakterielle Proteinbiosynthese unterbinden (Bonnetblanc, 2002; Spížek und Řezanka, 

2017).  

Vergleicht man ihre Applikationsmöglichkeiten, so hat die systemische Antibiotikawirkung 

den Vorteil, dass sie Pathogene in der gesamten Mundhöhle und dem Körper über einen 

längeren Zeitraum erreicht. Dies trägt allerdings das Risiko systemischer Nebenwirkun-

gen oder Resistenzbildungen der Bakterien gegen Antibiotika und erfordert die Mitarbeit 

des Patienten. Lokal applizierte Antibiotika können nur in den detektierten Zahnfleisch-

taschen über einen verkürzten Zeitraum wirken und bergen so die Gefahr einer rezidivie-

renden Infektion durch unerkannte Taschen (Jepsen und Jepsen, 2016).  

Im Bereich der Parodontologie hat die Kombination aus Amoxicillin und Metronidazol die 

besten Resultate gezeigt (Teughels et al., 2020). Amoxicillin ist ein Aminopenicillin, das  

neben dem penicillinüblichen primär grampositiven Wirkspektrum auch gegen gramnega-

tive Bakterien wirken kann. Ein essenzieller Baustein des Antibiotikums ist der β-Laktam-

Ring. Dieser kann an Penicillin-bindende-Proteine eines Bakteriums, wie die Transpep-

tidase, binden und so die Zellwandstabilität beeinträchtigen. Aus osmotischen Gründen 

fließt unaufhaltsam Wasser in das Bakterium, bis es lysiert (Akhavan et al., 2021). Gleich-

zeitig sind diese Penicillin-bindenden-Proteine auch ein Ort der Mutation, sodass Antibio-

tika mit dem β-Laktam-Ring deutlich weniger bindungsaffin sind und man von einer Re-

sistenzentwicklung sprechen kann (Holzgrabe, 2007). Eine weitere Möglichkeit der Re-

sistenzentwicklung sind β-Laktamasen, die von Bakterien gebildet werden und durch das 

Spalten des β-Laktam-Ringes eine Antibiotikaunwirksamkeit hervorrufen (Bush und Brad-

ford, 2019). Die Anzahl der β-Laktamasen hat sich in einem Zeitraum von 20 Jahren be-

reits verzehnfacht (Davies und Davies, 2010). 

Metronidazol entfaltet eine gute Wirksamkeit gegen gramnegative Anaerobier (Freeman 

et al., 1997; Jepsen und Jepsen, 2016). Als Wirkstoff aus der Gruppe der Nitroimidazole 

wirkt es bakterizid indem die DNA-Synthese eines Bakteriums gestört wird. Als Prodrug 

metabolisiert es in der Zelle unter anaeroben Bedingungen zu Nitroso-Radikalen. Diese 

verursachen Strangbrüche und eine gehemmte DNA-Synthese, die schließlich zum Un-

tergang der Zelle führt (Löfmark et al., 2010). Gegen Aerobier kann Metronidazol nicht 
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wirken, da unter Sauerstoffeinfluss eine Reoxidation der Nitroso-Radikale stattfinden kann 

und in aeroben Zellen kein ausreichend negatives Redoxpotential vorhanden ist (Reysset, 

1996). Beobachtete Resistenzmechanismen sind auf eine verminderte Aufnahme des 

Medikaments einerseits und reduzierte Redoxmechanismen andererseits zurückzuführen 

(Land und Johnson, 1999). Es wurden bereits Resistenzgene detektiert, die für eine alter-

native, Metronidazol unschädlich machende Reduktase kodiert sind (Leiros et al., 2004; 

Reysset, 1996). 

Um abzuwägen, ob eine adjuvante Antibiose in Frage kommen könnte, ist die korrekte 

Befunderhebung und daraus resultierende Diagnose sowie die Anamnese des Patienten 

von großer Bedeutung. In der S3 Leitlinie aus dem Jahr 2020 „Die Behandlung von Paro-

dontitis Stadium I – III“ wird die Gabe von Antibiotika für junge Erwachsene, die den 

schnell fortschreitenden Parodontitisstadien III oder IV zuzuordnen sind, in Betracht ge-

zogen (Sanz et al., 2020a). Der Beginn der Antibiose soll simultan zu der mechanischen 

Biofilmentfernung sein, da der intakte Biofilm deutlich höhere Antibiotikatoleranzen auf-

weist und diese Toleranz bereits 24 Stunden nach Biofilmzerstörung wiederaufflammt 

(Sedlacek und Walker, 2007). Es ist eine zusätzliche Reduktion der TST von 40 % bis 50 

% gegenüber alleiniger SI zu erwarten (Sanz et al., 2020a). Als Mittel der Wahl wird die 

Kombination aus Amoxicillin und Metronidazol befürwortet. Falls eine Penicillinallergie 

vorliegt, wird die alleinige Gabe von Metronidazol empfohlen (Garcia Canas et al., 2015; 

Rabelo et al., 2015; Teughels et al., 2020; Zandbergen et al., 2016).  

Obwohl noch nicht alle Bakteriengruppen der Mundhöhle, die mit Parodontitis in Verbin-

dung gebracht werden könnten, als solche detektiert wurden, war bereits früh klar, dass 

die Parodontitis eine Mischinfektion darstellt (Heitz-Mayfield, 2009; Socransky et al., 

1998). Somit sollte das Antibiotikum der Wahl ein breites Wirkspektrum haben (Heitz-

Mayfield, 2009). Den klinisch positivsten Effekt im Hinblick auf TST- und BOP-Reduktion 

sowie CAL-Gewinn ergibt die Kombination aus Amoxicillin und Metronidazol (Teughels et 

al., 2020). Die Wirksamkeit des Metronidazols deckt die gramnegativen, anaeroben Bak-

terien des roten und orangen Komplexes ab, während die fakultativ oder rein aeroben 

grampositiven Pathogene eher durch Amoxicillin eliminiert werden sollen (Heitz-Mayfield, 

2009; Socransky et al., 1998). 
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1.5.1. Auswirkungen der Antibiotikatherapie  

 

Die Einnahme von Antibiotika kann stets mit Nebenwirkungen in Verbindung gebracht 

werden. Zu den üblichsten Nebenwirkungen während der Einnahme der Kombination aus 

Amoxicillin und Metronidazol zählen das Vorkommen von gastrointestinalen Beschwer-

den wie Übelkeit und Diarrhö. Zudem ist Amoxicillin ein häufiger Auslöser einer Pseudoal-

lergie in Form des Arzneimittelexanthems. Auf Alkoholkonsum sollte während der Ein-

nahme von Metronidazol verzichtet werden, da in Kombination mit Alkohol Antabus-Ef-

fekte ausgelöst werden könnten.  

Da Antibiotika unselektiv wirken, werden nicht nur Pathogene eliminiert. Folglich werden 

nachhaltige Veränderungen der Mikrobiota beobachtet (Costello et al., 2012; Jernberg et 

al., 2010). Werden Antibiotika bei Kindern angewendet, kann es die natürliche Entwick-

lung des Mikrobioms stören, was sich als dauerhafter Verlust bestimmter Bakterienspe-

zies äußert. Die verlorengegangene Biodiversität kann zu metabolischer Dysfunktion füh-

ren, welche beispielsweise negativen Einfluss auf das Knochenwachstum oder die immu-

nologische Entwicklung hat (Cox et al., 2014). Eine Erklärung für diese Reaktion könnte 

die in jungen Individuen geringe Anzahl an Taxa sein, welche dieser metabolischen Funk-

tion nachkommen sollten und durch die Antibiotikagabe irreversibel eliminiert werden 

(Blaser, 2016). Die B- und T-Zelldifferenzierung beruht zu einem großen Teil auf Kompo-

nenten, die das Magenmikrobiom involviert. Wird dieses durch Antibiose gestört und in 

Folge dessen die B- und T-Zelldifferenzierung, kann dies atopische Reaktionen fördern 

(Fujimura und Lynch, 2015). In weiteren Untersuchungen wurde gezeigt, dass durch die 

Antibiotika langanhaltende Stoffwechselveränderungen aufgrund des veränderten Darm-

mikrobioms hervorgerufen wurden, die sich klinisch in Fettleibigkeit äußerten. In der Zeit 

nach der Antibiose kommt es zu einer gewissen Erholung des Mikrobioms. Allerdings er-

holen sich einige Taxa deutlich schneller andere, was einerseits die Biodiversität des Mik-

robioms mindern kann und andererseits potentiellen Pathogenen günstigere Vermeh-

rungsmöglichkeiten bietet, da diese durch die Dysbiose einem gegebenenfalls geringeren 

Selektionsdruck ausgesetzt sind. Dieses Phänomen begünstigt potentielle Infektionen 

nach einer Antibiotikatherapie (Vangay et al., 2015). 

Neben den unter 1.5 beschriebenen Resistenzentwicklungen für Amoxicillin und Metro-

nidazol gibt es unzählige weitere Antibiotikaresistenzen, die in der unachtsamen Gabe 
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von Antibiotika begründet sind und Bakterien die Chance geben, sich gegen diese zu 

schützen (Ogawara, 2019). Da Biofilme eine sehr heterogene Bakterienkultur sind, kön-

nen diese dementsprechend verschiedene Schutzmechanismen ausbilden, welche auch 

gegenseitigen protektiven Charakter haben. Der matrixbildende, negativ geladene Biofilm 

verzögert die Penetration von positiv geladenen Antibiotika, sobald diese an die Matrix 

docken (Jolivet-Gougeon und Bonnaure-Mallet, 2014). Die hohe Bakteriendichte begüns-

tigt horizontalen Gentransfer, erhöht so das Mutationsvorkommen und wirkt sich letztend-

lich positiv auf die Selektion resistenter Bakterien aus (de Beer et al., 1997). Die 3 Haupt-

mechanismen des Gentransfers beruhen auf Transformation, Transduktion und Konjuga-

tion (Olsen et al., 2013). Bei der Konjugation formen Fimbrien einen Kanal zwischen den 

Bakterien, über den der Genaustausch stattfindet. Die Transformation beschreibt einen 

Prozess, bei dem freie DNA in kompetente Bakterien übertragen wird. Über Phagen wird 

die DNA bei der Transduktion zwischen den Bakterien transportiert (Lin et al., 2021). Die 

dabei übertragene DNA kann entweder neu kombiniert, in das Empfängerchromosom in-

tegriert oder extrachromosomal verweilen und so den Biofilm zu einer Quelle von Resis-

tenzgenen machen (Roberts und Mullany, 2010). Der Biofilm ist in seinen außenliegenden 

Strukturen metabolisch aktiver als im Inneren. Viele Antibiotika, wie beispielsweise das 

Metronidazol, greifen in metabolische Prozesse der Bakterien (Replikation, Transkription, 

Translation, Zellwandsynthese) ein. Ist der Metabolismus verlangsamt, wird die Toleranz 

gegen auf diese Weise wirksame Antibiotika erhöht. Der Biofilm unterliegt einem natürli-

chen Stress durch zum Beispiel Nährstoffmangel, Hypoxie oder antimikrobiellen Substan-

zen (Olsen, 2015). In den äußeren Bereichen des Biofilms werden hypoxieinduzierte 

Stressgene stärker exprimiert als in dem metabolisch inaktiveren Inneren, wo längerfristig 

Anoxie herrscht. Dieser Stress erhöht die Mutabilität. Konkret ließ sich beispielsweise eine 

erhöhte Penicillinresistenz durch die RpoS (Initiatorprotein der Transkription)  vermittelten 

Stressreaktionen nachweisen (Driffield et al., 2008; Williamson et al., 2012). Dies sind nur 

einige Beispiele für Mechanismen, welche zu einer Antibiotikaresistenz führen können 

und lassen vermuten, wie vielseitig die Resistenzentwicklung ist. Infolgedessen wird es 

immer schwieriger, wirksame Antibiotika zu finden, wie man am Beispiel des Methicillin-

resistenten Staphylococcus aureus sieht, der bei einer Patienteninfektion durch die Ent-

wicklung zahlreicher Resistenzmechanismen immer aufwändiger zu therapieren ist 

(Vestergaard et al., 2019). Die sich aus der zunehmenden Resistenzlage ergebenden 
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Behandlungsschwierigkeiten bei bakteriellen Infektionen könnte in Zukunft neben der 

massiven Erhöhung der finanziellen Belastung des Gesundheitssystems auch die resis-

tenzassoziierten Todeszahlen in die Höhe treiben und die Geburtenraten drastisch redu-

zieren (Bartlett et al., 2013; Gould und Bal, 2013). Die erhöhte finanzielle Belastung ergibt 

sich beispielsweise aus den potentiell verlängerten Krankenhausaufenthalten der bakte-

riell infizierten Patienten (Ventola, 2015). Ein weiterer Gesichtspunkt, der zu Resistenz-

entwicklung sowie zu steigenden Kosten beiträgt, ist die Antibiotikaanwendung in der 

Landwirtschaft. Diese Anwendung ist vor allem in Entwicklungsländern präsent und führt 

einerseits zu Resistenzmechanismen und somit zu Behandlungsschwierigkeiten bei Nutz-

tieren sowie bei den Konsumenten. Dies erhöht die Antibiotikagabe sowohl aktiv in der 

Landwirtschaft als auch passiv im Gesundheitssystem. Folglich beschränkt sich die er-

höhte finanzielle Belastung und verminderte Behandlungseffizienz nicht nur auf das Ge-

sundheitssystem, sondern ebenfalls auf den landwirtschaftlichen Sektor (Economou und 

Gousia, 2015; Maron et al., 2013). 

 

1.6.  Mikrobiomanalyse durch Sequenziertechnologien der nächsten Generation 

 (Next-Generation-Sequencing; NGS) 

 

Die DNA setzt sich aus den vier Basen Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin zusammen, 

welche sich in einer Doppelhelix anordnen. Die individuelle Reihenfolge der Anordnung 

dieser Basen ergibt einen genetischen Code, der die Erbinformationen enthält (Horn, 

2021). Dieser genetische Code lässt sich durch die Sequenzierungen decodieren und 

kann im Anschluss nach bioinformatischer Auswertung interpretiert werden (Heather und 

Chain, 2016).  

NGS umfasst Methoden, bei der Millionen von DNA-Fragmenten simultan sequenziert 

werden (Behjati und Tarpey, 2013). Möchte man langkettige DNA sequenzieren, wird die 

DNA initial in kürzere, circa 500 Basenpaar lange Segmente, fragmentiert. Daran schließt 

sich die Amplifikation der DNA-Sequenzen von Interesse mittels Polymerase-Kettenreak-

tion (PCR) an. Nach der Denaturierung der Doppelhelices werden die Einzelstränge in 

eine mikrofluidische Durchflusszelle (Flow Cell) appliziert. Auf deren Oberfläche befinden 

sich komplementäre, befestigte Adapter an die die Einzelstränge binden können. Eine 

DNA-Polymerase synthetisiert einen weiteren DNA-Strang während einer PCR, 
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beginnend am als Primer dienenden fixierten Adapter. Die beiden Stränge werden sepa-

riert und der am fixierten Adapter synthetisierte Strang verbleibt auf der Oberfläche der 

Flow Cell. Der am freien Ende befindliche Adapter des neu sequenzierten Stranges bindet 

an einen weiteren unbelegten Adapter, der auf der Oberfläche fixiert ist. Eine weitere PCR 

und eine erneute Separierung der nun fixierten Stränge findet statt.  

Dieser Vorgang wird so häufig wiederholt, bis sich eine Region (Cluster) auf der Oberflä-

che der Flow Cell gebildet hat, auf welcher die ursprünglichen DNA-Stränge in zahlreichen 

Kopien vorliegen. Nun befinden sich 2 komplementäre DNA-Sequenzen in häufiger Aus-

führung auf kleinem Raum. Eine Ausführung der komplementären Stränge wird nun von 

den fixierten Adapter abgeschnitten und nur ein Typ der ursprünglich 2 DNA-Stränge 

bleibt in seiner zahlreichen Ausführung auf der Oberfläche fixiert.  

Ein zu den Adapter komplementärer Primer wird nun auf die Oberfläche gegeben. An 

diesen können fluoreszierende Nukleotide binden. Jedem Nukleotid sind spezifische Far-

ben zugeordnet. Nachdem ein dem Originalstrang komplementäres Nukleotid gebunden 

hat, verhindert es zunächst das Binden weiterer Nukleotide. Die freien Nukleotide werden 

entfernt und das fluoreszierende Nukleotid wird nach Laseranregung detektiert. Danach 

lässt das blockierende Nukleotid die Bindung eines weiteren dem Originalstrang komple-

mentären Nukleotids zu und der Prozess wird wiederholt.  

Auf der MiSeq Plattform von Illumina können so 2 mal 300 Basenpaare hinzugefügt wer-

den (Slatko et al., 2018). Die Floreszenzen der eingebauten Nukleotide werden visualisiert 

und die Basenabfolge bioinformatisch identifiziert. Einen genaueren Überblick über die 

Methode bietet Matthieu Leray in seinem Artikel (Leray et al., 2016). 

  



 
 

 

24 

 

 

1.6.1. Mikrobiomanalyse mittels 16S ribosomale RNA Metagenom-Sequenzierung  

 

Die Analyse von Mikrobiota kann grundsätzlich in molekulare und kulturbasierte Vorge-

hensweisen unterteilt werden. Die 16S-rRNA-Gensequenzierung gehört zu den moleku-

larbiologischen Verfahren und hat das Potential, die gesamte bakterielle Zusammenset-

zung und Diversität einer Probe zu beleuchten, was besonders im Hinblick auf die hohe 

Komplexität des oralen Mikrobioms attraktiv ist (Clavel et al., 2016).  

Die Basenabfolge des 16S rRNA Gens dient danach der phylogenetischen Untersuchung 

der Proben (Hwang et al., 2018; Lee und Tang, 2012). Das prokaryotische 16S ribosomale 

RNA Gen besteht aus circa 1500 Nukleotiden. Die 16S ribosomale RNA besteht aus 9 

variablen Regionen, die durch konservierte Regionen unterbrochen werden. Die dritte und 

vierte variable Region des Gens werden in dieser Studie als Kontext zur phylogenetischen 

Klassifizierung des Genus- oder des Speziesniveaus verwendet. Diese Region wird mit-

tels PCR vervielfacht und dient als Grundlage der unter 1.6 beschriebenen Mikrobiom-

analyse (Shahi et al., 2019).  

 

1.6.2. Gesamt-Genom-Schrotschusssequenzierung mit Oxford Nanopore Technologies 

 

Bei der Gesamt-Genom-Sequenzierung (Whole-Genome-Sequencing; WGS) wird die ge-

samte genomische DNA einer Probe zum Zeitpunkt der Probenentnahme untersucht und 

nicht nur ein bestimmter Bereich eines Genoms (Khodakova et al., 2014). Das eröffnet 

zum Beispiel die Möglichkeit, Pathogene genau zu charakterisieren und hinsichtlich resis-

tenzkodierender Genomabschnitte zu analysieren (Rossen et al., 2018). Die Methode von 

Oxford Nanopore Technologies verfügt über die Fähigkeit, sehr lange native DNA-Stränge 

zu sequenzieren. Dabei handelt es sich um eine Sequenziertechnologie der dritten Gene-

ration, bei der ein Strom über eine elektrisch resistente Membran angelegt wird, in die 

biologische Nanoporen eingebettet sind. Während die DNA mit Hilfe des Motorproteins 

entwunden und durch die Poren geschleust wird, kommt es in Abhängigkeit zum sequen-

zierten Nukleotid zu charakteristischen Unterbrechungen des Stroms innerhalb der Pore, 

welche genutzt werden, um die Basenabfolge des passierenden DNA-Strangs zu bestim-

men. 
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Konkret bestehen die Poren aus einem Motorprotein, das die während der Vorbereitung 

von DNA-Library an die DNA angefügten Adapter erkennt und den Passiervorgang durch 

die Pore kontrolliert. Die Spannungsveränderungen werden bioinformatisch in Basen 

übersetzt (Basecalling). Das Basecalling kann während und / oder nach dem Sequenzier-

vorgang erfolgen und bildet die Grundlage für die bioinformatische Auswertung (Lu et al., 

2016). 

 

1.6.3. Gesamt-Genom-Amplifikation  
 

Eine Voraussetzung für die Gesamt-Genom-Sequenzierung ist in der Regel eine deutlich 

höhere DNA-Menge als bei anderen Sequenziermethoden (Rykalina et al., 2014; Zhu et 

al., 2015). Wenn aufgrund von Probenbeschaffenheit oder -qualität nicht ausreichend 

DNA isoliert werden konnte, ist eine Gesamt-Genom-Amplifikation (Whole-Genome-

Amplification (WGA)) vor der genomischen Analyse erforderlich. Dabei gibt es verschie-

dene Varianten, die auf PCR oder isothermaler Amplifikation der gesamten in der Probe 

enthaltenen DNA basieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die isothermale Amplifikation 

mittels Phi29 Polymerase verwendet. Dabei werden sehr kurze, sequenzunspezifische 

Oligonukleotide (Random-Hexamer-Primer) verwendet, die unspezifisch an den genomi-

schen DNA-Strang binden und als Andockpunkt für die Phi29 Polymerase fungieren. Die 

Polymerase ist in der Lage während einer isothermalen Reaktion im Durchschnitt 70.000 

Nukleotide zu synthetisieren. Die neu synthetisierte DNA fungiert als Vorlage für weitere 

DNA-Synthese. Wie in Abb. 4 zu sehen, entwickeln sich daher im Verlauf der WGA hy-

perverzweigte DNA-Strukturen (Binga et al., 2008).  



 
 

 

26 

 

 

 
 
Abb. 4: Syntheseprinzip der „Multiple-Displacement-Amplification” mit der Pfeilspitze als 
Polymerase (Binga et al., 2008) 
 
 

1.7.  Hypothesen und Fragestellung  

 

Diese Studie untersucht die Effizienz und den Einfluss unterschiedlicher adjuvanter Anti-

biotikaprotokolle auf die nicht-chirurgischen Parodontitistherapie bei aggressiver Paro-

dontits (Stadium III - IV, Grad C), insbesondere im Hinblick auf die Veränderung des sub-

gingivalen Mikrobioms und Resistoms.  

Die Forschungsarbeit wird durch 2 zentrale Fragestellungen geleitet. 

1. Wie verändert sich die Bakterienbesiedlung nach der Anwendung von 2 unter-

schiedlichen Antibiotikaprotokollen? Hierbei wird eine dreitägige und eine sieben-

tägige Einnahme von 500 mg Amoxicillin und 500 mg Metronidazol, jeweils dreimal 

täglich verabreicht. Angesichts dieser Fragestellung wird die Hypothese formuliert, 

dass es bei gleichen Krankheitsbildern und identischer Therapie zu keinen statis-

tisch signifikanten Abweichungen in der Mikrobiomzusammensetzung zwischen 

den Gruppen (T + K) kommt, trotz verschiedener Antibiotikaeinnahmeprotokolle.  

2. Ist es möglich, mittels Next-Generation-Sequencing eine valide Methode zu etab-

lieren, die Resistome, die sich durch die Antibiose entwickelt haben, nachzuwei-

sen? Eine ergänzende Hypothese ist, dass ein längeres Antibiotikaeinnahmepro-

tokoll die Resistenzbildung begünstigen könnte.  
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2. Material und Methoden 
2.1.  Patientenkollektiv und durchgeführte Therapie 

 

Die Studie wurde gemäß der Deklaration von Helsinki (1964, Revision 2008) durchgeführt 

und stellt eine Sekundäranalyse dar (Cosgarea et al., 2022). Die Genehmigung der Haupt-

analyse fand durch die Ethikkommission der Fakultät für Medizin und Pharmazie von Cluj-

Napoca statt (Antrag #398/02.07.2015, Amendment #346/16.11.2020).  

Alle in Frage kommenden Probanden wurden über die Risiken, Vorteile und den Zweck 

der Studie aufgeklärt und es wurde eine schriftliche Zustimmung eingeholt. Für die Studie 

wurden Patienten im Alter zwischen 18 und 38 Jahren ausgewählt, die klinische Zeichen 

einer generalisierten aggressiven Parodontitis (Parodontitis Stadium III / IV Grad C) auf-

wiesen. Die Patienten zeigten eine familiäre Häufung eines schnellen Attachmentverlusts 

und Knochenabbaus bei ansonsten gesundem klinischen Erscheinungsbild und / oder 

generalisiertem approximalen Attachmentverlust, der mindestens 3 bleibende Zähne ab-

seits der ersten Molaren und Schneidezähne betraf (Armitage, 1999). Der Full-Mouth-

Plaque-Score (FMPS) hatte einen Wert von 25 % vor der Therapie nicht überschritten 

(O'Leary et al., 1972). Patienten mit höheren Plaquewerten wurden instruiert und moti-

viert, bis sie eine verbesserte Mundhygiene (FMPS 25 %) aufwiesen. Systemische Er-

krankungen, welche die parodontale Gesundheit beeinflussen, Bestrahlung im Kopf- und 

Halsbereich, Lebererkrankungen sowie Herzleiden, die eine prophylaktische Antibiotika-

gabe vor zahnärztlicher Behandlung begründen, waren Ausschlusskriterien (Helenius-

Hietala et al., 2019; Khaw et al., 2014; Sanz et al., 2020b).  

 

2.2.  Klinisches Protokoll   

 

An die Erhebung eines allgemeinzahnärztlichen Befundes schloss sich die parodontolo-

gische Befunderhebung an, welche sich bei jeder Kontrolluntersuchung nach der Behand-

lung wiederholte. Der Mundhygienestatus sowie der Entzündungsstatus wurden durch 

FMPS und gingivalen Blutungsindex an 4 Stellen pro Zahn bestimmt (Ainamo und Bay, 

1975; O'Leary et al., 1972). Der klinische Attachmentverlust und die TST wurden an 6 

Stellen pro Zahn mit der parodontalen Sonde gemessen. Die Schmelz-Zementgrenze 

diente als Referenzpunkt. Wurde dieser durch Restaurationen unsichtbar, so wurde der 
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apikalste Rand der Restauration als Referenz verwendet. BOP wurde als Prozentsatz der 

Stellen bewertet, die 30 Sekunden nach Sondierung bluteten. Probanden, die täglich min-

destens 10 Zigaretten über die letzten 5 Jahre konsumierten, wurden als Raucher dekla-

riert. Nach Feststellung des parodontologischen Behandlungsbedarfs und Erfüllung der 

Einschlusskriterien wurde das Patientenkollektiv randomisiert in eine gleich große Test- 

und Kontrollgruppe unterteilt. Beide Gruppen wurden nichtchirurgisch behandelt. Alle 

Stellen mit einer TST von mindestens 4 mm wurden zu Behandlungsbeginn innerhalb von 

24 Stunden mittels subgingivaler Instrumentierung therapiert und die Patienten wurden 

angewiesen, zweimal täglich 2 Minuten lang mit der Chlorhexidindigluconat-Mundspüllö-

sung für 2 Wochen zu spülen. Weiterhin sollten die Patienten beider Gruppen, beginnend 

am Tag der subgingivalen Instrumentierung, weitere 14 Tage lang chlorhexidindigluconat-

haltige Zahnpasta verwenden. Zudem nahmen die Patienten der Kontrollgruppe dreimal 

täglich 500 mg Amoxicillin und 500 mg Metronidazol für je 7 Tage lang in einem Abstand 

von 8 Stunden ein. In der Testgruppe wurden die Antibiotika lediglich 3 Tage eingenom-

men und für die weiteren 4 Tage durch ein gleich aussehendes Placebo-Präparat ersetzt. 

Falls residuale parodontale Taschen an den Kontrollterminen festgestellt worden sind (3, 

6 und 12 Monate nach Therapie), so wurden diese nicht reinstrumentiert.  

2.3.  Probenentnahme  

Vor der Therapie sowie 3, 6 und 12 Monate nach der Therapie wurden Proben subgingi-

valer Plaque entnommen. Dafür wurde in jedem Quadranten die Stelle mit der höchsten 

TST zur Probenentnahme gewählt. Nach dem Entfernen supragingivalen Biofilms mit 

Wattepellets und unter relativer Trockenlegung mit Watterollen, wurde eine sterile Papier-

spitze bis zur Wahrnehmung eines Widerstands in den Sulkus eingeführt und für 20 Se-

kunden dort belassen. Anschließend wurden die während eines Zeitpunkts gewonnenen 

Proben eines Patienten in einem sterilen Reagenzgefäß gepoolt und bei - 20 °C gelagert.  
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2.4.  Extraktion verwendeter DNA-Proben  

Alle aufgeführten Arbeitsschritte wurden unter Sicherheitsarbeitsbänken durchgeführt. Es 

wurden ausschließlich Filterspitzen verwendet, welche nach jedem Pipettierschritt ge-

wechselt wurden. Die DNA-Isolate wurden bei - 20 °C bis - 25 °C gelagert und beim Ver-

wenden, wie alle anderen gekühlten Substanzen, langsam auf Eis aufgetaut. Enzyme 

wurden erst zum Zeitpunkt der Verwendung aus der Kühlung genommen. Außerdem ka-

men lediglich Low-Binding-Reagenzgefäße sowie DNA- und nuklease-freies Wasser zum 

Einsatz. Die DNA-Extraktion wurde nach Herstellerangaben mit Chelex 100 durchgeführt 

(Instruction Manual, Chelex 100).  

 

2.4.1. Bestimmung der Probenreinheit und des DNA-Gehalts 
 

Zu Beginn wurden vier Dropout-Proben exemplarisch mit Hilfe eines Mikrovolumen-

Spektralphotometers (NanoDrop One C, Thermo Scientific) hinsichtlich ihres DNA-Ge-

halts und Reinheitsgrades bewertet. Das NanoDrop Mikrovolumen-Spektralphotometer 

erlaubt durch die Bestimmung eines Verhältnisses von Absorptionen bestimmter Wellen-

längen Aussagen über Reinheit von Nukleinsäure-Proben (Desjardins und Conklin, 2010). 

Das Messvolumen belief sich auf 1 μl pro Probe und nukleasefreies Wasser diente als 

Kalibrationsreferenz.  

 

2.5.  Amplifikation des prokaryotischen ribosomalen RNA-Gens mittels Polymeraseketten-

reaktion für Metagenom-Sequenzierung mit dem Illumina Miseq Sequenzierer  

Die direkte Amplifikation und Sequenzierung des 16S ribosomalen RNA-Gens aus Abstri-

chen der parodontalen Taschen stellt eine präzise Methode dar, um das dort vorkom-

mende Mikrobiom zu charakterisieren. Durch die speziesspezifischen hypervariablen Re-

gionen der 16S-rRNA, eignet sich dieser Genomabschnitt zur Identifikation der Gattung 

der vorhandenen Bakterien durch den Abgleich der enthaltenen generierten Sequenzen 

mit Genomdatenbanken (Kroes et al., 1999).  



 
 

 

30 

 

 

Die DNA-Library wurden unter einer PCR-Arbeitsbank nach Vorgaben des Herstellers Il-

lumina präpariert (Version: 16s-metagenomic-library-prep-guide-15044223-b). Zunächst 

wurden die hypervariablen Regionen V3 - V4 des 16S rRNA-Gens mittels PCR unter Ver-

wendung von Primern, die in konservierten Regionen binden, amplifiziert (Klindworth et 

al., 2013). Dazu wurden in PCR-Reagenzgefäßen die in Tabelle 1 angegebenen und vor-

her sorgfältig durchmischten Substanzen pipettiert:   

 

Tab. 1: PCR-Ansatz 

Substanz Volumen 

DNA 2,5 μl 

Vorwärts-Primer 5 μl 

Rückwärts-Primer 5 μl 

2x KAPA HiFi HotStart (Polymerase)  
ReadyMix 

12,5 μl 

Total 25 μl 
 
Nach erneutem Durchmischen durchliefen die PCR-Reaktionen im Thermocycler (Pro-

Flex™ PCR System) folgendes Programm: 

 
Tab. 2: Erstes PCR-Programm des Thermocyclers 

Zyklus Temperatur (°C) Zeit 

1x 95 3 Minuten  

 
25/30x 

95 30 Sekunden 

55 30 Sekunden 

72 30 Sekunden 

1x 72 5 Minuten  

Ende 4 ∞ 
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2.5.1. Nachweis des Amplifikats durch gelelektrophoretische Auftrennung 
 

Das PCR-Produkt wurde mittels des Agilent TapeStation Elektrophoreseautomaten 

(Agilent, Santa Clara, USA) nach Herstellerhandbuch (Agilent D1000 ScreenTape Quick 

Guide for TapeStation Systems) analysiert, um die Länge des generierten Amplifikats zu 

bestimmen. Zur kapillarelektrophoretischen Auftrennung wurden die sogenannten D1000 

ScreenTapes verwendet, die für eine Darstellung bis zu 1000 Basenpaare langer Frag-

mente ausgelegt sind. Die bei 4 °C gelagerten D1000 Reagenzien und ScreenTapes sind 

30 Minuten bei Raumtemperatur äquilibriert worden. Es wurden jeweils 3 μL D1000 

Sample Buffer und 1 μL des PCR-Produkts in ein PCR-Reagenzgefäß pipettiert und mit 

Hilfe des Vortexers (IKA MS3 Vortexer, Staufen, Deutschland) bei 2000 U/min für 1 Minute 

vermischt. Die Proben wurden in der TapeStation positioniert, die Elektrophorese gestar-

tet und nach deren Abschluss das Elektropherogramm analysiert. Dabei wurde die Größe 

der elektrophoretischen Peaks mit Hilfe eines Standards bestimmt. Zur Vermeidung un-

spezifischer Amplikons wurden jedoch nicht über 30 Amplifikationszyklen angewendet. 

Bis zur Durchführung der nächsten Schritte sind die Proben bei - 20 °C gelagert worden.  

 

2.5.2. Aufreinigung des PCR-Produkts 
 

Zur Aufreinigung der Amplikons wurden AMPure XP beads (Beckman Coulter Life Sci-

ences, Krefeld, Deutschland) verwendet. Dabei handelt es sich um paramagnetische Kü-

gelchen (Beads) in einer Puffersuspension, welche in der Lage sind, die DNA-Amplifikate 

zu binden. Diese Aufreinigungstechnik ist der Goldstandard für NGS Applikationen und 

basiert auf der reversiblen Festphasenimmobilisierung (Solid Phase Reversible Immobi-

lization, SPRI), bei der Nukleinsäuren selektiv nach Art und Größe gebunden werden kön-

nen. Somit ist die Möglichkeit gegeben, die Proben von überschüssigen Primern, Nukle-

otiden und Enzymen zu reinigen, da sich die an die Beads gebundenen Amplifikate durch 

einen Magneten von dem Überstand mit den Kontaminationen trennen lassen (Krinitsina 

et al., 2015). Die AMPure XP beads wurden auf Raumtemperatur gebracht und jegliche 

PCR-Produkte aus ihren Reagenzgefäßen auf eine DeepWell-Platte pipettiert. Auf die 

Proben wurden jeweils 20 μL resuspendierter AMPure XP beads pipettiert und 
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anschließend auf dem CRP-18X Plate Shaker bei 1400 U/min für 2 Minuten geschüttelt. 

Nach einer fünfminütigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur ist die Platte auf dem Dy-

naMag™-96 Side Skirted Magnet (Thermo Fisher Scientific) platziert worden, bis sich die 

DNA-gebundenen Magnetkugeln nach circa 2 Minuten an der dem Magneten zugewand-

ten Seite zu einem Pellet akkumulierten. Das Pellet wurde mit 200 μL 80 % Ethanol 2 mal 

gewaschen. Im Anschluss wurden die Beads für 4 Minuten zur Evaporation letzter Reste 

des Ethanols luftgetrocknet. Anschließend wurde den Pellets jeweils 52,5 μL 10 mM Tris 

pH 8.5 zur Elution zugegeben. Die Platte ist auf dem CRP-18X Plate Shaker bei 1400 

U/min für 2 Minuten geschüttelt, für 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie-

ßend auf dem DynaMag™-96 Side Skirted Magnet platziert worden, bis die Proben nach 

circa 2 Minuten aufgeklart waren. Jeweils 50 μL der eluierten DNA wurde mit einer Multi-

kanalpipette von der DeepWell-Platte in eine neue 96-well Mikrotiterplatte pipettiert. 

 

2.5.3. Index PCR 
 

Zur parallelen Sequenzierung einer Vielzahl von Proben wird jede Probe mit einer kurzen 

spezifischen Kennungssequenz, dem sogenannten Barcode oder Index, versehen. Damit 

lassen sich nach der Vereinigung der DNA-Libraries die generierten Sequenzen den ur-

sprünglichen DNA Proben wieder zuordnen. Da das Verwenden von standardmäßigen, 

kombinatorischen Indices zu einer höheren Anzahl von Fehlzuordnungen der generierten 

Sequenzen zu den einzelnen Proben führt, wurden unzusammenhängende duale Indices 

verwendet (MacConaill et al., 2018). Das Anbringen der Indices an die zu sequenzierende 

DNA-Library fand nach Herstellerangaben statt (16s-metagenomic-library-prep-guide-

15044223-b). Von den aufgereinigten und in 50 μL 10 mM Tris pH 8.5 gelösten 16S rRNA 

PCR-Produkten wurden jeweils 5 μL in eine neue 96-well Platte pipettiert. Den Proben 

wurde jeweils 10 μL nukleasefreies Wasser hinzugefügt. Anschließend wurden mit der 

Mehrkanalpipette jeweils 5 μL des vorher festgelegten Nextera XT Index Primer 1 (N7xx) 

sowie 5 μL des vorher bestimmten Nextera XT Index Primer 2 (S5xx) zugegeben. Zuletzt 

wurde zu den Proben mit einer Einkanalpipette jeweils 25 μL des 2x KAPA HiFi HotStart 

ReadyMix pipettiert und 10 mal gemischt. Nach Abdecken der Platte mit einer Microseal-

A-Folie und 1-minütigem Zentrifugieren bei 1000 U/min wurde die PCR nach folgendem 
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Schema im Thermocycler (C1000 Touch Thermal Cycler CFX96, Feldkirchen, Deutsch-

land) durchgeführt:  

 
Tab. 3: Zweites PCR-Programm des Thermocyclers 

Zyklus Temperatur (°C) Zeit 

1x 95 3 Minuten  

 
8x 

95 30 Sekunden 

55 30 Sekunden 

72 30 Sekunden 

1x 72 5 Minuten 

Ende 4 ∞ 

 

 

Die indizierten 16S rRNA Amplikons wurden mit Hilfe von AMPure XP beads (56 μL pro 

Probe) aufgereinigt und in 27,5 μL 10 mM Tris eluiert. Anschließend wurden die Konzent-

rationen der DNA-Library fluorometrisch bestimmt.  

 

2.5.4. Fluorometrische Quantifizierung der indexierten Proben  

 

Zur fluorometrischen Quantifizierung der DNA wurde das Quantus Fluorometer von Pro-

mega verwendet. Zur Kalibrierung des Geräts wurde Lambda DNA mit bekannter Kon-

zentration oder 1xTE-Puffer (sogenannter Blank) verwendet. Je 199 μL Färbelösung 

wurde jeweils mit 1 μL der zu bestimmenden DNA-Probe vermischt und nach einer Inku-

bationszeit von 5 Minuten bei Raumtemperatur gemessen.  
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2.5.5. Vereinigung der Proben  
 

Mit Hilfe der unter 2.4.1 beschriebenen DNA-Konzentrationsbestimmung wurde das zu 

pipettierende Volumen der einzelnen Proben bestimmt, um die DNA-Proben im gleichen 

Mengenverhältnis vereinigen zu können. So sollte einer Über- beziehungsweise Unterre-

präsentation einzelner Proben während des Sequenzierprozesses vorgebeugt werden. 

Dazu wurde in ein Reagenzgefäß jenes Volumen jeder indexierten Probe pipettiert, dass 

circa 60 ng DNA pro Probe enthielt. Bis zur weiteren Bearbeitung wurde der Probenpool 

auf Eis gelagert. 

 

2.5.6. Sequenzieren  
 

Die gepoolten Proben wurden nun nach dem Herstellerprotokoll (Version: Illumina 16s-

metagenomic-library-prep-guide-15044223-b) denaturiert und mit der Sequenzierplatt-

form MiSeq analysiert. Bis zu 44 Proben wurden so für 56 Stunden sequenziert.  

 

2.5.7. Bioinformatische Auswertung 
 

Die Auswertung der durch die Sequenzierung generierten Daten fand mit Hilfe der Mikro-

biom Bioinformatik-Plattform QIIME 2 statt. Diese Plattform ermöglicht die Aufbereitung 

und Analyse von Rohdaten einer Metagenom-Sequenzierung, bis hin zu publizierbaren 

Darstellungen der Daten durch verschiedenste Plugins (Bolyen et al., 2019; Estaki et al., 

2020). Nach dem Import der Sequenz-Rohdaten in QIIME 2, wurden während des Demul-

tiplexings die einzelnen bei der Sequenzierung entstandenen Sequence Reads anhand 

ihrer Barcodes den Proben der Patienten zugeordnet und im Anschluss die Adapter / Bar-

code-Entfernung vorgenommen. Während des „Denoising“-Schritts wurden mit Hilfe des 

DADA2 Plugins fehlerhafte Sequenzen herausgefiltert oder korrigiert und die paired- end- 

reads zusammengeführt. Außerdem wurden chimäre Sequenzen und Singletons (Reads, 

die in allen Proben nur einmal vorkommen) eliminiert (Callahan et al., 2016). Die Ergeb-

nisse der Qualitätsfilter und des Denoisings wurden in einer Feature Table 
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zusammengefasst und dienten als Grundlage für die taxonomische Analyse. Die taxono-

mische Klassifizierung wurde durch einen naiven Bayes-Klassifikator zugewiesen, der auf 

der SILVA Datenbank Rel. 132 trainiert wurde (Quast et al., 2013). Daran schloss sich der 

Vergleich der Zusammensetzung der Mikrobiota in 2 oder mehr Populationen (soge-

nannte Alpha- und Betadiversität), sowie die differenzielle Abundanzanalyse der identifi-

zierten Taxa an (Mandal et al., 2015).  

Die Alphadiversität misst die Diversität oder Vielfalt innerhalb einer einzelnen Probe oder 

Gemeinschaft, wobei der Shannon-Index, der Pielou-Diversitätsindex und der Faith’s Phy-

logenetic Diversity (PD)-Index als Maßstäbe verwendet wurden. Diese Indizes berück-

sichtigen sowohl die Anzahl der unterschiedlichen Taxa (Artenreichtum) als auch ihre re-

lative Häufigkeit (Artenausgeglichenheit) (Davies und Buckley, 2011; Olejniczak-Staruch 

et al., 2021). Der Shannonindex ist ein gängiges Maß, das sowohl den Artenreichtum als 

auch die Artenausgeglichenheit in der Gemeinschaft berücksichtigt. Faith’s PD-Index be-

rücksichtigt zusätzlich die phylogenetischen Differenzen zwischen den Arten. Als statis-

tisch signifikant wurden p-Werte von 0,05 oder kleiner gewertet (Davies und Buckley, 

2011; Pielou, 1966; Shannon, 1948). 

Die Betadiversität misst die Unterschiede in der Artenzusammensetzung zwischen ver-

schiedenen Proben oder Gemeinschaften. Um die Betadiversität in dieser Studie zu quan-

tifizieren, wurden die gewichtete UniFrac-Distanzanalyse und der Jaccard-Koeffizient ver-

wendet. Ersteres berücksichtigt sowohl die phylogenetische Verwandtschaft als auch die 

relative Häufigkeit. Der Jaccard-Koeffizient bezieht sich lediglich auf das Vorhandensein 

und Fehlen von Arten (Jaccard, 1912; Wong et al., 2016)  

Das Signifikanzniveau zwischen den Kohorten wurde unter der Anwendung des nicht- 

parametrischen Kruskal-Wallis-Tests sowie PERMANOVA mit 999 Permutationen bewer-

tet (Yue und Hu, 2022). 
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2.6.  Kultivierung des Porphyromonas gingivalis  

Vor dem Hintergrund, dass die Patientenproben eine begrenzte Ressource sind, wurde 

die Etablierung der Methoden zur Resistombestimmung mit dem des oralen Keim P. gingi-

valis (ATCC® BAA 308TM) durchgeführt. Das empfohlene Nährmedium war ATCC Me-

dium: 2722 Supplemented Tryptic Soy Broth, welches sich aus folgenden Bestandteilen 

zusammensetzt:  

 

Tab. 4: Zusammensetzung des Nährmediums für P. gingivalis 

Bestandteil des Nährmediums Menge 

Tryptische Sojabrühe  30 g 

Hefeextrakt  5 g 

L-Cystein Hydrochlorid  0,5 g 

Häminlösung  1 ml 

Menadion 1 μg/ml  0,2 ml 

Demineralisiertes Wasser  1000 ml 
 

Die Häminlösung bestand aus 0,5 g Hämin, 1,74 g Dikaliumhydrogenphosphat und 100 

ml demineralisiertem Wasser und wurde nach Aufkochen in Dunkelheit gelagert. P. gingi-

valis wurde anaerob bei 37 °C im New Brunswick™ Innova® 44 Inkubationsschüttler (Ep-

pendorf, Hamburg, Deutschland) für 4 Tage inkubiert.  
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2.6.1. Isolation der genomischen Porphyromonas gingivalis DNA  
 

Unter Verwendung des „Quick-DNA Fungal/Bacterial Microprep Kit“, wurde nach Anga-

ben des Herstellers die genomische DNA aus den Zellen isoliert. Dazu wurden 10 bis 20 

mg der Bakterien, welche in 200 μL nukleasefreiem Wasser resuspendiert wurden, in ein 

ZR BashingBeadTM Lysis Röhrchen überführt und die Bakterienzellen mittels mechani-

scher Lyse durch den MPBio™ Fast Prep 24 5G Homogenisierer (2x 40 s bei 6,5 m/s mit 

1min auf Eis dazwischen) aufgeschlossen. Nach dem Abzentrifugieren der Lysismatrix 

wurden 400 μL des Überstandes auf den Zymo-Spin III-Filter gegeben, um verbleibende 

Partikel zu beseitigen. Abschließend wurde die gDNA des P. gingivalis in 15 μL Volumen 

eluiert und hinsichtlich ihrer Qualität und Quantität mit dem NanoDrop One und dem 

Quantus Fluorometer, wie unter den Punkten 2.4.1 und 2.5.4 beschrieben, untersucht.  
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2.6.2. Durchführung der Gesamtgenomamplifikation (WGA) 
 

Die  DNA-Konzentration der Patientenproben war allgemein sehr gering und für eine di-

rekte NGS-Library-Herstellung  nicht ausreichend. Daher wurde isolierte DNA unspezi-

fisch durch eine WGA vervielfältigt. Die WGA wurde durch isotherme Inkubation von kur-

zen Zufallsprimern und EquiPhi29 DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA) durchgeführt. Diese Polymerase zeichnet sich dadurch aus, dass sie synthetisierte 

DNA-Stränge verdrängen kann, um weitere DNA zu synthetisieren („strand displacement 

activity“). Das begründet die hohe Syntheserate sowie mögliche lange Fragmente von bis 

zu 70 Kilobasen, die von Vorteil sind, um ein komplettes Genom durch Sequenzierung 

korrekt wiedergeben zu können  (Blanco et al., 1989; Povilaitis et al., 2016). Um den nied-

rigen DNA-Gehalt der Patientenproben zu simulieren, wurde die gDNA des P. gingivalis 

in einer Verdünnungsreihe, mit Hilfe von DNA-freiem Wasser, auf 10 ng/μL, 1 ng/μL und 

0,1 ng/μL verdünnt. Anschließend wurde ein 5 μL Denaturierungsansatz in einem PCR-

Reagenzgefäß nach Herstellerangaben angesetzt:  

 

Tab. 5: Ansatz zur Denaturierung der verdünnten gDNA des P. gingivalis 

Substanz Volumen 

EquiPhi29 Reaction Buffer  0,5 μL 

Exo-resistant random primers  1 μL 

DNA-free water  2,5 μL 

gDNA P. gingivalis  1 μL 
 

Als Negativkontrolle wurde eine Probe mit DNA-freiem Wasser verwendet. Nach dem 

Durchmischen wurden die Proben bei 95 °C für 3 Minuten im Thermocycler (ProFlex™ 

PCR System, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) denaturiert und anschließend so-

fort für mindestens 3 weitere Minuten auf Eis platziert.  Als Nächstes wurde ein Mastermix 

angesetzt, bei dem pro Probe folgende Mengen verwendet wurden:  
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Tab. 6: Ansatz zur Gesamtgenomamplifikation 

Substanz Konzentration Volumen in μL 

Reaction Buffer for EquiPhi29 1 X 1,5 

DTT 1 mM 0,2 

dNTP Mix  1 mM 2 

DNA-freies Wasser  10,3 

EquiPhi29 DNA Polymerase  10 Units 1 
 

15 μL des Mastermixes wurde zu jeder DNA-Probe pipettiert. Anschließend wurden die 

Proben im Thermocycler (ProFlex™ PCR System, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA) für 3 Stunden bei 45 °C und darauffolgend bei 65 °C für 10 Minuten inkubiert.  

 

2.6.3. Fluorometrische Quantifizierung und Fragmentanalyse des Genomamplifikats  
 

Um abschätzen zu können, wie hoch die Prozessivität der Reaktionen war, wurden die 

Proben, wie unter Punkt 2.5.1 und 2.5.4 beschrieben, hinsichtlich ihrer Fragmentgröße 

und Quantität analysiert. Wegen der zu erwartenden langen Fragmente wurde für die 

Agilent TapeStation ein Genomic Screen Tape und die dazugehörigen Genomic DNA Re-

agents nach Herstellerangaben verwendet.  

 

2.6.4. Erste Aufreinigung des Gesamtgenomamplifikats  
 

Um die Proben von Rückständen der Amplifikation zu befreien, wurde die amplifizierte 

DNA mit den zuvor auf Raumtemperatur gebrachten AMPure XP beads 34,2 μL versetzt. 

Während die Proben 5 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Rotor gemischt wurden, 

wurden pro Probe 500 μL 70 % Ethanol frisch angesetzt. Nach dem Herunterzentrifugie-

ren sind die Proben auf dem DynaMag™-2 Magneten platziert worden, bis sich die AM-

Pure XP Beads zu einem Pellet akkumulierten und der Überstand heraus pipettiert wurde. 

Nach zweimaligem Waschen der AMPure XP Beads mit jeweils 200 μL 70 % Ethanol, 

sind die Proben herunterzentrifugiert und erneut auf dem Magneten platziert worden. Das 

restliche Ethanol wurde sorgfältig aus dem Reagenzgefäß entfernt und die AMPure XP 
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Beads für maximal 20 bis 30 Sekunden getrocknet. Zur Elution der DNA wurden pro Probe 

31 μL DNA-freies Wasser hinzu pipettiert. Nach einer zweiminütigen Inkubation auf dem 

New Brunswick™ Innova® 44 Inkubationsschüttler bei 23 °C, wurden die Proben erneut 

auf dem Magneten platziert. Nach Elution wurde die aufgereinigte Probe in ein neues 1,5 

ml Reagenzgefäß überführt und wie unter Punkt 2.5.4 quantifiziert.  

 

2.7.  Transposase-basierte Erstellung einer DNA-Library eines P. gingivalis-Gesamtge-

nom-Amplifikats sowie einer Negativkontrolle für die Nanoporen-Sequenzierung 

Eine P. gingivalis-DNA Probe sowie eine aufgereinigte Negativkontrolle nach Gesamtge-

nomamplifikation wurden für die Sequenzierung mit dem Oxford Nanopore Technologies 

MinION Sequenzierer (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Großbritannien) vorberei-

tet. Zur Erstellung der DNA-Library wurde das Transposase-basierte „Rapid Barcoding 

Kit“ nach Herstellerprotokoll (RBK_v2_revP_14Aug2019) verwendet. Dazu wurden 400 

ng der aufgereinigten WGA Proben in 7,5 μL mit DNA-freiem Wasser aufgenommen. Je-

der Probe wurde 2,5 μL des „Fragmentation Mixes“ hinzugefügt. Dieser enthält die Trans-

posase und einen von 12 individuellen Barcodes. In einer anschließenden Inkubation bei 

30 °C für 1 Minute und 80 °C für 1 Minute im Thermocycler (ProFlex™ PCR System) soll 

die hochverzweigte Struktur der DNA, die bei der Gesamtgenomamplifikation entsteht, 

durch die DNA spaltende Transposase verringert und individuelle Barcodes angefügt wer-

den. Um bei der Sequenzierung eine gleichmäßige Repräsentation der Proben zu ge-

währleisten, wurde ein Pool beider Proben gebildet, bei dem die fmol-Menge der Proben 

ähnlich ist. Diese hängt von den Nanogramm einerseits und von den Fragmentgrößen 

andererseits ab. Da die Fragmentgrößen und Nanogrammmengen in diesem Fall iden-

tisch waren, wurden sie in gleichen Mengen von jeweils 5 μL in einem 1,5 ml Reagenz-

gefäß vereint. Der Probe wurde 1 μL des Rapid Adapters hinzugegeben und bei 23 °C im 

New Brunswick™ Innova® 44 Inkubationsschüttler für 5 Minuten inkubiert.   
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2.7.1. Vorbereitung und Beladung der Flow Cell für die Nanoporen-Sequenzierung  
 

Zur Sequenzierung wurde nach Herstellerhandbuch (RBK_v2_revP_14Aug2019) vorge-

gangen und das „Rapid Barcoding Kit“ in Kombination mit dem „Flow Cell Priming Kit“ 

verwendet. Vor der Sequenzierung wurde die Flow Cell in das MinIon-Gerät eingelegt und 

der Status der Flow Cell per Qualitätscheck im MinKNOW Betriebssystem geprüft. Nach-

dem der Check erfolgreich abgeschlossen war, wurde die Flow Cell vorbereitet. Dazu 

wurden 30 μL des „Flush Tether“ in einen Behälter „Flush Buffer“ pipettiert und vermischt. 

Um den Eintritt von Luftblasen in die Flow Cell zu vermeiden, wurde mit einer Pipette am 

„Priming Port“ ein Vakuum erzeugt, bis der in der Flow Cell befindliche Puffer die Pipet-

tenspitze berührte. Nun wurden 800 μL des Mix durch den Priming Port in die Flow Cell 

pipettiert und 5 Minuten ruhen gelassen. In einem 1,5 ml Reagenzgefäß wurden die 11 

μL DNA-Library mit 34 μL des „Sequencing Buffer“, 25,5 μL der „Loading Beads“ und 4,5 

μL DNA-freiem Wasser vermischt. Die Abdeckung des SpotON Sample Port wurde ent-

fernt und weitere 200 μL des Gemisches aus „Flush Tether“ und „Flush Buffer“ in den 

Priming Port pipettiert. Nach erneutem Mischen durch sanftes Auf- und Abpipettieren der 

DNA-Library wurde diese tropfenweise auf den SpotON Sample Port pipettiert. Beide 

Ports sowie das MinIon-Gerät wurden verschlossen und die Sequenzierung im Programm 

gestartet.  

  

2.7.2. Gesamtgenomamplifikation, Amplifikatkontrolle und Aufreinigung von Probanden-
DNA 

 

Die Gesamtgenomamplifikation der DNA-Proben eines Probanden wurde nach gleichem 

Vorgehen wie unter dem Punkt 2.6.2 mit einer initialen DNA-Menge von 0,5 ng pro Probe 

durchgeführt. Anschließend wurde das Ergebnis der Gesamtgenomamplifikation nach 

gleichem Vorgehen wie unter den Punkten 2.6.3 und 2.6.4 kontrolliert und  aufgereinigt. 

Die Proben wurden vor der unter 2.5.4 beschriebenen Quantifizierung in 26 μL DNA-

freiem Wasser resuspendiert. 
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2.7.3. Ligationsbasiertes erstellen der DNA-Library des Gesamtgenomamplifikats einer 
Probandenprobe für die Nanoporen-Sequenzierung  

 

Um die Qualität und Quantität der Sequenzierdaten zu erhöhen, wurde auf das „Ligation 

Sequencing Kit“ umgestiegen. Zusätzlich kam eine T7 Endonuklease I zum Einsatz, um 

die Verzweigungen der DNA effektiver aufzulösen als die Transposase. Die aufgereinigte 

DNA (Patientenprobe Baseline) nach WGA wurde mit einem modifizierten Protokoll in 

Anlehnung an das „Premium Whole Genome Amplification Protocol“ 

(WAL_9070_v109_revO_14Aug2019) bearbeitet. 

In einem PCR-Reagenzgefäß wurden folgende Reagenzien vermischt: 

 

Tab. 7: Ansatz zum Endonukleaseverdau 

Substanz Volumen in μL 

1500 Ng aufgereinigter DNA-Probe  X  

NEBuffer 2 3 

T7 Endonuclease I 1,5 

DNA-freies Wasser  25,5 - X  
 

Das PCR-Reagenzgefäß wurde für 15 Minuten bei 37 °C im Thermocycler (ProFlex™ 

PCR System) inkubiert. Der Probe wurden 20 μL nukleasefreies Wasser hinzugegeben. 

Das DNA-Gemisch wurde mit  35 μL der durchmischten AMPure XP beads versetzt und 

für 20 Minuten mit dem Rotationsmischer vermischt. Es schloss sich der wie unter Punkt 

2.6.4 beschriebe Aufreinigungsvorgang an, ohne die unter 2.6.4 beschriebenen initialen 

500 μL Ethanol. Die AMPure XP beads mit der gebundenen DNA wurden in 49 μL DNA-

freiem Wasser resuspendiert und in dem New Brunswick™ Innova® 44 Inkubations-

schüttler für 1 Minute bei 50 °C und 5 Minuten bei 23 °C inkubiert. Nun wurde die Probe 

erneut auf dem Magneten positioniert. Die aufgereinigte DNA wurde wie unter Punkt 2.5.4 

quantifiziert. Die Enden der DNA wurden im Anschluss für die Adapterligation vorbereitet.  

  



 
 

 

43 

 

 

 

Tab. 8: DNA repair and end-prep mix 

Substanz Volumen in μL 

DNA  48 

DNA Repair Buffer 3,5 

Ultra II End-prep reaction Buffer 3,5 

Ultra II End-prep Enyme Mix 3 

FFPE DNA Repair Mix 2 
  

Der Ansatz wurde bei 20 °C für 5 Minuten und bei 65 °C für 5 Minuten inkubiert. Im An-

schluss erfolgte die Bindung und Reinigung der DNA mit 60 μL AMPure XP beads. Nach 

bereits beschriebener Vorgehensweise wurde die Elution in 61 μL DNA-freiem Wasser für 

2 Minuten bei 23 °C in dem New Brunswick™ Innova® 44 Inkubationsschüttler inkubiert. 

Nach Separation des Eluats von den AMPure XP beads  wurde die DNA wie unter Punkt 

2.5.4 quantifiziert.  

Im letzten Schritt der Erstellung der Sequenzierlibrary wurde diese mit Sequenzieradapter 

versehen und erneut aufgereinigt. Dazu wurde folgende Ligase Reaktion angesetzt, ver-

mischt und für 10 Minuten in dem New Brunswick™ Innova® 44 Inkubationsschüttler bei 

23 °C inkubiert:  

 

Tab. 9: Ansatz zur Adapterligation 

Substanz Volumen in μL 

DNA  60 

Ligation Buffer 25 

NEBNext Quick T4 DNA Ligase  10 

Adapter Mix 5 
 
Nach Ligation der Sequenzieradapter wurden 40 μL AMPure XP beads hinzu pipettiert 

und für 5 Minuten auf dem Tube-Rotator rotiert. Die Probe wurde herunterzentrifugiert und 

auf dem DynaMag™-2 Magnet platziert. Nach Akkumulation der AMPure XP beads wurde 
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die Flüssigkeit heraus pipettiert und das Pellet zweimalig in 250 μL „Long Fragment Buf-

fer“ resuspendiert, herunterzentrifugiert, erneut auf dem Magneten platziert und der Über-

stand heraus pipettiert. Abschließend wurden die DNA enthaltenden  AMPure XP beads 

in 15 μL „Elution Buffer“ gelöst und für 10 Minuten bei 37 °C im New Brunswick™ Innova® 

44 Inkubationsschüttler inkubiert und der nun die DNA enthaltende „Elution Buffer“ mit 

Hilfe des DynaMag™-2 Magneten von den AMPure XP beads separiert und in ein 1,5 ml 

Reagenzgefäß pipettiert. Die Probe wurde wie unter Punkt 2.5.4 quantifiziert. 

 

2.7.4. Vorbereitung und Beladung der Flow Cell für die Nanoporen-Sequenzierung 
 der Probandenprobe 

 

Die Sequenzierung wurde nach Angaben des „Premium whole genome amplification pro-

tocol“ (WAL_9070_v109_revO_14Aug2019) durchgeführt, was in der Vorgehensweise je-

ner der unter 2.7.1 beschriebenen Vorgehensweise entspricht. Es unterscheidet sich le-

diglich die Zusammensetzung der DNA-Library, die sich aus 37,5 μL „Sequencing Buffer“, 

25,5 μL „Loading Beads“ und 12 μL DNA-Probe besteht.  

 

2.7.5. Bioinformatische Auswertung der Nanoporen-Sequenzierung  
 

Das Programm „Kraken 2“ sowie die Datenbank „PFPLUS“ wurde zur Zuordnung zwi-

schen metagenomischer DNA-Sequenzen und taxonomischer Labels verwendet. Alle 

identifizierten Gene sind im Anschluss mit den Resistenzgen-Datenbanken „ResFinder“, 

„ARG-ANNOT“ und „CARD“ abgeglichen worden, um Resistenzgene identifizieren zu 

können.  
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2.8.  Laborgeräte und Software 

Tab. 10: Laborgeräte und Software 

Hersteller Produkt Produktnummer 

Agilent Technologies 4150-TapeStation System G2992AA 

Agilent Technologies TapeStation Software 3.2 G2964-60411 

Applied Biosystems™ ProFlex™ PCR System 4484073 

Bio-Rad Laboratories C1000 Touch Thermal Cycler CFX96  1855196 

Biozym Sprout Plus Minizentrifuge 552032 

CappRondo CRP-18X Plate Shaker B015XWVH3S 

EP Research® plus G Centrifuge 5810 R EP5811000015 

EP Research® plus G Einkanalpipette 0,1 – 2,5 µL EP3120000011 

EP Research® plus G Einkanalpipette 1-10 µL EP3121000015 

EP Research® plus G Einkanalpipette  20 - 200 µl EP3120000054 

EP Research® plus G Einkanalpipette 100 – 1000 µL EP3120000062 

Eppendorf® Thermomixer comfort 5355000.001 

Eppendorf® New Brunswick™ Innova® 44  
Inkubationsschüttler 

M1282-0002 

IKA IKA MS 3 Vortexer VWR-MS3 

Illumina TruSeq Index Plate Fixture Kit (reusable) FC-130-1005 

INTEGRA  
(BIOSCIENCES) 

Pipettierhelfer, PIPETBOY acu 2 612-0928 

Invitrogen™ DynaMag™-2 Magnet 12321D 

Invitrogen™ Invitrogen™ DynaMag™-96 Side Skirted  
Magnet 

12027 

Oxford Nanopore  
Technologies 

MinION MIN-101B 

Promega Quantus™ Software 2.0.1.0 E6150 

Promega Quantus™ Fluorometer E6150 
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Roche Applied Science  LightCycler® 480 Software, Version 1.5 04994884001 

Roche Applied Science  LightCycler® 480 Instrument II 05015278001 

Snijders Tube-Rotator 34528E 

Sunlab® Sunlab® Mini Vortex Mixer (SU1900),  
3000 UpM | D-8900 

D-8900 

ThermoFisher scientific Thermo Scientific Safe S 2020 1.8  
Sicherheitswerkbank Safety  

42027659 

ThermoFisher scientific NanoDrop™ One/OneC Mikrovolumen- 
UV/VIS-Spektralphotometer 

840-329700 

VWR Peqlab PCR Workstation Pro 732-2840DE 

Oxford Nanopore  
Technologies  

MinIon Mk1b Min-101B 

2.9. Verbrauchsmaterialien 

Tab. 11: Verbrauchsmaterialien 

Hersteller Produkt Produktnummer 

Agilent Technologies D1000 ScreenTape. For the analysis of  
DNA from 35 to 1000 bp 

5067-5582 

Agilent Technologies Optical tube strips (8x Strip) 401428 

Agilent Technologies Tube Strip Caps 401425 

Agilent Technologies Genomic ScreenTape analysis; DNA  
samples up to greater than 60,000 bp. 

5067-5365 

Agilent Technologies Genomic DNA Reagents 
For the analysis of genomic DNA from  
200 to 60000bp 

5067-5366 
 

Agilent Technologies Loading Tip  5067-5598 

Beckman Coulter  
Genomics 

Agencourt AMPure XP Beads A63881 

Bio-Rad Microseal ‘A’ adhesive seals MSA-5001 

Bio-Rad 96-well 0.2 ml skirtless PCR plates MSP-9601 
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Bio-Rad Microseal ‘B’ adhesive seals MSB-1001 

CELLSTAR
® 

 
10 ml Pipette, 1/10 Graduierung,  
Kunststoff/Kunststoff Verpackung, steril  

607 160  

EP Research® plus G ep Dualfilter T.I.P.S.®, PCR clean und  
steril, 0,1 - 10 µL 

EP0030077555 

ThermoFisher Scientific 96-well storage plates, round well, 0.8 ml  
(“MIDI” plate) 

AB-0859 

Illumina MiSeq Reagent Kit v3 (600 cycle) MS-102-3003 

Illumina Nextera XT Index Kit FC-131-1002 

Invitrogen Ambion Nuclease-Free Water AM9930 

KAPA Biosystems KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2X)* KK2602  
07958935001 

KimtechScience Einmal-Wischtücher KIMTECH®Science  
Präzisionstücher 

0036000055115 

Molzym GmbH & Co. 
KG 

DNA-free water  
PCR grade  

P-020-0003  
 

Oxford Nanopore  
Technologies 

Ligation Sequencing Kit SQK-LSK109 

Oxford Nanopore  
Technologies 

Flongle FLO-FLG001 

Promega QuantiFluor® ONE dsDNA Dye E489A 

Promega QuantiFluor® ONE Lambda DNA E490B 

Promega TE Buffer (pH 7.5) E497B 
 
Sarstedt AG & Co. Multiply®-µStrip Pro 4er Kette 72.990.002 

Sarstedt AG & Co. 0,5ml DNA LowBind Reagenzgefäß 72.704.700 

Sarstedt AG & Co. Biosphere® Filter Tip 100 70.760.217 

Sarstedt AG & Co. Biosphere® Tip 1250ul, lang 70.1186.210 

Sarstedt AG & Co. Biosphere® Tip 0.5-10ul 70.1114.210 

Sarstedt AG & Co. Biosphere® Tip 300 ul 70.765. 215 



 
 

 

48 

 

 

Sarstedt AG & Co. 1,5ml DNA LowBind Reagenzgefäß 72.706.400 

VWR Chemicals Ethanol absolut 437433T 

VWR International Inc. Reagent reservoirs 100ml 89094-658 

Zymo  Quick-DNA Fungal / Bacterial Microprep  
Kit 

D6007 

ThermoFisher Scientific dNTP Set, molecular biology grade R0181 

ThermoFisher Scientific Exo-Resistant Random Primer SO181 

ThermoFisher Scientific EquiPhi29 DNA Polymerase A39391 

Oxford Nanopore  
Technologies  

Rapid Barcoding Kit SQK-RBK004 

Oxford Nanopore  
Technologies  

Flow Cell Priming Kit  EXP-FLP002 

Oxford Nanopore  
Technologies  

Flow Cell 9.4.1 FLO-MIN106D 

NewEngland BioLabs  
Inc. 

T7 Endonuclease I M0302S 

NewEngland BioLabs  
Inc. 

Ultra II End-prep reaction Buffer 10008028 

NewEngland BioLabs  
Inc. 

DNA Repair Buffer  10012744 

NewEngland BioLabs  
Inc. 

FFPE DNA Repair Mix 10013285 

NewEngland BioLabs  
Inc. 

Ultra II End-prep Enyme Mix 10008027 

NewEngland BioLabs  
Inc. 

NEBNext Quick T4 DNA Ligase  E6057a 

GalaxoSmithKline Corsodyl 44673/0059 

Bio-Rad Chelex 100 Molecular Biology Grade  
Resin  

1421253 

Pierre Fabre Oral Care Elugel Bukkalgel 40 ml 357705602272
2 
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2.10. Benutzerhandbücher und Protokolle 

Tab. 12: Benutzerhandbücher und Protokolle 

Hersteller Produkt Produktnummer 

Illumina 16s-metagenomic-library-prep-guide 15044223 

Promega QuantusTM Fluorometer Operating  
Manual 

TM396 

ThermoFisher scientific NanoDrop One User Guide 269-309102 

Agilent Technologies Agilent D1000 ScreenTape 
Quick Guide for TapeStation Systems  

G2991-90031  
 

Zymo  Instruction Manual Quick-DNA  
Fungal/Bacterial Microprep Kit  

D6007 

Beckman Coulter Geno-
mics 

Agencourt AMPure XP Beads 
 Instructions for use 

B37419AB  
 

Oxford Nanopore  
Technologies 

Rapid Barcoding Sequencing RBK_v2_revP_14 
Aug2019 

Oxford Nanopore  
Technologies 

Premium whole genome amplification 
protocol 

WAL_9070_v109_ 
revO_14Aug2019 

ThermoFisher Scientific EquiPhi29 DNA Polymerase User Guide A39391 
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2.11. Verwendete Primer 

Tab. 13: Verwendete Primer 

16SFP_ill TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNG-
GCWGCAG 

16SRP_ill GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGG-
TATCTAATCC  

Exo-Re-
sistant 
Random 
Primer 
(Thermo) 

5‘-NpNpNpNpNpSNpSN-3‘ 
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3. Ergebnisse 
 

3.1.  Aufstellung des Patientenkollektivs  

Insgesamt konnten für die klinische Studie initial 50 Patienten mit aggressiver Parodontitis 

(Stadium III oder IV Grad C) gewonnen werden, von denen Proben von 44 Patienten zu 

den jeweils 4 verschiedenen Behandlungszeitpunkten (vor Behandlung (0), 3, 6, 12 Mo-

nate nach Behandlungsbeginn) sequenziert werden konnten.  

Der Wegfall einiger Patienten ist durch eine zusätzliche Antibiotikaeinnahme oder den 

Nichtantritt während der Verlaufsuntersuchungen zu begründen. Darunter befanden sich 

18 männliche und 26 weibliche Individuen, wovon 9 Personen mindestens 10 Zigaretten 

täglich konsumierten. Es konnten 23 Probanden der Testgruppe und 21 Probanden der 

Kontrollgruppe sequenziert werden. 

3.2.  Ergebnisse der Illumina-Sequenzierung  

Die auf der Illumina Sequenzierplattform generierten Daten lassen sich mit Hilfe des 

QIIME 2 Programms statistisch auswerten und illustrieren. Die p-Werte wurden bei ≤ 0,05 

als statistisch signifikant gewertet.  

In dem Säulendiagramm (vgl. Abb. 5) sind die jeweiligen Proben auf der X-Achse durch 

ihren Entnahmezeitpunkt (A, B, C, D) sowie ihrer Randomisierung (T, K) kenntlich ge-

macht (vgl. Anhang 1). 
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Abb. 5: Relative Taxa Frequenz der Mikrobiota der Test- (T) und Kontrollgruppe (K) vor 
subgingivaler Instrumentierung und Einnahme von AMX+MET (A) und 3 Monate (B), 6 
Monate (C), 12 Monate (D) nach Therapiebeginn auf Genus Level 
 

 

Auf der Y-Achse sieht man die relative Frequenz der vorkommenden Taxonomien des 

Genuslevels. Grundsätzlich ist zu sehen, dass die Diversität vor Beginn der Therapie 

(Zeitpunkt A), sowohl bei der Test- als auch bei der Kontrollgruppe, geringer ausgeprägt 

ist als nach Therapiebeginn (Zeitpunkt B, C, D) (vgl. Abb.5).  
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Abb. 6: Refraktionsdiagramm, das die gesamte Zweiglänge unter Verwendung des Faith-
PD-Index zeigt zu den Probenentnahmezeitpunkten A bis D ohne statistische Signifikanz 
(p-Wert > 0,05) 

Dieser Trend lässt sich auch in Abb. 6 veranschaulichen, bei der auf der Grundlage des 

Faith-PD-Index berechnete Refraktionskurven für die Probenentnahmezeitpunkte A bis D 

abgebildet werden. Der Trend ist jedoch nicht statistisch signifikant (p-Wert > 0,05). 
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Vergleicht man die Anwesenheit einzelner Bakteriengattungen beider Gruppen zu den 

verschiedenen Zeitpunkten, so lässt sich erkennen, dass die Actinomyces-Gattung zum 

Zeitpunkt der ersten Probenentnahme (Zeitpunkt A) grundsätzlich deutlich seltener ver-

treten ist, als zu jedem späteren Zeitpunkt nach Therapiebeginn (Zeitpunkt B, C, D). Ge-

genteiliges fällt bei der Gattung des Treponemas, Tannerellas und vor allem des Porphy-

romonas auf. Diese Gattungen beinhalten bekannte Spezies des sogenannten roten 

Komplexes, der aggressive Parodontopathogene umfasst (vgl. Abb. 7). 

 

Abb. 7: Säulendiagramm der relativen Häufigkeit einzelner Bakteriengattungen von den 
Probenentnahmezeitpunkten A bis D der Kontroll (K)- und Testgruppe (T)  
 



 
 

 

55 

 

 

Vergleicht man die Test (T) - und Kontrollgruppe (K) in ihrer Gesamtheit miteinander, lässt 

der Faith-PD-Index sowie der Shannon-Index (Alphadiversität) zu keinem Probenentnah-

mezeitpunkt nach Therapiebeginn (Zeitpunkt B, C, D) einen signifikanten Unterschied in 

der Alphadiversität erkennen (p-Wert > 0,05) (vgl. Abb. 8 und Abb.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 8 Boxplots und p-Werte des Shannon-Diversitätsindex (Alphadiversität) der Test- 
(T) und Kontrollgruppe (K) zu den verschiedenen Probenentnahmezeitpunkten A bis D 
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Abb. 9 Boxplots und p-Werte des Faith-PD-Index (Alphadiversität) der Test- (T) und 
Kontrollgruppe (K) zu den verschiedenen Probenentnahmezeitpunkten A bis D 

 
 



 
 

 

57 

 

 

Bei der Beurteilung der Gleichmäßigkeit der Taxaverteilung des Mikrobioms der jeweili-

gen Patientengruppen (T, K) anhand des Pielou-Index (Alphadiversität) erkennt man vor 

der Behandlung (Zeitpunkt A) und 3 Monate nach der Therapie (SI+AMX+MET) (Zeitpunkt 

B) eine statistisch signifikante Reduzierung der Gleichmäßigkeit beziehungsweise eine 

statistisch signifikante Reduktion der nummerischen Biodiversität (genetische Vielfalt der 

Bakterien) in der Testgruppe (T) im Vergleich zur Kontrollgruppe (K) (Zeitpunkt A p-Wert: 

0,0160; Zeitpunkt B p-Wert: 0,0193) (vgl. Abb. 10 Zeitpunkt A+B). Zu den Zeitpunkten C 

und D gleicht sich die nummerische Biodiversität der Test- und Kontrollgruppe wieder an 

(vgl. Abb. 10 Zeitpunkt C+D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10: Boxplots und p-Werte des Pielou-Diversitätsindex (Alphadiversität) der Test- 
(T) und Kontrollgruppe (K) zu den verschiedenen Probenentnahmezeitpunkten A bis D 
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Die Betadiversität wurde mit der gewichteten UniFrac-Distanzanalyse berechnet. Dabei 

zeigen die Vergleiche aller Probenentnahmezeitpunkte (Zeitpunkte A bis D) der Test- (T) 

und der Kontrollgruppe (K) keine statistisch signifikanten Unterschiede in der relativen 

Häufigkeit der einzelnen Taxa innerhalb des Mikrobioms (p-Wert > 0,05) (vgl. Abb. 11). 

Dies wurde durch die Berechnung des Jaccard-Koeffizienten bestätigt, der ebenfalls keine 

statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Mikrobiota ergab (vgl. Tab 14).  

 

 

 

 

Tab 14: Berechnung des Jaccard-Koeffizient (Betadiversität) zwischen Test- (T) und Kon-
trollgruppe (K) zu den verschiedenen Zeitpunkten (A, B, C, D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zeitpunkt Probenumfang p-Wert 

A 44 0.434 

B 40 0.315 

C 39 0.755 

D 32 0.479 
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Abb. 11: Gewichtete UniFrac-Distanzanalyse aller Probenentnahmezeitpunkte (A bis D) 
der Test- (T) und Kontrollgruppe (K) zur Bestimmung der Betadiversität 
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Werden die Probenzusammensetzungen der Frauen im Hinblick auf die Alphadiversität 

betrachtet, so fällt unter Zuhilfenahme des Faith-PD-Index (Alphadiversität) auf, dass sich 

das Mikrobiom zum Probenentnahmezeitpunkt D (12 Monate nach Therapie durch SI + 

AMX + MET) bei den in der Testgruppe (T) befindlichen Frauen signifikant von dem der 

Kontrollgruppe (K) unterscheidet (p-Wert: 0,0436), im Sinne einer höheren phylogeneti-

schen Diversität in der Testgruppe. Alle weiteren Indizes zeigen keine signifikanten Un-

terschiede (vgl. Abb. 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 12: Boxplots und p-Werte des Faith-PD-Index (Alphadiversität) der Frauen der Test- 
(T) und Kontrollgruppen (K) zu den verschiedenen Probenentnahmezeitpunkten A bis D 

 

 



 
 

 

61 

 

 

Bei dem Vergleich der Test- und Kontrollgruppe der Männer (vgl. Abb. 13) zeigt der -

Diversitätsindex (Alphadiversität) zu Zeitpunkt B (3 Monate nach SI + AMX + MET) eine 

Verschiedenheit, die statistisch signifikant ist (p-Wert: 0,0046). Der näher an 1 liegende 

Pielou-Diversitätsindex der Kontrollgruppe deutet auf eine zu dem Zeitpunkt gleichmäßi-

gere Taxaverteilung hin als bei der Testgruppe. Dieser Unterschied relativiert sich jedoch 

zu späteren Entnahmezeitpunkten der Proben (p-Wert > 0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 13: Boxplots und p-Werte des -Diversitätsindex (Alphadiversität) der Männer aus 
Test- (T) und Kontrollgruppen (K) zu den Probenentnahmezeitpunkten A bis D  
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Vergleicht man die Testgruppen beider Geschlechter, zeigen der Shannon-Index und der 

Pielou-Index (Alphadiversität) die statistische Signifikanzgrenze überschreitende Unter-

schiede nach Therapie zu Zeitpunkt B (3 Monate nach SI + AMX + MET) (p-Wert: 0,0149) 

(p-Wert: 0,0223) (vgl. Abb. 14 und Abb. 15). Es ist eine geringere Gleichmäßigkeit der 

Taxaverteilung zu beobachten.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 14 Pielou-Index (Alphadiversität) sowie der dazugehörige p-Wert der Testgruppen 
(T) beider Geschlechter zu Probenentnahmezeitpunkten A bis D   
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Abb. 15: Shannon-Index (Alphadiversität) sowie der dazugehörige p-Wert der Testgrup-
pen (T) beider Geschlechter zu Probenentnahmezeitpunkten A bis D   
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Werden die verschiedenen Boxplots zur Alphadiversität (Faith-PD-Index, Pielou-Diversi-

tätsindex, Shannon-Index) der in der Kontroll- (K) beziehungsweise Testgruppe (T) be-

findlichen Raucher betrachtet, finden sich keine signifikanten Unterschiede (p-Wert > 

0,05) (vgl. Abb. 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 16: Darstellung der Alphadiversität der Raucher von Kontroll- (K) und Testgruppe 
(T) durch den Shannon-Index, den Pielou-Diversitätsindex sowie den Faith-PD-Index (Al-
phadiversität) 
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3.3. Ergebnisse der Oxford Nanoporen Sequenzierung  

Von insgesamt 1.428.202 Reads waren 92,6 % (1.322.074 Reads / 3.873.757.811 Ba-

senpaare) nach der Qualitätskontrolle verwertbar. Nach der taxonomischen Klassifizie-

rung waren 5,8 % der Reads nicht klassifizierbar. Weiterhin stammten 80,26 % der Reads 

aus humanen Quellen und waren somit für das Studienziel irrelevant. Die übrigen 13,45 

% der Sequenz-Reads konnten Bakterien zugeordnet werden. Die taxonomische Klassi-

fizierung ergab insgesamt 6 verschiedenen Bakterienspezies (siehe Tab. 15).  

 
Tab. 15: Relative Abundanz der verschiedenen Spezies und Anzahl der zugehörigen 
Reads der beispielhaften Gesamtgenom-Sequenzierung einer Baseline-Patientenprobe 

Organismus Anzahl Reads Anteil an gesamten Reads  

Mensch  1061132 80,26 % 

Bakterien insgesamt  177769 13,45 % 

Tannerella forsythia  52840 4,00 % 

Porphyromonas gingivalis  24155 1,83 % 

Campylobacter rectus  12020 0,91 % 

Desulfobulbus oralis  4318 0,33 % 

Aggregatibacter aphrophilus  6855 0,52 % 

Aggregatibacter  

actinomycetemcomitans 

 5935 0,45 % 

  

Wie in Tabelle 16 zu erkennen ist, können 99,99 % der gesamten Reads keiner Resis-

tenzgensequenz zugeordnet werden. Von dem restlichen Prozentsatz (0,01 %) konnte 

die Mehrheit der Sequenzen dem pgpB-Gen zugeordnet werden und lediglich  

1 Read dem pmrA-Gen, die jeweils P. gingivalis und S. oralis zuzuordnen sind.  
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Tab. 16 Resistomzuordnung zu identifizierbaren Genen  

Resistomzuordnung Anzahl 

Reads 

Anteil an  

Gesamt - 

Reads 

Number of Unmapped Sequences:   1321962  99,99 % 

Number of Mapped Sequences (incl. secondary 

mappings):  

 112    0,01 % 

Matches to: 
  

*groot-db_CARD__gb|AP009380.1|-|573191- 

573902|ARO:3003920|pgpB 

 101 
 

*groot-db_CARD__gb|NC_003098.1|+|866210- 

867410|ARO:3000822|pmrA 

 1 
 

 

4. Diskussion 
 

In dieser Studie wurde das Ziel verfolgt, die Veränderungen des subgingivalen Mikrobi-

oms bei Patienten mit aggressiver Parodontitis (Parodontitis Stadium III oder IV, Grad C) 

zu untersuchen und abzuleiten, ob diese Analyse geeignet ist, den Therapieerfolg zu mes-

sen. Die Patienten wurden randomisiert und entweder mit subgingivaler Instrumentierung 

(SI) und einer Kombination von Amoxicillin (AMX) und Metronidazol (MET) (jeweils 500 

mg, dreimal täglich) für 3 Tage (Testgruppe; T) oder für 7 Tage (Kontrollgruppe; K) be-

handelt. Subgingivale Biofilmproben wurden mithilfe der 16S rRNA-Metagenom-Sequen-

zierung auf Veränderungen des subgingivalen Mikrobioms in beiden Gruppen vor der 

Therapie und 3, 6 und 12 Monate nach Therapie analysiert. Die Abstriche der Patienten 

standen lediglich zur Sekundäranalyse für diese Studie zur Verfügung (Cosgarea et al., 

2022). 
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Die Hypothese, dass unterschiedliche Antibiotikaeinnahmeprotokolle bei gleichen Krank-

heitsbildern und identischer mechanischer Therapie zu keinen statistisch signifikanten Ab-

weichungen in der Mikrobiomzusammensetzung zwischen beiden Therapiegruppen 

kommt, konnte bestätigt werden. Es zeigte sich eine Zunahme der mikrobiellen Diversität 

in der Test- als auch in der Kontrollgruppe, die als Therapieerfolg gedeutet werden könnte. 

Andere Studien deuten darauf hin, dass eine Normalisierung des Mikrobioms mit mehr 

Diversität einhergeht (Shen et al., 2024; Yang et al., 2024). Daneben wurde mittels der 

Oxford-Nanoporen-Sequenzierung eine Methode entwickelt um das subgingivale Re-

sistom näher zu untersuchen. Die Hypothese, dass eine verlängerte Antibiose zu ver-

mehrter Resistenzbildung führt, konnte verfahrensbedingt nicht vervollständigt werden. 

Es sollte jedoch nicht unerwähnt bleiben, dass es sich bei der 3- oder 7-tägigen Antibio-

tikaeinnahme nicht um eine langfristige Antibiotikatherapie handelt, wie es beispielsweise 

bei einer periprothetischen Gelenkinfektion der Fall ist. Die Betroffenen werden dabei un-

ter Umständen mehrere Wochen mit Antibiotika therapiert und so einem größerem Risiko 

der Resistenzentwicklung ausgesetzt (Lora-Tamayo et al., 2024) 

Die Reduktion der TST und der Gewinn an Attachment sind bei einer adjuvanten Antibio-

tikagabe, vor allem bei jüngeren Patienten mit schnell progredienten und fortgeschrittenen 

Parodontitisformen, statistisch signifikant höher als bei einer rein mechanischen Plaque-

kontrolle. Daher empfiehlt die S3-Leitlinie „Behandlung der Parodontitis Stadium I bis III“ 

den gezielten Einsatz einer adjuvanten Antibiose in speziellen Fällen (Pretzl et al., 2019; 

Sanz et al., 2020a).  

Um die mit dem Antibiotikaeinsatz assoziierten Probleme, wie nachhaltige Mikrobiomver-

änderungen, erhöhte Infektionsanfälligkeit, allergische Reaktionen oder Resistenzent-

wicklung - um nur einige der zahlreichen Nebenwirkungen zu nennen - zu minimieren, 

könnte ein Ansatz die verkürzte Antibiotikagabe sein, ohne auf die positiven Effekte des 

Antibiotikums verzichten zu müssen (Costello et al., 2012; Fujimura und Lynch, 2015; 

Jernberg et al., 2010; Ogawara, 2019; Vangay et al., 2015). 

Sowohl in der Test- als auch in der Kontrollgruppe wurden nach Beginn der Therapie 

Veränderungen im mikrobiellen Profil beobachtet. Es war eine Zunahme der Diversität zu 

den Zeitpunkten B, C und D im Vergleich zum Ausgangszeitpunkt A festzustellen, die 

jedoch nicht statistisch signifikant ist und sich im Verlauf weiter der Ausgangsdiversität 

nähert (vgl. Abb. 5 und Abb. 7). Für ein signifikantes Ergebnis wäre eine höhere 
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Probandenanazahl von Nutzen gewesen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die 

therapeutischen Maßnahmen in beiden Gruppen Auswirkungen auf die Vielfalt bzw. Zu-

sammensetzung der oralen Mikrobiota hatten. Da sich der Zeitraum der Probenentnahme 

auf 12 Monate nach der Therapie beschränkt, können über längerfristig anhaltende Ver-

änderungen keine Aussagen getroffen werden. Obwohl ebenfalls postuliert wurde, dass 

die Zunahme der Biodiversität einen negativen Einfluss auf das symbiotische Zusammen-

spiel von Mikroorganismen haben könnte (Costalonga und Herzberg, 2014), ist die Stu-

dienlage insgesamt kontrovers. Zum heutigen Zeitpunkt kann nicht bewertet werden, in 

welchem Maße die Veränderungen der Diversität langfristigen Einfluss auf das orale Mik-

robiom und die klinische Situation haben, da in den veröffentlichten Studien sowohl signi-

fikante Zu- bzw. Abnahmen der Diversität beobachtet wurden oder auch keine signifikan-

ten Veränderungen festgestellt werden konnten (Di Stefano et al., 2022). In den Studien 

mit ähnlichen Ergebnissen wie in dieser, wurde ebenfalls eine Patientengruppe mit der 

Kombination aus Amoxicillin und Metronidazol als Zusatz zur mechanischen Plaquere-

duktion therapiert und im Anschluss daran Plaqueproben analysiert. Die Antibiotikathera-

pie wurde jedoch in jedem Fall länger als 3 Tage (zum Beispiel 7 Tage) durchgeführt 

(Ehmke et al., 2005; Hagenfeld et al., 2023; López et al., 2006). Bei Betrachtung einzelner 

Bakterienspezies wird in dieser Studie, ähnlich wie in der Studie von Hagenfeld et al., die 

Zunahme des A. actinomycetemcomitans unter Antibiose mit Amoxicillin und Metronida-

zol beobachtet (vgl. Abb. 7) (Hagenfeld et al., 2023). Gründe dafür könnten die beschrie-

bene Überlebensfähigkeit im aeroben Milieu des Bakteriums sein und die damit verbun-

dene Aggregationsfähigkeit sich als Erstbesiedler zu reetablieren. Die häufig beobachtete 

Resistenz gegen Metronidazol könnte ebenfalls ein Konkurrenzvorteil sein (Könönen und 

Wade, 2015; Nobbs et al., 2009; Zambon, 1985). Die relative Häufigkeit der dem „roten 

Komplex“ zuzuordnenden Bakterien ist sowohl in der Test- als auch der Kontrollgruppe 

zu allen Folgezeitpunkten vergleichbar geringer ausgeprägt, was für einen vergleichbaren 

mikrobiologischen Therapieerfolg in der Test- und der Kontrollgruppe spricht (vgl. Abb. 6). 

Dennoch sollte angemerkt werden, dass die zur Probenentnahme angewendeten Papier-

spitzen nicht die effektivste Methode darstellt um Bakterien des gesamten Mikrobioms zu 

erfassen, da die Integrität des Biofilms und des anaeroben Milieus nicht gewährleistet 

werden kann. Trotzdem ist es eine indizierte Methode für den Nachweis parodontopatho-

gener Keime, welche in tiefen parodontalen Taschen zu finden sind, die auch nach initialer 
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Parodontitistherapie schwierig zu kontrollieren sind. Daher bietet sich die in dieser Studie 

angewandte Methode in Kombination mit dem Poolen der Patientenproben an, um einen 

repräsentativen mikrobiologischen Querschnitt im Therapieverlauf darzustellen (Loomer, 

2004). 

Beim Vergleich der Test- und der Kontrollgruppe mithilfe des Shannon-Index und des 

Faith-PD-Index (Alphadiversität) wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede fest-

gestellt (p-Wert > 0,05) (vgl. Abb. 8 und Abb. 9). Lediglich der Pielou-Diversitätsindex 

(Alphadiversität) zeigt nach Therapie zu Probenentnahmezeitpunkt B (3 Monate nach 

Therapie) einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen Test und Kontrollgruppe 

(Zeitpunkt B: p-Wert: 0,0193) (vgl. Abb. 10). Dieser Unterschied könnte als vorüberge-

hende Veränderung der Bakterienzusammensetzung interpretiert werden (geringere Al-

phadiversität zu Zeitpunkt B in der Testgruppe), die durch die verschiedenen Antibiotika-

einnahmeschemata induziert werden könnten. Allerdings gleichen sich diese Veränderun-

gen im Verlauf (6 und 12 Monate nach Therapie) wieder an, sodass sich keine weiteren 

signifikanten Unterschiede in den Indizes feststellen lassen. Vergleicht man die Testgrup-

pen beider Geschlechter, zeigt der Shannonindex und der Pielou-Index (Alphadiversität) 

die Signifikanzgrenze überschreitende Unterschiede zu Zeitpunkt B (p-Wert Shannon-In-

dex: 0,0149, p-Wert Pielou-Index: 0,0222) (vgl. Abb. 14 und Abb. 15). Männer wiesen zu 

diesem Zeitpunkt eine deutlich niedrigere Alphadiversität des Mikrobioms als die Frauen 

auf. Der Trend der geringer ausgeprägten Alphadiversität der in der Testgruppe befindli-

chen Männer zu Zeitpunkt B (3 Monate nach Therapie) zeigt sich beim Vergleich der Test- 

und Kontrollgruppe der Männer im Pielou-Diversitätsindex (Alphadiversität) (p-Wert: 

0,0046) (vgl. Abb. 13). In der Testgruppe der Frauen waren jedoch mit 16 Probanden 

deutlich mehr vorhanden als in der Gruppe der männlichen Probanden (6). Dies könnte 

die Repräsentativität des Vergleichs relativieren, da beim Poolen von nur 6 Proben eine 

einzelne auffällige Probe einen größeren Einfluss auf den Pool hat als bei einer höheren 

Anzahl gepoolter Proben. Es konnte lediglich eine Studie gefunden werden, in der die 

Alphadiversität des oralen Mikrobioms bei Parodontitis-Erkrankten im Hinblick auf deren 

Geschlecht verglichen wurde. Bei dieser wiesen die männlichen Probanden eine deutlich 

höhere Alphadiversität auf als die weiblichen Probanden. Hierbei wurden allerdings be-

tagtere (50-68 Jahre alte) Patienten mit Parodontitisstadium I untersucht (Zhao et al., 

2021). 
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Vergleicht man die Raucher der Test- und Kontrollgruppe mit Nichtrauchern beider The-

rapiegruppen war zu keinem der verschiedenen Probenentnahmezeitpunkte A bis D ein 

statistisch signifikanter Unterschied erkennbar. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Studie 

bei der parodontal gesunde Raucher mit parodontal gesunden Nichtrauchern verglichen 

wurden (Suzuki et al., 2022). Eine weitere Studie beschreibt ebenfalls keinen signifikanten 

Unterschied in der Alphadiversität zwischen Rauchern und Nichtrauchern nach Parodon-

titistherapie (Hagenfeld et al., 2023).  

Eine längere Antibiotikaeinnahme erhöht das Risiko der Resistenzentwicklung der Mikro-

biota sowie die Wahrscheinlichkeit unerwünschter Nebenwirkungen (Buonavoglia et al., 

2021; Ventola, 2015). Das verkürzte Einnahmeprotokoll könnte somit ein richtiger Schritt 

in Richtung der optimierten Antibiotikaanwendung sein.  

Um das Risiko der Resistenzentstehung in Zukunft besser abschätzen zu können, zielte 

die Studie auch darauf ab, eine molekularbiologische Methode zu etablieren, die das Po-

tenzial zur Resistenzentwicklung anhand von Patientenproben bestimmt. Die in der Lite-

ratur beschriebenen Ergebnisse zur Resistenzentwicklung basieren überwiegend auf in-

vitro durchgeführte Studien. Diese berücksichtigen aufgrund ihrer Methodik nicht die Phar-

makokinetik und die Einflüsse des Wirtes und können daher nur limitierte Rückschlüsse 

auf die in-vivo-Situation zulassen (Stratton, 2006).  

Bevor die tatsächlichen Patientenproben verwendet wurden, wurde der orale Keim P. 

gingivalis kultiviert, um den Arbeitsablauf nachzustellen. Dies spart zum einen die be-

grenzte Ressource der Patientenproben, reflektiert jedoch nicht vollständig die in-vivo-

Bedingungen. 

Um die aus den Patientenproben extrahierte, sehr geringe DNA-Menge nutzen zu können, 

war eine Vermehrung durch Multiple Displacement Amplification notwendig. Eine Heraus-

forderung bei der DNA-Vermehrung ist die Template-unabhängige Amplifikation, bei der 

neben der gewünschten Proben-DNA auch unerwünscht DNA aus der Umgebung ver-

mehrt wird (Wang et al., 2017). Nach der Voramplifikation wurde die Menge der DNA 

überprüft. Dabei wurde auch in den Negativkontrollansätzen DNA festgestellt. Um dieses 

Problem zu adressieren, wurden zahlreiche Versuche mit verschiedenen Reagenzien 

durchgeführt und ein striktes Reinigungsverfahren eingehalten. Dies führte schließlich zu 

einer akzeptablen DNA-Amplifikation. Durch die Reduktion der Fremd-DNA sollte die 

Wahrscheinlichkeit der Fehlinterpretation von Keimen bei der bioinformatischen 
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Auswertung verringert werden. Nach erfolgreicher Kontrolle der template-unabhängigen 

Amplifikation bei Tests mit Proben des P. gingivalis. - mittels modifizierten Hexamer-Pri-

mern und UV-Licht Reinigungsmaßnahmen - wurde die Methode erfolgreich auf eine Pa-

tientenprobe angewendet. Ein Großteil der Gesamt-DNA (> 80 %) bestand aufgrund des 

Verfahrens (Probenentnahme durch Papierspitzen in einer parodontalen Tasche mit 

Epithelzellen) aus menschlicher DNA, weshalb für die Resistomanalyse eine sehr hohe 

Sequenziertiefe erforderlich war. Zudem ließ die geringe Anzahl bakterieller Reads keine 

Gesamtgenomanalyse der erfassten Bakterien zu. Somit ist die zuverlässige Identifikation 

von Resistenzgenen, basierend auf den Proben und der verfügbaren Technik, nicht un-

eingeschränkt möglich. Dennoch gelang es eine Patientenprobe (Zeitpunkt A vor Thera-

pie) hinsichtlich der darin enthaltenen Resistenzgene zu analysieren. Der Abgleich der 

enthaltenen Sequenzen mit den Resistomdatenbanken ergab Gene, die mit der Po-

lymyxin B Resistenz von P. gingivalis und einer Fluoroquinolon-Resistenz von S. oralis in 

Verbindung stehen (lipid A Phosphatase pgpB und der Effluxpumpe pmrA (Coats et al., 

2009; Gill et al., 1999). Ob die detektierten geringen Mengen an Resistenzgenen tatsäch-

lich klinisch relevant sind, ist ebenso fraglich wie die Vollständigkeit der zur Detektion 

verwendeten Datenbanken. Für jede Probenanalyse mit dieser Methode entstanden hohe 

Kosten. Zudem erforderte sie mehrere Arbeitsstunden für die Probenvorbereitung und 

eine ebenso lange Sequenzierungszeit. Dies macht die Methode eher ungeeignet für den 

Einsatz zur Resistombestimmung im klinischen Alltag oder für umfangreiche Studien. 

Dennoch konnten wir so den Grundstein für das „Whole Genome Sequencing“ im Zusam-

menhang mit Resistenzgenen des subgingivalen oralen Mikrobioms legen. Uns ist zum 

jetzigen Zeitpunkt lediglich eine Studie bekannt, in der versucht wurde mit Speichelproben 

und einem ähnlichen Vorgehen das gesamte orale Mikrobiom zu bestimmen (Baker, 

2022). 
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5. Zusammenfassung 
 

In dieser Studie wurde das orale Mikrobiom von Parodontitispatienten mit aggressiver 

Parodontitis (Stadium III oder IV Grad C) nach Therapie durch subgingivale Instrumentie-

rung (SI) und einer adjuvanten Antibiotikagabe (500 mg Amoxicillin (AMX) und 500 mg 

Metronidazol (MET)) jeweils 3 (Testgruppe (T)) oder 7 (Kontrollgruppe (K)) Tage im Rah-

men einer Sekundäranalyse untersucht. Hierbei setzt sich das Patientenkollektiv aus 50 

systemisch gesunden Personen im Alter von durchschnittlich 32,7 Jahren, bestehend aus 

31 Frauen und 19 Männern, von denen 11 Raucher waren, zusammen.  

Dem Patientenkollektiv wurden zu den Zeitpunkten Baseline (vor der Therapie) sowie 3, 

6 und 12 Monate (Probenentnahmezeitpunkte A, B, C und D) nach nicht-chirurgischer 

Parodontitistherapie mikrobiologische Proben entnommen. Nach der DNA-Extraktion der 

Proben wurde eine molekulare mikrobiologische Analyse durchgeführt, die Aufschluss 

über die Veränderungen des oralen Mikrobioms durch unterschiedliche Antibiotikaeinnah-

meprotokolle geben sollte. Ein weiterer Fokus lag auf der Entwicklung einer Methode, die 

mittels Whole-Genome-Sequencing das Vorhandensein von Resistenzgenen durch Anti-

biotikatherapie detektieren sollte.  

Die Analyse der Proben mittels 16S rRNA-Metagenom-Sequenzierung auf der Illumina 

Plattform zeigten ähnliche Entwicklungen der Bakterienflora bei dem Vergleich der Test-

gruppe (T) mit der Kontrollgruppe (K) sowohl in der Alphadiversität als auch in der Beta-

diversität. Im Vergleich zu den Ausgangsproben (A) nahmen die Mikrobiota zu den Pro-

benentnahmezeitpunkten B, C und D an Diversität zu (vgl. Abb. 5 und 6). Die relative 

Häufigkeit der dem „roten Komplex“ zuzuordnenden Bakterien ist sowohl in der Test- als 

auch der Kontrollgruppe nach Therapiebeginn (Zeitpunkte B, C, D) geringer ausgeprägt 

als vor der Therapie (Zeitpunkt A). Gegensätzliches ist in Bezug auf den A. actinomyce-

temcomitans zu beobachten. Bei der Betrachtung der anamnestischen Raucher beider 

Gruppen (T und K) zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede (p-Wert > 

0,05). Vergleicht man die Testgruppen beider Geschlechter, zeigt der Shannonindex und 

der Pielou-Index (Alphadiversität) die Signifikanzgrenze überschreitende Unterschiede zu 

Zeitpunkt B (p-Wert Shannon-Index: 0,0149, p-Wert Pielou-Index: 0,0222) (vgl. Abb. 14 
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und Abb. 15). Männer wiesen zu diesem Zeitpunkt eine deutlich niedrigere Alphadiversität 

des Mikrobioms als Frauen auf. Der Trend der geringer ausgeprägten Alphadiversität der 

in der Testgruppe befindlichen Männer zu Zeitpunkt B (3 Monate nach Therapie) zeigt 

sich beim Vergleich der Test- und Kontrollgruppe der Männer im Pielou-Diversitätsindex 

(Alphadiversität) (p-Wert: 0,0046) (vgl. Abb. 13). 

Die Ergebnisse stützen die These, dass die mikrobiellen Veränderungen beim dreitägigen 

Antibiotikaeinnahmeprotokoll und dem siebentägigen Protokoll sehr ähnlich sind. Dies 

könnte sich neben dem zeitlich verkürzten Nebenwirkungsprofil und den Kosteneinspa-

rungen positiv auf die Eindämmung der Neubildung von Antibiotikaresistenzen auswirken.  

Weiterhin wurde das Ziel verfolgt, eine Methode zu etablieren, mit der antibiotikaassozi-

ierte Resistenzgene von Patientenproben durch Sequenzierung identifiziert werden kön-

nen. Die geringe bakterielle DNA-Menge in den Proben erforderte eine vorherige Multiple 

Deplacement Amplifikation (MDA), um eine Grundlage für die Resistenzgenbestimmung 

zu schaffen. Der bei den ersten Versuchen hohe Anteil der nach der Amplifikation vorhan-

denen Kontamination durch humane DNA, begründet durch die Template-unabhängige-

Amplifikation, konnte durch aufwendige Reinigungsmaßnahem und den Einsatz geeigne-

ter Primer eingedämmt werden. Dennoch konnte nur durch eine sehr hohe Sequenzier-

tiefe eine Resistomanalyse durchgeführt werden. Dies machte die Verwendung einer zeit-

intensiven Singleplex Sequenzierung notwendig. Schließlich gelang es eine Patienten-

probe (Zeitpunkt A) hinsichtlich der darin enthaltenen Resistenzgene zu analysieren. Der 

Abgleich der enthaltenen Sequenzen mit den Resistomdatenbanken ergab Gene, die mit 

der Polymyxin B-Resistenz von P. gingivalis und einer Fluoroquinolon-Resistenz von S. 

oralis in Verbindung stehen (lipid A Phosphatase pgpB und der Effluxpumpe pmrA) (Coats 

et al., 2009; Gill et al., 1999). Ob die detektierten geringen Mengen an Resistenzgenen 

tatsächlich klinisch relevant sind, ist ebenso fraglich wie die Vollständigkeit der zur Detek-

tion verwendeten Datenbanken. Aus Sicht der klinischen Routine ist anzumerken, dass 

aufgrund der hohen Kosten und des Zeitbedarfs für Arbeit und Sequenzierung die Me-

thode aktuell eher ungeeignet für den Einsatz zur Resistombestimmung erscheint. Den-

noch bilden die vorgelegten Daten die Grundlage für eine zukünftige kombinierte moleku-

lare Resistombestimmung im subgingivalen oralen Mikrobiom.   
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6. Anhang  
 

Anhang 1: Legende verwendeter Kürzel  
 
  
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Zeitpunkte Habit Gruppenzugehörigkeit 

A = Baseline S =  Raucher K = Kontrollgruppe 

B =  3 Monate nach Baseline  NS = Nichtraucher  T = Testgruppe 

C =  6 Monate nach Baseline 
  

D = 12 Monate nach Baseline 
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Anhang 2: Boxplots der Test- und Kontrollgruppe der Frauen des Pielou-Index  
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Anhang 3: Faith Pd-Index der männlichen Probanden von Test- und Kontrollgruppe zu 
Probenentnahmezeitpunkten A bis D 
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Anhang 4: Shannon-Index der männlichen Probanden von Test- und Kontrollgruppe zu 
Probenentnahmezeitpunkten A bis D  
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Anhang 5: Shannon-Index der weiblichen Probanden von Test- und Kontrollgruppe zu 
Probenentnahmezeitpunkten A bis D 
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Anhang 6: Unifrac-Analyse (Betadiversität) der Raucher zu den Probenentnahmezeit-

punkten A bis D  
  

Gruppe 1 Gruppe 2 Probenum-
fang p-Wert 

ASK AST 9 0.35 
BSK BST 8 0.7 
CSK CST 9 0.768 
DSK DST 7 0.85 

 

 

 

 

Anhang 7: Jaccard-Analyse zwischen den männlichen Probanden der Test und Kontroll-
gruppen untereinander zu den Probenentnahmezeitpunkten A bis D 

Gruppe 1 Gruppe 2 Probenumfang p-Wert 
AMK AMT 18 0.366 
BMK BMT 15 0.145 
CMK CMT 16 0.486 
DMK DMT 13 0.7 

 

 

Anhang 8: Jaccard-Analyse zwischen den weiblichen Probanden der Test und Kontroll-
gruppen untereinander zu den Probenentnahmezeitpunkten A bis D 

Gruppe 1 Gruppe 2 Probenumfang p-Wert 

AFK AFT 26 0.504 

BFK BFT 25 0.315 

CFK CFT 23 0.739 

DFK DFT 19 0.156 
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7. Abbildungsverzeichnis 
 

Abb. 1 Staging- und Gradingsystem der Parodontitis (Inhalt aus: (Dannewitz et al., 

2021)) 10 

Abb. 2: Graphik oraler mikrobiologischer Komplexe mit ökologischer und zeitlicher 

Abfolge der Biofilmbildung von Frühbesiedlern (blau, violett, grün gelb), 

darunter auch die potentiell pathogene Actinomyces-Spezies, bilden die 

Basis, während späte Kolonisierer (orange, rot) zunehmend mit parodontaler 

Erkrankung assoziiert sind. Jede Farbe unterscheidet sich hinsichtlich ihrer 

Bakterienarten, Funktionen und Relevanz für die Biofilmbildung. (Socransky 

und Haffajee, 2002) 15 

Abb. 3: Schematische Darstellung des Zusammenspiels zwischen den 

Mikroorganismen und deren Wirt von symbiotischen zu dysbiotischen 

Verhältnissen (Bild aus (Dannewitz et al., 2021; Meyle und Chapple, 2015))

 16 

Abb. 4: Syntheseprinzip der „Multiple-Displacement-Amplification” mit der Pfeilspitze als 

Polymerase (Binga et al., 2008) 26 

Abb. 5: Relative Taxa Frequenz der Mikrobiota der Test- (T) und Kontrollgruppe (K) vor 

subgingivaler Instrumentierung und Einnahme von AMX+MET (A) und 3 

Monate (B), 6 Monate (C), 12 Monate (D) nach Therapiebeginn auf Genus 

Level 52 

Abb. 6: Refraktionsdiagramm, das die gesamte Zweiglänge unter Verwendung des 

Faith-PD-Index zeigt zu den Probenentnahmezeitpunkten A bis D ohne 

statistische Signifikanz (p-Wert > 0,05) 53 

Abb. 7: Säulendiagramm der relativen Häufigkeit einzelner Bakteriengattungen von den 

Probenentnahmezeitpunkten A bis D der Kontroll (K)- und Testgruppe (T) 54 

Abb. 8 Boxplots und p-Werte des Shannon-Diversitätsindex (Alphadiversität) der Test- 

(T) und Kontrollgruppe (K) zu den verschiedenen 

Probenentnahmezeitpunkten A bis D 55 



 
 

 

81 

 

 

Abb. 9 Boxplots und p-Werte des Faith-PD-Index (Alphadiversität) der Test- (T) und 

Kontrollgruppe (K) zu den verschiedenen Probenentnahmezeitpunkten A bis 

D 56 

Abb. 10: Boxplots und p-Werte des Pielou-Diversitätsindex (Alphadiversität) der Test- 

(T) und Kontrollgruppe (K) zu den verschiedenen 

Probenentnahmezeitpunkten A bis D 57 

Abb. 11: Gewichtete UniFrac-Distanzanalyse aller Probenentnahmezeitpunkte (A bis D) 

der Test- (T) und Kontrollgruppe (K) zur Bestimmung der Betadiversität 59 

Abb. 12: Boxplots und p-Werte des Faith-PD-Index (Alphadiversität) der Frauen der 

Test- (T) und Kontrollgruppen (K) zu den verschiedenen 

Probenentnahmezeitpunkten A bis D 60 

Abb. 13: Boxplots und p-Werte des -Diversitätsindex (Alphadiversität) der Männer aus 

Test- (T) und Kontrollgruppen (K) zu den Probenentnahmezeitpunkten A bis 

D 61 

Abb. 14 Pielou-Index (Alphadiversität) sowie der dazugehörige p-Wert der Testgruppen 

(T) beider Geschlechter zu Probenentnahmezeitpunkten A bis D 62 

Abb. 15: Shannon-Index (Alphadiversität) sowie der dazugehörige p-Wert der 

Testgruppen (T) beider Geschlechter zu Probenentnahmezeitpunkten A bis 

D 63 

Abb. 16: Darstellung der Alphadiversität der Raucher von Kontroll- (K) und Testgruppe 

(T) durch den Shannon-Index, den Pielou-Diversitätsindex sowie den Faith-

PD-Index (Alphadiversität) 64 
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