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Zusammenfassung

Einleitung: Ausgepragte kariose Lasionen oder Parodontitis stellen die haufigste Ursa-
che fur dentale Infektionen dar. Beide Krankheitsbilder entstehen durch Veranderungen
des oralen Mikrobioms. Diese Infektionen konnen zu schwerwiegenden Verlaufen bis hin
zu Abszedierungen mit potenziell letalem Ausgang fuhren. In Zusammenhang mit diesen
Infektionen reicht dann allein eine Sanierung des Infektionsfokus nicht aus, was den Ein-
satz von Antibiotika von Noten macht. Zur gezielten antibiotischen Behandlung ist eine
Abstrichnahme zur Keimbestimmung und Resistenztestung notwendig. Diese erweist
sich haufig als unzureichend. Von daher ist es notwendig, aussagekraftigere Methoden
zur Mikrobiombestimmung zu entwickeln. Ziel dieser Arbeit bestand darin, verschiedene
biofilmablosende Verfahren, wie die Sonikation und Vortex an extrahierten Zahnen als
ein Alternativverfahren fur die mikrobiologische Diagnostik im Vergleich zum Standard-
verfahren zu untersuchen. Ebenso sollte die Resistenzlage der identifizierten bakteriellen
Spezies untersucht werden.

Material und Methoden: Es wurden 20 Patienten mit einem nicht erhaltungswurdigen
unteren Pramolaren eingeschlossen. Nach chirurgischer Zahnentfernung wurde ein int-
raoperativer Abstrich aus dem Zahnfach zur Keimbestimmung gewonnen und der extra-
hierte Zahn fur die weitere Aufbereitung in einer DNA-Pufferflussigkeit asserviert. An-
schliel3end wurde der Zahn mittels der zu untersuchenden Verfahren, der Sonikation und
dem Vortex aufbereitet. Die dadurch gewonnen Proben wurden jeweils zur Analyse des
Mikrobioms mit Hilfe der genetischen Sequenzierung des 16s-rRNA-Gens ausgewertet.
Es wurde an allen Proben die Menge an bakterieller DNA, gefundener Spezies, sowie
deren Einteilung in Phylum und Ordnung analysiert. Fur die statistische Auswertung wur-
den der Bland-Altman-Test, sowie der Friedman-Test und die alpha-adjustierte post-hoc-

Analysen durchgefunhrt.

Ergebnisse: Insgesamt konnten 60 Proben, je 20 fur jedes Verfahren ausgewertet wer-
den. Durch den Einsatz der Sonikation war es moglich, signifikant mehr bakterielle Spe-
zies im Vergleich zum Standardverfahren nachzuweisen. Die intrinsischen Resistenzen
unterschieden sich in den untersuchten Methoden nicht. Signifikante Unterschiede konn-
ten jedoch in Bezug auf die getesteten Antibiotika gezeigt werden. Die Antibiotika mit der
geringsten Resistenzrate waren Amoxicillin mit Clavulansaure und Levofloxacin. Die mit

der hochsten Resistenzrate Amoxicillin und Clindamycin.
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Schlussfolgerung: Durch den Einsatz der Sonikation ist es maoglich, signifikant mehr
bakterielle Spezies als mit dem Standardverfahren nachzuweisen. Gleichzeitig konnte
gezeigt werden, dass sich die Zusammensetzung der gefundenen Mikrobiome unter-
scheidet. Daraus resultierend, stellt die Sonikation ein valides Mittel fur einen bestmogli-
chen Einblick in das krankheitsverursachende oder krankheitsassoziierte Mikrobiom dar.

Abstract

Introduction: Advanced carious destruction or periodontitis represents the most com-
mon cause of dental infections. Both conditions arise due to changes in the oral microbi-
ome. As the disease progresses, it can lead to severe infections, including abscesses
with potentially lethal outcomes. In the context of these infections, merely addressing the
infectious focus is insufficient, necessitating the use of antibiotics. In cases of particularly
severe infections, a microbial identification and resistance testing via swab sampling is
indicated for targeted antibiotic treatment. However, this approach often proves inade-
quate, making it necessary to develop more informative methods for microbiome deter-
mination. The aim of this study was to investigate various biofilm-detaching techniques,
such as sonication and vortexing on extracted teeth as an alternative method for micro-
biological diagnostics, in comparison to the standard procedure. Additionally, the re-
sistance profile of the identified bacterial species was to be examined.

Materials and Methods: Twenty patients with non-restorable lower premolars were in-
cluded in the study. After surgical tooth removal, an intraoperative swab from the alveolus
was obtained for microbial identification, and the extracted tooth was preserved in a DNA
buffer solution for further processing. Subsequently, the tooth was prepared using the
tested methods, sonication and vortexing. The obtained samples were analyzed for mi-
crobiome composition using genetic sequencing of the 16S rRNA gene. The analysis
included assessing the quantity of bacterial DNA, identified species, and their classifica-
tion into phylum and order. Statistical analysis was conducted using the Bland-Altman
test, the Friedman test, and alpha-adjusted post-hoc analyses.

Results: In total, 60 samples, 20 for each method, were evaluated. The use of sonication
allowed the detection of significantly more bacterial species compared to the standard
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procedure. Intrinsic resistances did not differ between the tested methods. However, sig-
nificant differences were observed in terms of the tested antibiotics. Antibiotics with the
lowest resistance rates were amoxicillin with clavulanic acid and levofloxacin, while amox-
icillin and clindamycin had the highest resistance rates.

Conclusion: Sonication allows for the detection of significant more bacterial species than
the standard procedure and showed differences in the composition of the identified mi-
crobiomes also. Consequently, sonication represents a valid method to gain a better un-

derstanding of the disease-causing or disease-associated microbiome.
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1 Einleitung

Dentale Infektionen sind der haufigste Grund fur die Vorstellung in einer zahnarztlichen
Notaufnahme in Deutschland.(1) Ursachlich dafur sind meist nicht erhaltungswurdige
Zahne oder Parodontitiden. Die Entfernung dieser Zahne, zum Teil mit begleitender anti-
biotischer Behandlung, stellt meist die einzige Therapieoption dar.(2) Weltweit sind Zahn-
arzte fur 10% der verschriebenen Antibiotika verantwortlich.(3) Die am haufigsten ver-
schriebenen Antibiotika bei oralen Infektionen sind Beta-Lactam-Antibiotika ( z.B. Peni-
cilline), gefolgt von Lincosamiden (z.B. Clindamycin), Makroliden (z.B. Erythromycin), Te-
tracyclinen (z.B. Doxycyclin) und Fluorochinolonen (z.B. Levofloxacin).(4) Das in der
Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie am haufigsten verwendete Antibiotikum ist Amoxicillin mit
Clavulansaure (z.B. Augmentan oder Amoxi-Clav), da es aufgrund seines breiten Wirk-
spektrums sowohl aerobe als auch anaerobe Spezies einschlief3t.(4) Bei einer Allergie
gegen Penicillin ist laut der S3-Leitlinie ,odontogene Infektionen®, der Deutschen Gesell-
schaft fur zur Zahn- Mund- und Kieferheilkunde, Clindamycin die Alternative der Wahl.(5)
Aufgrund fehlender evidenzbasierter Empfehlungen zum rationalen Einsatz von Antibio-
tika im Bereich der Zahnmedizin werden Uberverordnung in 55-80% der Falle disku-
tiert.(3) Daten einer Studie von 2017 zeigten, dass nur 12% der Zahnarzte Antibiotika bei
der richtigen Indikation verordnet hatten.(6) Dies wird als ein entscheidender Faktor fur
eine zunehmende Antibiotika Resistenz und Veranderung der Zusammensetzung des
Mikrobioms bei odontogenen Infektionen vermutet.(7, 8) In neueren Untersuchungen von
Heim et al. aus dem Jahr 2020 wurden Streptococcus Spezies als die vorwiegende Spe-
zies in odontogenen Abszessen identifiziert, mit einer Antibiotikaresistenz in bis zu 50%
der Falle. Nur 4,3% der gefundenen Bakterien zeigten Resistenzen auf Ampicillin/Sul-
bactam, wohingegen 17,5% Resistenzen gegen Clindamycin aufwiesen.(9) In einer Stu-
die von Meinen et al. wurden die Resistenzen unterschiedlicher Antibiotika auf Strep-
tococcus spp. in Zahnarztpraxen und Krankenhausern, basierend auf Daten der deut-
schen Antimicrobial-Resistance-Surveillance, untersucht.(10) Hierbei zeigten sich Resis-
tenzraten von 17-19% fur Clindamycin, aber auch von 17,4% gegen Fluorochinolone.(10)
Salinas und Mitarbeiter konnten bei odontogenen Infektionen Resistenzen gegenuber
Doxycyclin in 15,02% der gefundenen Spezies nachweisen.(11)

Gemal der aktuell gultigen deutschen Leitlinie wird eine intraoperative Abstrichnahme
bei schweren odontogenen Infektionen zur ldentifikation der potentiell ursachlichen
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Keime empfohlen, um ein moglichst gezieltes Antibiotikaregime anhand einer mikrobio-
logischen Resistenztestung etablieren zu konnen.(12) Es ist bekannt, dass als Hauptur-
sache fur dentogene Infektionen Bakterien gelten, die einen organisierten Biofilm bil-
den.(5)

1.1 Bakterielle Biofilme

Bakterien werden nach ihren Eigenschaften und ihrer Abstammung nach Phylum, Klasse,
Ordnung, Familie, Gattung und Spezies eingeteilt.(13) Ein durch Co-Aggregationsme-
chanismen stabilisierter Komplex aus Bakterien wird als Biofilm bezeichnet.(14-16)
Diese Biofilme sind nicht nur im Bereich der Medizin ein bekanntes Problem, sondern
finden auch in vielen anderen Bereichen Beachtung.(17, 18) Die Entstehung eines Bio-
films findet Uberwiegend auf feuchten Oberflachen statt. Die Biofilmbildung dient den
Bakterien als Schutz vor externen Noxen, sowie dem Austausch von Genen, zur Anpas-
sung und Verbesserung ihrer Eigenschaften.(19, 20) Durch die Interaktion ist es ihnen
moglich, die Umweltbedingungen, beispielsweise durch Anpassung des pH-Wertes, zu
beeinflussen.(21)

Biofilme konnen grundsatzlich aus nur einer Bakterienspezies bestehen oder aus unter-
schiedlichen Spezies.(22)

Abhangig von den unterschiedlichen Oberflachenbedingungen und den assoziierten Bak-
terien, kdnnen die Eigenschaften eines solchen Biofilms stark variieren.(20, 23, 24)

Die Biofilmentstehung beginnt mit der Adharenz von planktonischen Bakterien auf Ober-
flachen.(25) Nach Wachstum in lateraler und horizontaler Richtung und daraus entste-
henden Kolonien, kommt es zur Produktion von Extrazellularersubstanz, in welcher die
Kolonie eingebettet sind. Durch die Ausbildung von Wasserkanalen wird die Nahrstoffzu-
fuhr, aber auch der Abtransport von Metaboliten gewahrleistet.(15) Durch das weitere
Wachstum und die Bildung von Extrazellularsubstanz als Gerust fur die einzelnen Kolonie
entsteht schlussendlich der Biofilm.(26)

1.2 Biofilm assoziierte Infektionen auRerhalb des Mundes

Biofilm assoziierte Infektionen treten nicht nur im Bereich des Mundes auf.
Periprothetische Infektionen durch bakterielle Besiedelung der kunstlichen
Gelenkoberflache stellen die zweithaufigste Ursache fur das Versagen einer

Gelenksprothese in der Orthopadie dar.(27) Studien konnten auch hier einen
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organisierten Biofilm, vornehmlich bestehend aus einer einzelnen Spezies, nachweisen.
Biofilme konnen nicht nur lokal, sondern auch in anderen Korperregionen zu
Erkrankungen fuhren. Das Risiko eine Bakteriamie auszulOsen, liegt bei bis zu 100 %
nach zahnarztlichen Eingriffen (Extraktionen, dentoalveolare Eingriffe), aber auch bei bis
zu 57% nach Routinemalinahmen wie taglicher Mundhygiene oder Benutzung von
Zahnseide.(28) Es konnte ebenso ein Zusammenhang zwischen einer durch eine
zahnarztliche Behandlung induzierte Bakteriamie und der Entwicklung einer
periprothetischen Infektion gezeigt werden.(29) Ursachlich dafur ist die resultierende
hamatogene Ausbreitung oraler Bakterien zur kunstlichen Gelenkoberflache und der
fehlenden Abwehr aufgrund der Avitalitat des kunstlichen Gelenkes.

Die hamatogene Streuung oraler Bakterien ist eine Hauptursache fur infektiose
Endokarditiden.(30)

1.3 Entstehung des oralen Biofilms am Beispiel der dentalen Plaque

Die Entstehung des oralen Biofilms ist ein komplexes Zusammenspiel unterschiedlicher
bakterieller Spezies, welche die verschiedenen Oberflachen der Mundhdhlen besiedeln.
Der Biofilm, welcher sich auf Zahnen bildet, wird als dentale Plaque bezeichnet.(31)

Direkt nach erfolgter Reinigung kommt die Zahnoberflache mit Speichel und Sulkusfluid
in Kontakt. Durch die negative Ladung des Hydroxylapatit entsteht der Pellikel, welcher
mit positiv geladenen Glykoproteinen, Statherin, Histatin, Prolin-reichen Proteinen und
Alpha-Amylase bedeckt ist.(32) Gram-positive Streptokokken wie Streptokokkus sangui-
nis, Streptokokkus oralis, Streptokokkus mitis und Neisseria zahlen zu den ersten Kolo-
nialisierern der Zahnoberflache.(25) Diese sind aerobe oder fakultativ aerobe Spezies.
Durch Wachstum und Zellteilung, mit Bildung von Extrazellularsubstanz, kommt es zum
Verbrauch von Sauerstoff, was den meist anaeroben Zweitbesiedlern den Weg ebnet.
Hierzu zahlen insbesondere Actinomyces Spezies, Fusobacterium nucleatum, Prevotella
intermedia und Capnocytophagea Spezies.(25) Konnte der bereits entstandene Biofilm
Uber eine Zeit von ungefahr sieben Tagen reifen, kommt es nun durch die starke Beein-
flussung der Umweltbedingungen innerhalb des Biofilms zur Kolonialisierung durch die
sogenannten Drittbesiedler.(25) Hierzu zahlen hauptsachlich die gram-negativen streng
anaeroben Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans und Spi-
rochaeten wie Treponema denticola.(25)
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Diese Interaktion resultiert schlielich in einem organisierten, aus vielen Spezies beste-
henden Bakterienverbund mit spezifischen Eigenschaften und Folgen fur potenzielle den-
tale Infektionen.(20)

1.4 Dentale Infektionen

Die Bakterien, welche das Cavum oris besiedeln werden als die orale Mikroflora oder
auch das orale Mikrobiom bezeichnet.(33)

Der Begriff Mikrobiom wurde durch Joshua Lederberg gepragt und bezeichnet ,die
Okologische = Gemeinschaft ~kommensaler, = symbiotischer = und  pathogener
Mikroorganismen, die buchstablich unseren Korperraum teilen und als Determinanten
von Gesundheit und Krankheit so gut wie ignoriert werden“ (aus dem Englischen von
Lederberg et. al. 2001).(34) Abhangig vom Habitat unterscheidet man folglich
unterschiedliche Mikrobiome: das des Gastrointestinaltrakt, der Geschlechtsorgane, der
Haut oder auch der Mundhdhle mit seinen unterschiedlichen Oberflachen, welches als

das orale Mikrobiom zusammengefasst wird.

Das orale Mikrobiom besteht aus mehr als 600 Arten, die verschiedene Lebensraume
wie Zahne, Gingiva, Zunge, Wangen, Gaumen und Mandeln besiedeln. 1179
verschiedene bakterielle Spezies, auch bezeichnet als Taxa, wurden 2010 von Floyd E.
Dewnhirst et al. identifiziert, von denen 24% benannt wurden, 8% kultiviert, aber
unbenannt waren und 68% unkultiviert blieben.(33) Heute sind 1599 Taxa in der
"expanded Human Oral Microbiome Database" (eHOMD.org) aufgefuhrt. Das beweist,
dass es eine grolle Diskrepanz zwischen den kultivierbaren Bakterien und der

tatsachlichen Anzahl an bakteriellen Spezies in der Mundhohle gibt.

Wahrend man in friheren Untersuchungen davon ausging, dass ein bestimmtes Bakte-
rium ursachlich fur die Entstehung oraler Infektionen ist, haben neuere Studien gezeigt,
dass Mischinfektionen und spezifische Zusammensetzungen des oralen Biofilms fur die
Erkrankungsentstehung verantwortlich sind.(25, 35, 36)

Aus diesem Wissen entstand die ,6kologische Plaque Hypothese*, welche eine Anderung
der Umweltbedingungen unter Vorhandensein von dentaler Plaque als Ursache fur die
Anderung des Biofilms, mit daraus resultierender Entstehung von Karies und Parodontitis
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sieht.(24, 37, 38) Diese Hypothese gilt als die aktuell gultige in Bezug auf die
Atiopathogenese der Karies und Parodontitis und stellt die Grundlage von Interventions-
und Prophylaxemalinahmen dar.

1.4.1 Karies und der dentale Biofilm

Haufiger Konsum von Zucker ermdglicht es, sauren und saureproduzierenden Bakterien
wie Streptokokkus mutans und Lactobacillus acidophilus ein saures Milieu innerhalb des
Biofilmes zu Lasten der Demineralisation des Zahnschmelzes zu erzeugen, was schluss-
endlich in der Entstehung der Karies resultiert.(21) Trotz der starken Verbindung von S.
mutans und der Entstehung von Karies, konnte gezeigt werden, dass eine hohe Bakte-
rienzahl allein nicht ausreichend fur die Entwicklung einer Karies ist.(25)

Aus diesem Grund wird nicht eine einzelne Spezies als Ursache fur die Entstehung einer
Karies gesehen.(25) Viel mehr wird die Kombination unterschiedlicher kariogener Keime
wie S. mutans, S. mitis, Rothia, Actinomyces, Lacotbacillus und Bifidobakterien zur Er-
hohung des kariogenen Potentials der dentalen Plaque als Ursache fur die Entstehung
einer Karies diskutiert.(25)

1.4.2 Parodontitis und der dentale Biofilm

Bei der Entstehung der Parodontitis wird vornehmlich die inflammatorische Reaktion auf
gramnegative Bakterien, wie Porphyromonas gingivalis und Spirochaeten, wie
Treponema denticola als Bestandteile des Biofilms fur ursachlich gehalten.(39) Durch
Produktion von Virulenzfaktoren und Reifung des Biofilmes durch unterschiedliche
Umweltfaktoren kommt es weiterhin zur Differenzierung des Biofilmes mit verstarktem
Wachstum von weiteren Keimen, wie Tanerella forsythia, P. intermedia, Parviromonas

micra, Prevotella nigrenscens und Campylobacter rectus.(36, 40, 41)

1.5 Mikrobiomtestung in der Zahn- Mund- und Kieferheilkunde

Um krankheitsbedingte Veranderungen des oralen Biofilms analysieren zu kdnnen, ist
die Kenntnis dessen Zusammensetzung essenziell. Erste Studien dazu wurden bereits
im Jahr 1994 publiziert.(42, 43) Diese Untersuchungen waren aufgrund der damaligen
Untersuchungsmethoden auf kulturbasierte Auswertungen limitiert, konnten aber bereits
ungefahr 280 unterschiedliche Spezies detektieren.(33) Um die Zusammensetzung noch
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weiter aufzuschlisseln, wurden weitere mikrobiologische Analysemethoden wie z.B.
Next-Generation-Sequenzierungsmethoden mit PCR zur Amplifikation, gefolgt von einer
Analyse der V3-V4-Region des 16s rRNA-Gens, im Jahr 2001 etabliert.(35, 44-48) Die
Untersuchungen dazu erfolgten entweder im stimulierten und nicht stimulierten Speichel
durch Mundspulungen oder anhand von nischenspezifische Proben von der supra- und
subgingivalen Plaque oder Zungenabstrichen.(49) Vergleiche dieser Proben
verschiedener Regionen zeigten erhebliche intra- und interindividuelle Unterschiede,
wobei die grundsatzliche bakterielle Zusammensetzung des Mikrobioms sich ahnelte.(23)
So finden sich beispielsweise in der subgingivalen Plaque mehr Anaerobier, als im
Wangenabstrich, was allein durch die Umweltbedingungen erklart werden kann.(49)
Durch die Einfuhrung der Gen-Analyse war es moglich, zusatzlich zu den 280 zuvor
bekannten Spezies, weitere 320 Spezies zu identifizieren.(50-53) Die Limitation der
bisherigen Untersuchungen stellt die Spezifitat der jeweiligen untersuchten oralen
Nischen dar, welche immer nur einen Ausschnitt des kompletten Mikrobioms darstellen.
Durch die klassischen Untersuchungsmethoden konnen ebenso nur planktonische
Mikroorganismen nachgewiesen werden, da die in Biofilm organisierten Bakterien an der
jeweiligen Oberflache anhaften und sich somit schwer nachweisen lassen. Hier Bedarf
es somit neuer Ansatze um einen Querschnitt Uber die oralen Nischen in einem speziellen
Setting, wie der Zahnentfernung, unter Berucksichtigung der Nachweisproblematik von
in Biofilmen organisierten Bakterien, zu erhalten.

Eine Erkrankung, welche schwer zu diagnostizieren ist und im Zusammenhang mit den-
talen Infektionen entsteht, ist die kraniofaziale Actinomycose.(54, 55) Aufgrund der
schweren Nachweisbarkeit dieser Erreger ist anzunehmen, dass es zu einer Unterschat-
zung des generellen Auftretens dieser Erkrankung kommt, wenn nur intraoperative Ab-
striche, zur mikrobiellen Analyse herangezogen werden.

Insbesondere bei Patient:innen nach Strahlentherapie im Kopf-Hals-Bereich in Folge ei-
ner malignen Erkrankung ist dieses Krankheitsbild eine schwerwiegende Komplika-
tion.(54) Es Bedarf folglich neuer, aussagekraftiger Methoden um die Diagnostik und so-

mit die Prophylaxe zu verbessern und die frihzeitige Intervention zu ermoglichen.
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1.6  Mikrobiologische Probengewinnung in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie

1.6.1 Intraoperativer Abstrich

Der intraoperative Abstrich stellt das Standardverfahren zur mikrobiologischen
Probengewinnung in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie dar.(12) Hierbei wird ein steriler
Abstrichtupfer in das zu untersuchende Gebiet gebracht und dort gedreht. Dies kann in
allen zu untersuchenden Regionen wie beispielsweise in Abszesshohlen oder in
Alveolen, nach Zahnentfernung durchgefuhrt werden. Potenzielle Schwachstellen sind
die hohe Gefahr der Kontamination wahrend der Probengewinnung und
Abstrichproduktion.(56) Ein Vorteil ist die Einfachheit und grof3flachige Verfugbarkeit
dieser Methode.

1.6.2 Vortex

Der Vorgang des Vortex ist ein in der biologischen und biochemischen Labortatigkeit
etabliertes Verfahren.(57, 58) Hierbei wird die sich in einem Gefal} befindende Flussigkeit
durch Ruttel- oder Kreisbewegungen durchmischt. Dies geschient mit einem
sogenannten Vortexmischer, welcher Umdrehungen von bis zu 2500 pro Minute
erreichen kann. Durch die Vortexapplikation soll es zu einer besseren Losung von an
Oberflachen adharenten Partikeln im Untersuchunsgsmedium kommen, was eine
Voraussetzung fur die Analyse dieser darstellt.(58) In der Zahnmedizin wurde dieses
Verfahren bisher nicht eigenstandig untersucht, fand jedoch in mikrobiologischen Studien

weitreichenden Anklang.(57)

1.6.3 Sonikation

Eine Weiterentwicklung zum Ablosen des Biofilmes stellt das Verfahren der Sonikation
dar. Es wurde erstmals im Jahr 1985 eingesetzt, um adharente Biofilme auf
orthopadischen Implantaten bei periprothetischen Infektionen zu untersuchen. (59)
Sonikation ist ein Ultraschallverfahren und ermdoglicht Biofilme von Oberflachen zu I16sen.
Beim Einsatz der Sonikation in der Medizin werden die zu untersuchenden Objekte in
einem Behalter mit Flissigkeit, meist steriler Kochsalzldsung, gelagert und in das Ultra-
schallbad gelegt. Der Ablauf der Sonikation wird im Folgenden beschrieben:
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In einem speziellen Ultraschallbad werden mit Hilfe eines Wandlers, Ultraschallwellen im
Bereich von 20- 400 kHz erzeugt. Es entsteht ein Ultraschallfeld, in dem durch einen
kontinuierlichen Wechsel von Uber- und Unterdruck, Vakuumblaschen an der Oberflache
des Objektes entstehen, welche im Verlauf platzen und somit Verunreinigungen, wie
beispielsweise Biofilme ablosen konnen. (Abbildung 1 und 2) Je geringer die Frequenz,

desto intensiver ist die ablosende Wirkung.

implodierende Kavitationsblase zu reinigendes Bauteil

Kavitationsblase Reinigungsflussigkeit

r F‘ Schallwellen

Plattenschwinger

Korb —|

Netzstecker

\\r—ﬁ_/-I:

Hochfrequenzgenerator Gehause

www.maschinenbau-wissen.de

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Funktion eines Ultraschallreiniger, dquivalent zur Sonikation, Quelle: www.maschi-
nenbau-wissen.de
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Abbildung 2: Blasenentwicklung im Zuge der Ultraschallreinigung, dquivalent bei der Sonikation, Quelle: www.maschinenbau-
wissen.de

Nach erfolgter Sonikation kann die gewonnene Flussigkeit kultiviert und anschlieRend
mikrobiologisch ausgewertet werden.(60)

Weiterfuhrende, meist orthopadische Studien haben gezeigt, dass durch den Einsatz der
Sonikation bei explantierten orthopadischen Prothesen die Sensitivitat und Spezifitat im
Vergleich zum normalen Verfahren, wie Synovialflissigkeitskulturen und Gewebeproben
oder Abstrichen, wesentlich verbessert wird.(61) Aufgrund der Uberlegenheit dieses
Prozedere in der Diagnostik von Hardware assoziierten Infektion wird die Sonikation in
verschiedenen medizinischen Bereichen eingesetzt. In der Orthopadie hat es sich bereits
als Standardverfahren etabliert.

In der Diagnostik von Infektionen und dem Erregernachweises bei Brust-, Harn-,
endovaskularen und zerebralen Implantaten wird sie ebenfalls angewendet und flhrte zu
einer Verbesserung des diagnostischen Outcomes.(62-65)

Zusatzlich zum Sonikationsverfahren erlauben die verbesserten Analysemethoden des
Next-Generation-Sequencing mittels Polymeraskettenreaktion und molekulargenetische
Auswertungen, eine detaillierte Bestimmung der Zusammensetzung des
infektionsassoziierten Biofilms durch Detektion pathologischer Keime als Ausloser
periprothetischer Infektionen.(66)


http://www.maschinenbau-wissen.de/
http://www.maschinenbau-wissen.de/
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Die meisten bis dato veroffentlichen Studien in Zusammenhang mit Sonikation finden sich
in dem Bereich der Orthopadie, einige wenige Untersuchungen verwendeten diese Ver-
fahren in zahnmedizinischen Fragestellungen. Im intraoralen Bereich ist das Problem des
adharenten Biofilms und dessen mogliches Entzundungspotential bekannt, bisher aber
nur an Prothesenoberflachen oder auf Titan- oder Carbonflachen unter Verwendung der
Sonikation untersucht worden. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine suffiziente Ablo-
sung erfolgen kann. Die bisherigen Studien verwendeten die Sonikation als methodi-
sches Mittel, untersuchten diese jedoch nicht selbst in vivo.(67-69)

Es ist bekannt, dass der Biofilm, aber nicht nur auf kiinstlichen Oberflachen im intraoralen
Bereich existiert, sondern auch auf zahntragenden Abschnitten vorhanden ist. Eine An-
derung dieses Biofilms entspricht somit der Krankheitsentstehung im Sinne der dkologi-
schen Plaque Hypothese. Die Vermutung, dass das diagnostische Outcome bei Ab-
strichnahme zur adaquaten Erregerbestimmung im Bereich der Mund-Kiefer-Gesichts-
chirurgie unzureichend ist, wird vielfach diskutiert. Bis dato fehlen allerdings reprasenta-
tive Daten zu dieser Fragestellung. Es ist bekannt, dass durch das unkontrollierte Wachs-
tum verschiedener Spezies, eine Isolation insbesondere in kulturbasierten Untersuchun-
gen nahezu unmoglich macht. Zusatzlich stellt die Organisation aufgrund der erschwer-
ten Losbarkeit und daraus resultierender diagnostischer Licke in Form von adharenten

Biofilmen ein Problem dar.

Um diesen Biofilm besser untersuchen und verstehen zu kénnen, sind neue Analyseme-
thoden zur Probengewinnung von No6ten, die nicht nur eine orale lokale Nische reprasen-
tieren, sondern der Gesamtheit des potenziellen krankheitsassoziierten Mikrobioms ent-
sprechen. Nur durch ein Verstandnis der komplexen Zusammensetzung des krankheits-
assoziierten Mikrobioms ist es moglich, zielgerichtete antiinfektiose Therapiekonzepte zu
wahlen. Insbesondere bei immungeschwachtem Patienten:innen aber auch bei Pati-
ent:innen mit kunstlichen Herzklappen, orthopadischen Endoprothesen oder schweren
Infektionen, die einer begleitenden antibiotische Therapie bedurfen, ist eine genaue
Kenntnis des potentiellen krankheitsverursachenden Mikrobioms und seiner vorherr-

schenden Erreger entscheidend.
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1.7 Ziel der Studie

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene biofilmablosende Verfahren, wie die Sonikation
und Vortex an extrahierten Zahnen als ein Alternativverfahren fur die mikrobiologische
Diagnostik im Bereich der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie im Vergleich zum Standardver-
fahren zu untersuchen.

Durch die verbesserte Ablosung des Biofilms in Verbindung mit molekulargenetischen
Analysen der Zusammensetzung soll ein, kompletteres Bild des oralen Mikrobioms, im
Setting der Zahnentfernung geschaffen werden, was zu einem spezifischen, zielgerich-

teten antibiotischen Einsatz fihren soll.

Hypothese 1: Durch Sonikation werden mehr Keime gefunden als beim Standard-
verfahren dem intraoperativen Abstrich.

Hypothese 2: Sonikation und Vortex fihren zu einer groReren Anzahl an nachweis-
barer bakterieller DNA, im Vergleich zum Standardverfahren.

Hypothese 3: Das nachweisbare Mikrobiom unterscheidet sich in seiner Zusam-
mensetzung zwischen Sonikation und Abstrich.

Hypothese 4: Die Resistenzlage der identifizierten Bakterien im Sonikat, Vortex
und Abstrich gegenuber spezifischen Antibiotika unterscheidet sich.

Hypothese 5: Die Resistenzlage der identifizierten bakteriellen Spezies in Bezug
auf die untersuchten Antibiotika unterscheidet sich.
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2 Methodik

Die vorliegende Pilotstudie wurde von der Ethikkommision der Charité Universitatsmedi-
zin Berlin befurwortet (Antragsnummer EA4/194/19). Sie folgt den Empfehlungen der
STROBE Leitlinie und richtet sich nach den Empfehlungen der europaischen medizini-

schen Vereinigung fur gute wissenschaftliche Praxis und der Declaration von Helsinki.

2.1 Patientenkollektiv und Einschlusskriterien

Alle eingeschlossenen Patient:innen wurden Uber die Sprechstunde der Klinik far Mund-
Kiefer- und Gesichtschirurgie rekrutiert. Einschlusskriterien waren Volljahrigkeit, ein nicht
erhaltungswurdiger Zahn aufgrund von karioser Zerstorung, keine systemischen Erkran-
kungen, keine Medikamenteneinnahme, kein Nikotinabusus sowie mundliche und schrift-
liche Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der Studie. Insgesamt wurden zwanzig
Patienten (zwoIf Manner und acht Frauen) mit einem Durchschnittsalter von 60 Jahren in
die Studie eingeschlossen. Bei all diesen Patienten wurde die Diagnose eines nicht er-
haltungswurdigen Pramolaren im Unterkiefer gestellt.

2.2  Chirurgisches Vorgehen

Nach mundlicher und schriftlicher Aufklarung, mindestens 24 Stunden vor dem chirurgi-
schen Eingriff, erfolgte die routinemallige Zahnentfernung in Ortlicher Betaubung. Alle
Extraktionen wurden durch einen Behandler durchgefuhrt. Sie erfolgte unter sterilen Be-
dingungen, in atraumatischer Extraktionstechnik mit Hebel und Zange. Direkt nach der
Entfernung wurde der Zahn in einen Falcon Tube mit 4 ml Urine Conditioning Buffer™
(UCB™, Zymo Research Corp, CA 92614, USA) gelegt. Gleichzeitig erfolgte gemaR dem
Standardvorgehen, eine Abstrichnahme aus der Alveole. Es wurde hierfur der Abstrich-
tupfer der Firma Zymo Research verwendet: “DNA/RNA Shield Collection Tube w/ Swab”
(Zymo Research Crop, CA 92614, USA). Der Abstrichtupfer und der Falcon Tube wurden
direkt und bis zur weiteren Aufbereitung im Kihlschrank gelagert. Es wurde eine Nega-
tivkontrolle aquivalent zu den anderen Proben zur Kontrolle etwaiger Kontaminationen

und Verunreinigungen je Prozedur untersucht.
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2.3 Weitere Aufbereitung und Verarbeitung der Proben

Alle Proben wurden innerhalb von 24 Stunden weiterverarbeitet. Die Aufbereitung er-
folgte unter sterilen Bedingungen in einer Lamina Flow Bench (Safety cabinet, Thermo
Scientific, Langenselbold, Germany). Die Aufbereitung der Proben erfolgte nach dem
etablierten Protokoll von Renz et al.(70)

Der Ablauf wird im Folgenden beschrieben:

Es wird begonnen mit 30 Sekunden Vortex mit Hilfe des Vortexmischer, gefolgt von einer
Minute Sonikation und erneut 30 Sekunden Vortex.

Nach dem ersten Vortexmischen, wurden 2 ml der 4 ml aus dem Falcon Tube entnommen
und in einen zweiten Falcon Tube Uberfuhrt und fur die Analyse vorbereitet. Der verblie-
bene Falcon Tube mit dem extrahierten Zahn wurde dann mittels Sonikation bei 40 kHz
im Bacto- Sonic (Bandelin electronic, Berlin, Germany) weiter aufbereitet und anschlie-
Rend wieder gevortext.

Abbildung 3: Sonikation von 6 Proben im Bacto-
Sonic fiir 1 Minute (Foto: O. Wagendorf)

Danach wurden der Falcon Tube nach dem reinen Vortexmischen, dem Vortexmischen
mit anschlieRender Sonikation und der intraoperativ gewonnene Abstrich, sowie die Ne-
gativkontrolle zur Mikrobiomanalyse versandt (Labor Berlin, Charité Vivantes GmbH, Ber-
lin). Alle Proben wurden von einer Person aufbereitet. (Abbildung 4)
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Abstrich

DNA lIsolation 16S rRNA DNA Analyse
Gensequenzierung

Abbildung 4: Methodik der Probengewinnung und -aufbereitung: 1. Gewinnung der Proben wdhrend des chirurgischen Vorgehens,
2: Weitere Aufbereitung der Proben durch Vortex und Sonikation, 3: mikrobiologische Analyse durch DNA-Isolierung, 16S rRNA-
Gensequenzierung und anschliefsende Analyse, erstellt mit BioRender.com

24 Mikrobiologische Analyse

Die Extraktion und Reinigung der DNA erfolgte mit 50 ul des Losungspuffer DNeasy Po-
werSoil Pro-Kit (Qigon). Die 16S-V3V4-PCR wird mit dem UCP-Multiplex-PCR- Master-
mix (Qiagen) auf 2 pyl DNA und den folgenden Primern durchgefihrt:
Fwd=CCTACGGGNGGCWGCAG, Rev=GACTACHVGGGTATCTAATCC.(71) In einer
darauffolgenden PCR wurden Index-Sequenzen an das aufgereinigte PCR-Produkt an-
gefugt. Mehrere Proben wurden zusammen auf einem lllumina MiSeq mit v2- Reagenz
in 2x250 bp sequenziert. Das Ziel war eine Sequenzierungstiefe von >100000 Reads pro
Probe.

2.5 Datenanalyse

Nach der Sequenzierung werden die beiden Reads jedes Amplicons durch Uberlagern
ihrer 3'-Enden zusammengefuhrt. Mit dem Programm ,usearch®, werden anschlie3end

die Sequenzen in Operational Taxonomic Units — OTUs — zusammengefasst.
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Die reprasentativen Sequenzen jeder OTU werden mittels NCBI BLAST (im Modus me-
gablast) mit den NCBI 16S-Microbial und NT Referenz- Datenbanken abgeglichen und
die OTU wird den Spezies aller am besten bewerteten BLAST Alignments zugewiesen
(nach Bit-Score). Es wurde hierbei eine minimale Ubereinstimmung von 97% angestrebt.
Sollten mehrere Spezies gleich gute Alignments haben, wurde die OTU dem entspre-
chenden Genus (bzw. der Familie oder einer noch hoheren Ebene) zugewiesen. Die Zu-
ordnung zu mehreren Spezies ist hierbei moglich, da die V3-V4 Region des 16S-rRNA-
Gen in unterschiedlichen Spezies identisch sein kann. Wird fir eine OTU kein Alignment
gefunden, oder nur Alignments mit einer Sequenz-ldentitat < 97%, galt sie als unklassifi-
ziert.(72)

Um eine Uber- oder Untersequenzierung zu verhindern, wurden ebenfalls Sattigungskur-
ven fur jede Probe erstellt und in die Betrachtung mit einbezogen.
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Abbildung 5: Sdttigungskurven aller Proben, je Patient fiir Abstrich (swab), Vortex (vortex) und Sonikation (sonication), (Wagen-
dorfetal., 2022) (73)

Als Resultate wurden entsprechende Variablen je Probe generiert:

Dabei entsprechen die Reads der Masse an gefundener DNA je Probe.

Es wurde ebenso je Probe eine Unterscheidung in Gesamt-OTUs, klassifizierte-OTUs

und nicht klassifizierte-OTUs durchgefiihrt. OTUs reprasentieren die genetische Informa-

tion je einer gefundenen Spezies. Die Unterteilung nach klassifiziert und unklassifiziert

richtet sich nach der Zuordenbarkeit der jeweiligen Spezies, wie zuvor beschrieben.
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2.6 Antibiotikaempfindlichkeit

Es wurde die Empfindlichkeit aller gefundenen Bakterien auf spezifische Antibiotika ge-
testet. Als Grundlage diente hier das Werk ,Antibiotics in Laboratory Medicine, 6th Edi-
tion”.(74) Es wurde nach bekannten Enzymen oder intrinsischen Resistenzen gesucht,
welche in der Lage sind, die in der klinischen Routine genutzt Antibiotika zu inaktivieren.
Die untersuchten Antibiotika waren Amoxicillin, Amoxicillin + Clavulansaure,

Clindamycin, Doxycyclin und Levofloxacin.

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit ,R“ und MathClac Version 15.8. Die Grafiken
wurden mit ,Phyton” und MathCalc Version 15.8 erstellt. Alle gesammelten Proben wur-
den deskriptiv nach der Anzahl an Reads, bakterielle Diversitat, Verteilung der Phyla und
bakteriellen Ordnungen, sowie Anzahl an Spezies ausgewertet. Der Bland-Altmann-Test
wurde zur Evaluation von signifikanten Unterschieden zwischen den Probenarten ver-
wendet. Der Friedmann-Test wurde zur Beurteilung der Antibiotikaresistenz angewendet.
Die Post-hoc-Analyse wurden alpha-adjustiert und zur Analyse der unterschiedlichen An-
tibiotikaresistenzen untereinander verwendet. Ein p-Wert von < 0.05 wurde als statistisch

signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1  Analyse der Proben

In die Auswertung wurden 3 Proben je Patient:in einbezogen, sodass insgesamt 60 Pro-
ben analysiert werden konnten. Zusatzlich wurde je Probenmethode eine Kontaminati-
onskontrollprobe untersucht. Der Mittelwert der Reads lag im intraoperativen Abstrich bei
142858, beim Vortex bei 180739 und bei der Sonikation bei 217972. Die bakterielle Diver-
sitat wurde durch die Anzahl an gefundenen OTUs dargestellit.

Insgesamt wurden Uber alle Proben 253 unterschiedliche Spezies gefunden. Je Probe,
wurde eine Unterscheidung in Gesamt-OTUs, klassifizierte-OTUs und nicht klassifizierte-
OTUs durchgefuhrt. Die Mittelwerte der OTUs, je Probentyp ist in Abbildung 7 dargestellt.
Die Verteilung der einzelnen Phyla je Probenart istin Abbildung 8 illustriert. Die Verteilung
der bakteriellen Ordnungen ist in Abbildung 9 abgebildet. Die prozentuale intrinsische
Resistenz der gefundenen Bakterien gegenuber den getesteten Antibiotika ist in Tabelle

1 zu sehen.
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Abbildung 6: Mittelwerte der OTUs in Abstrich (swab), Vortex und Soniktation (sonica-
tion) (Wagendorf et al., 2022) (73)
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Distribution of relative phylum abundances in %
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Abbildung 7: Verteilung der Phyla je Probenart: Abstrich (swab), Vortex und Sonikation (sonication) (Wagendorf et al., 2022) (73)
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Distribution of relative order abundances in %

Xanthomonadales o '

Veillonellales A L L o v -

Tissierellales - B‘_. o
Synergistales @, "7 oe °
Spirochaetales %‘. .

Sphingomonadales '

L] L]
Selenomonadales - %‘\ N .

Rhodobacterales -
Rhizobiales 4

Pseudomonadales -

J

|

f

3
Pasteurellales 4 E‘-’ ..

|

Propionibacteriales
° ° °
Oceanospirillales
. . ° ° °
Neisseriales ° o . °
o

Mycoplasmatales 4 k s

. . i
Micrococcales o E- ° °
° ° o

Methanobacteriales 4 ' °

Lactobacillales - S = . ° .

Geodermatophilales -

Fusobacteriales ¢ v i aa

Flavobacteriales 4 %—: 2 oo :

Erysipelotrichales 4

.t

Enterobacterales

3

i
Eggerthellales - i_

d

Desulfovibrionales - .
o

Desulfobacterales - ‘;: . .
Corynebacteriales 4 ﬁ_-"—:‘-_'

Coriobacteriales - ° . | . 2 o

° °
Clostridiales - %:g T
Caulobacterales - '

Cardiobacteriales o E'.

Campylobacterales - &‘. °
°
Burkholderiales - F °
Bifidobacteriales - W_—:‘ — oot
. .. - — ) v rs -y a — .
Bacteroidales - K — - .¢m—'—‘i—'.___._._‘ E
Bacillales E R ..

Actinomycetales e o °

0 10 20 30 40 50
relative abundance in %

Material $ swab E vortex $ sonication

Abbildung 8: Verteilung der bakteriellen Ordnungen je Probenart: Abstrich (swab), Vortex, Sonikation (sonication) (Wagendorf et
al., 2022) (73)
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Resistance to Swab Vortex Sonication
Amoxicillin 2712% |32,29% | 31,23 %
Amoxicillin + Clavulanate | 6,51 % 2,78 % 2,56 %
Clindamycin 19,48 % |2443% |21,74 %
Doxycycline 17,75% | 20,56% | 20,48%
Levofloxacin 4,58% 1,79% 3,82%

Tabelle 1: Intrinsische Antibiotika Resistenz in Prozent, je Probenart: Abstrich (swab), Vortex (vortex), Sonikation (sonication)

(Wagendorf et al.,2022) (73)

3.2 Analyse der bakteriellen Zusammensetzung

3.2.1 Operational Taxonomic Units — OTUs

Bei dem Vergleich der Gesamt-OTUs konnte zwischen der Sonikation und dem intraope-

rativen Abstrich ein signifikanter Unterschied gefunden werden (p=0.04; 95% CIl-22.19

bis — 0.51) (Bland-Altman-Graph: Abbildung 10). Das negative Konfidenzintervall zeigt

hierbei, dass in der Sonikation signifikant mehr OTUs und somit bakterielle Spezies ge-

funden wurden als im Abstrich.

Alle anderen Vergleiche zeigten jedoch keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 9: Bland-Altman- Plot zum Vergleich Abstrich gegen Sonikation, bezogen auf Gesamt-OTUs. (Wagendorf et al., 2022)
(73)

3.2.2 Phyla-Verteilung

Die relative Verteilung der Phyla unterscheidet sich deutlich in allen drei untersuchten
Probenarten. Signifikante Unterschiede zwischen intraoperativem Abstrich und Sonika-
tion konnten in Actinobacteria (p< 0.01), Bacteroidetes (p<0.01) sowie Tenericutes
(p<0.0396) gefunden werden. Die entsprechenden Konfidenzintervalle lagen bei -11.19
bis -2.57 bei Actinobacteria, sowie 0.86 bis 5.18 bei Bacteroidetes und 0.01 bis 0.56 bei
Tenericutes. Dies zeigt, dass der prozentuale Anteil an Actinobacteria in der Sonikation
deutlich groRer war, wohingegen der Anteil an Bacteroidetes und Tenericutes geringer
war. Bei dem Vergleich von Vortex und intraoperativem Abstrich konnten nur Tendenzen

zu einem hoheren prozentualen Anteil an Actinobacteria gefunden werden.
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3.2.3 Verteilung der bakteriellen Ordnungen

Die Unterschiede in der Verteilung der bakteriellen Ordnungen, je Probenart, ist darge-
stellt in Abbildung 11. Actinomycetales (p<0.01), Bacteroidales (p<0.01), Corynebacteri-
ales (p<0.01), Flavobacteriales (p=0.03) und Mycoplasmatales (p=0.04) zeigten signifi-
kante Unterschiede in der Verteilung. Actinmocytales (Konfidenzintervall -7.29 bis 2.39),
Corynebacteriales (Konfidenzintervall -2.09 bis -0.34) und Flavobacteriales (Konfidenzin-
tervall -2.32 bis -0.16) zeigten hohere prozentuale Anteile in der Sonikation im Vergleich
zum intraoperativen Abstrich. Wohingegen Bacteroidales (Konfidenzintervall 2.0777 bis
6.4547) und Mycoplasmatales (Konfidenzintervall: 0.015 bis 0.56) einen hoheren Anteil

im intraoperativen Abstrich zeigten.

Difference in percentage in relative order abundance in each procedure

swab - sonication swab - vortex vortex - sonication

Mycoplasmatales -
Flavobacteriales A
Bacteroidales
Propionibacteriales
Micrococcales A
Geodermatophilales A
Eggerthellales
Corynebacteriales 4
Coriobacteriales A
Bifidobacteriales

Actinomycetales

25 0 25 50 25 0 25 5 25 0 25 50
Difference in percentage points

Actinobacteria Bacteroidetes Tenericutes

Abbildung 10: Vergleich in der prozentualen Verteilung der bakteriellen Ordnungen zwischen Abstrich (swab), Vortex, und Sonika-
tion (sonication) (Wagendorf et al.,2022) (73)
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3.3 Analyse der bakteriellen Resistenzen

Im Vergleich der intrinsischen Antibiotikaresistenzen konnte kein Unterscheid zwischen

intraoperativem Abstrich, Vortex und Sonikation gefunden werden.

Bei dem Vergleich der Resistenzen gegen die einzelnen Antibiotika konnte ein signifikan-
ter Unterschied gefunden werden (p<0.01). Die Range, gemal Friedmanntest waren 1.58
fur Amoxicillin mit Clavulansaure, 1.73 fur Levofloxacin, 3.35 fur Doxycyclin, 3.60 flr
Clindamycin und 4.75 fur Amoxicillin. Die Post-hoc-Analyse ist mit den entsprechenden
P-Werten dargestellt in Tabelle 2. Alle Vergleiche zeigen signifikante Unterschiede, aus-

genommen Amoxicillin mit Clavulansaure gegen Levofloxacin und Clindamycin gegen

Doxycyclin.
Comparison
Amoxi- | Clindamy- | Doxycy- | Levoflox- | Clindamy- | Doxycy- | Levoflox- | Doxycy- Levoflox- Levofloxa-
cillin- cin cline acin cin cline acin cline acin cin
clavu-
lanate
Amoxi- | Amoxicil- | Amoxi- Amoxicil- | Amoxicil- | Amoxi- | Amoxicil- | Clindamy- | Clindamy- | Doxycy-
cillin lin cillin lin lin-Clavu- | cillin- lin- cin cin cline
lanate Clavu- Clavula-
lanate nate
p- 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.001 0.877 0.232 0.000 0.001
Wert

Tabelle 2: Vergleich der Antibiotikaresistenzen gegeneinander (Wagendorf et al., 2022) (73)
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Es konnte durch die beschriebenen Untersuchungen gezeigt werden, dass unter Einsatz
der Sonikation an extrahierten Zahnen signifikant mehr Bakterien gefunden werden konn-
ten als mit dem Standardverfahren zur mikrobiologischen Testung, dem intraoperativen
Abstrich. Im Vergleich zum Abstrich wurden im Sonikat eine hohere Anzahl an OTUs
nachgewiesen.

Es unterscheiden sich in den angewandten Verfahren nicht nur die Anzahl der gefunde-
nen Spezies, sondern auch die prozentuale Zusammensetzung des gefundenen Mikro-
bioms. Des Weiteren wurden mit Vortex und Sonikation Spezies detektiert, welche nicht
im Abstrich nachweisbar waren.

Die Antibiotikaresistenzen unterschieden sich, je nach Probenaufbereitungsmethode
(Abstrich, Vortex oder Sonikation) nicht.

Die Resistenzen der Bakterien gegenuber den getesteten Antibiotika unterschieden sich
jedoch signifikant.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

Fur eine bestmogliche antiinfektive Therapie durch Antibiotika ist eine genaue Kenntnis
uber das infektionsassoziierte Mikrobiom essenziell.(75) Durch den Einsatz von Techno-
logien wie der Next-Generation Sequencing unter Verwendung des 16s rRNA-Gens ist
es moglich, tiefe Einblicke in die Zusammensetzung des Mikrobioms zu erhalten. (33, 47-
49, 76, 77) Die Zusammensetzung des in der vorliegenden Arbeit analysierten Mikrobi-
oms ist vergleichbar zu den bereits vorher beschriebenen Zusammensetzungen des ora-
len Mikrobioms.(33, 46-48)

Fur die Analyse des Mikrobioms wurden neben dem Vorkommen der gefundenen Spe-
zies und ihrer Zuordnung in die entsprechenden Klassen auch eine quantitative Untersu-
chung der Biofilmmasse, reprasentiert in gefundenen Reads, durchgefuhrt.

Hierbei handelt es sich um ein semi-quantitatives Analyseverfahren, welches stark durch
die Anzahl an PCR-Zyklen, gefundenen Taxa und dem Sequenzierungsdurchlauf selbst
beeinflusst wird. (78, 79) Aus diesem Grund kann keine genaue Einschatzung getroffen
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werden, wieviel mehr bakterielle DNA mit Hilfe der Sonikation, im Vergleich zum Stan-
dardverfahren, intraoperativer Abstrich, oder Vortex, nachgewiesen werden kann.

Um eine moglichst grof3e Vergleichbarkeit dieser Werte zu erreichen, waren die Proben
eines jeden Patienten immer auf dem gleichen Sequenzierungsdurchgang lokalisiert, mit
der gleichen Anzahl an Sequenzierungszyklen und den gleichen Primern.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch den Einsatz der Sonikation mehr bakterielle DNA ge-
wonnen und untersucht werden kann als durch das Standardvorgehen, dem intraopera-
tiven Abstrich. Dies konnte bereits in orthopadischen Studien gezeigt werden und erst-
malig jetzt auch in der Mundhohle.

Zu berucksichtigen ist auch, dass bei der Sonikation im Gegensatz zum Abstrich, der
komplette Biofilm, welcher auf dem Zahn lokalisiert ist, abgelost und untersucht werden
kann. Im Gegensatz dazu wird durch den Abstrich, nur das Mikrobiom in der Alveole
untersucht. Dadurch ist die Masse an gewonnener DNA bei der Sonikation hoher als beim
intraoperativen Abstrich und fuhrt somit zu einer hdheren Anzahl an Reads. Zusatzlich
werden jedoch auch Spezies identifiziert, die durch den Abstrich nicht nachgewiesen wer-

den konnten.

Des Weiteren haben Studien gezeigt, dass die Analyse von potenziell avitalen Bakterien
zur Diagnostik fur Infektionen entscheidend sein konnen, da die Vitalitat durch die Pro-
bengewinnung selbst beeinflusst werden. In konventionellen kulturbasierten Analysen
von Bakterien, wo ein bakterielles Wachstum Grundvoraussetzung fur die Untersuchung
ist, konnen bereits abgestorbenen Bakterien nicht nachgewiesen werden.

Die Anwendung von Next Generation Sequenzing und Untersuchung des 16S rRNA-
Gens unterscheidet in der Auswertung nicht zwischen vitalen und avitalen Bakterien.
Man weil} aus Untersuchungen, dass auch die Durchfuhrung eines Abstrichs die Vitalitat
von anaeroben Bakterien beeinflusst und somit diese in kulturbasierten Untersuchungen
nicht mehr nachweisbar sind.(2)

Im Rahmen der Sonikation kommt es zur Bildung kleiner Luftblasen auf der Oberflache
des Zahnes, welche im Weiteren explodieren und zur Losung des Biofilms fuhren. Ob-
wohl anaerobe Bakterien durch diesen Sauerstoffuberschuss stark beeinflusst werden,
konnte gezeigt werden, dass die Vitalitat nicht entscheidend durch die Sonikation beein-
flusst wird.(61, 80) Durch die Analyse des 16s rRNA-Gens kann dieser Punkt ignoriert
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werden, da die Stabilitat des Genoms durch keine der angewendeten Methoden beein-

flusst wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnten nachweisen, dass der Anteil an Actino-
mycetales im intraoperativen Abstrich unterreprasentiert zu sein scheint.

Studien haben gezeigt, dass Actinomycetes spp. beispielsweise bei der Entstehung einer
medikamentenassoziierte Kiefernekrose (MRONJ) eine entscheidende Rolle zu spielen
scheinen. Diese Erkrankung fuhrt zu einer progredienten Zerstorung des Kieferknochens
in Verbindung mit schwerwiegenden Infektionen, welche bis zum Verlust des kompletten
Kiefers fuhren konnen. (81-83) In der aktuellen Diagnostik ist bisher ein konventioneller
intraoperativer Abstrich das empfohlene Mittel zur mikrobiologischen Testung. Dieser eig-
net sich nur bedingt, da sich das Mikrobiom in den unterschiedlichen Bereichen der Nek-
rose unterscheiden kann.(84) Zur Pravention der MRONJ, in Verbindung mit invasiven
dentalen Malinahmen, ist eine Antibiotikaprophylaxe indiziert. Um diese so gezielt wie
moglich einzusetzen, konnte die vorgestellte Methodik aus Sicht der prasentierten Daten

in den gangigen Workflow GUbernommen werden.

Bei der Betrachtung von Bacteroidales und Mycoplasmatales, welche ein hoheres pro-
zentuales Vorkommen im Abstrich zeigten, waren die Anzahl an Reads in der Sonikation
hoher als im Abstrich. Dies zeigt, dass hierbei nur der prozentuale Anteil an Actinomyce-
tales hoher war und es somit zu einer relativen Verschiebung ohne Verlust an Informati-

onen kam.

Betrachtet man abschliellend die gefundenen Antibiotikaresistenzen sind diese ver-
gleichbar zu den Daten, welche man in der Literatur findet, in Bezug auf Amoxicillin,
Amoxicillin mit Clavulansaure, sowie Clindamycin und Doxycyclin.(9-11) In Bezug auf
Fluorochinolone konnte eine vergleichbar Resistenzlage zu Daten des ambulanten Sek-

tors gefunden werden, jedoch bedeutend geringere als im stationaren Sektor.(10)

Betrachtet man nun die dargestellten Daten, kann ein Wechsel zu Levofloxacin als first-
line Alternative in komplexen odontogenen Infektionen bei Patient:innen mit bestehender
Penicillinallergie, aus unserer Sicht erwogen werden.

Aufgrund des hohen Anteils an Ubertherapie mit Antibiotika durch Zahnérzte, sollte diese

Empfehlung, zunachst nur fur stationare Patienten gelten.(3) Diese Aussage sollte im
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Vergleich zu den Daten von Meinen et al. kritisch gepruft und weiter evaluiert werden.(10)
Ein stationares Setting ist ebenso von Vorteil, da Fluorochinolonantibiotika zu Verlange-
rungen der QT-Zeit, als unerwlnschte Arzneimittelwirkung, fuhren kdénnen.(85) Ebenso
sind Tendinopathien, insbesondere bei der Langzeitanwendung und Arzneimittelinterak-
tionen mogliche Nebenwirkungen.(86) Aufgrund seiner Chondrotoxizitat wird es ebenso

nicht fur Schwangere und Kinder empfohlen.

4.3 Vergleich der Ergebnisse zum Stand der Wissenschaft

Die meistgenutzten und untersuchten Probenarten zur Evaluation des oralen Mikrobioms
in Gesundheit und Krankheit sind Speichel, stimuliert und nicht stimuliert, Mundspulung
oder Proben bestimmter oraler Nischen, wie supra- oder subgingivale Plaque, Wangen-
abstriche oder Zungenabstriche.(49) Eine Untersuchung eines extrahierten, kompletten

Zahnes wurde bisher noch nie vorgenommen.

Die Zusammensetzung eines jeden oralen Mikrobioms unterscheidet sich nicht nur in der
Anzahl und Verteilung an Bakterien, aufgrund von inter- und intraindividuellen Verande-
rungen, sondern auch aufgrund der unterschiedlichen Oberflachen in der Mundhohle.
Dieser Umstand wird durch die unterschiedlichen physikalischen und biologischen Be-
dingungen wie Oberflachenstruktur, Zellabschilferung aber auch aerobe oder anaerobe
Bedingungen verursacht.(35)

Aufgrund der Ahnlichkeiten aber auch Unterschiede jeder oralen Nische, konnten Faust
et al. zeigen, dass das Mikrobiom der jeweiligen Probenorte ahnlich, aber nicht gleich
ist.(23) Dieser Umstand unterstreicht die Wichtigkeit, der Auswahl, der geeigneten Pro-
benart fur die weitere mikrobiologische Untersuchung und Antibiotikaresistenztestung,
aber auch die Sensibilitat der Tests. Moglicherweise lasst sich dadurch auch der Unter-
schied in der Zusammensetzung des gefundenen Mikrobioms durch Sonikation im Ver-
gleich zum Abstrich in der vorliegenden Studie darstellen. Es ist davon auszugehen, dass
in der Alveole oder parodontalen Taschen mehr anaerobe Bakterien zu finden sind als
auf der Zahnoberflache, da diese aufgrund der lokalen Umweltbedingungen einen evolu-
tionaren Vorteil geniel3en. Folglich ist davon auszugehen, dass die Zusammensetzung
der durch Sonikation gewonnenen Proben, welche die komplette Zahnoberflache repra-

sentieren, sich von der in denen der Alveole unterscheiden.
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Sucht man nach vergleichbaren Studien in anderen Fachgebieten gibt es aktuell keine
Daten, welche einen Vergleich von unterschiedlichen Probenarten zur mikrobiologischen
Testung unter Verwendung von 16s rRNA-Gen-Analyse vorgenommen haben. Es gibt
nur wenige Studien, welche den Unterschied von 16s rRNA-Gen-Analyse mit konventio-
nellen mikrobiologischen Analysemethoden verglichen haben. Hierbei fanden sie zum
Teil vergleichbare oder sogar verbesserte Ergebnisse bei der Verwendung von 16s
rRNA-Gen-Analyse im Vergleich zu kulturbasierten Analysen.(66, 70, 87, 88) Aufgrund
der gezeigten Ergebnisse und der bereits bestatigten Zuverlassigkeit der 16S rRNA-Gen-
Analyse kann vermutet werde, dass sie ein zuverlassiges Tool zur Bestimmung des in-
fektionsassoziierten Mikrobiom im Kopf-Hals-Bereich darstellt.(45, 47, 48, 51, 76)

Die Entwicklung von Antibiotikaresistenzen wurde bereits vielfaltig untersucht. Heim et
al. konnten bereits zeigen, dass sich in den letzten Jahren die Anzahl an resistenten Kei-
men massiv erhoht hat.(9, 75) Die in der Literatur angegebenen Resistenzraten sind ver-
gleichbar zu denen in dieser Arbeit vorgestellten Werten. Insbesondere Anaerobier, wel-
che meistens schwerer zu kultivieren sind als Aerobier, zeigen hohere Resistenzraten
gegen Clindamycin, welches nach wie vor das Antibiotikum der Wahl bei Patient:innen
mit Penicillinallergie darstellt, gemal der deutschen Leitlinie.(4, 12, 85, 89) Neben die-
sem Umstand fand bereits in einer aktualisierten Leitlinie der American Heart Association
zur Pravention der infektiosen Endokarditis in Zusammenhang mit dentalen Eingriffen
das durchaus ausgepragte Nebenwirkungsprofil von Clindamycin Beachtung. In der 2021
aktualisierten Leitlinie wird Clindamycin nicht mehr als Antibiotikum der Wahl bei Pati-
ent:innen mit Penicillinallergie empfohlen.(90)

Durch die Untersuchung von Doxycyclin und Levofloxacin konnten eine vergleichbare
Resistenzlage bei Levofloxacin, wie bei dem aktuellen Goldstandard Amoxicillin mit Cla-
vulansaure gefunden werden. Ein gleicher Zusammenhang konnte zwischen
Clindamycin und Doxycyclin gefunden werden. Levofloxacin ist vergleichbar mit Moxiflo-
xacin, welches bereits bei dentalen Infektionen eingesetzt wird.(4) Im Jahr 2011 konnte
ein Vergleich von Clindamycin und Moxifloxacin vergleichbare Effektivitat der Antibiose,
jedoch bei weniger unerwunschten Arzneimittelwirkungen bei Moxifloxacin, zeigen.(91)
Vergleicht man all diese Daten, sollte die Indikation von Clindamycin als first-line Alter-
native bei Patient:innen mit Penicillinallergie Uberdacht werden und sich bei schweren
Infektionen im Kopf-Hals-Bereich eher fur Levofloxacin oder Moxifloxacin entscheiden
werden.(3, 75, 91)
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4.4 Starken und Schwachen der Studie

Die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden an gesunden Patient:innen und kleiner Ko-
hortenanzahl durchgefuhrt. Diese Studie ist als Pilotstudie konzipiert, um erste Daten zu
gewinnen und die Moglichkeit der angewandten Verfahren zu testen. Um generelle Aus-
sagen treffen zu konnen, braucht es weitere Untersuchungen mit gro3eren Probanden-

zahlen.

Eine weitere Problematik in Bezug auf Mikrobiomanalysen ist die Kontamination, welche
bereits wahrend der Produktion der Untersuchungs-Kits entstehen kann.(56) In der vor-
liegenden Studie wurde immer eine Kontrollprobe nach dem beschriebenen Verfahren
von Zaura et al. genommen.(49) So kann das Kit-spezifische Mikrobiom identifiziert und
mogliche Verunreinigungen erkannt werden.(49) Hierbei konnte nur eine sehr geringe
Zahl an Reads und OTUs gefunden werden, was eine zu vernachlassigende Kontamina-

tion der Proben darstellte. Die gefunden OTUs waren hierbei keine der oralen Flora.

Die Antibiotikaresistenz wurde in der vorliegenden Studie nicht in einer bakteriellen Kultur
oder durch molekulargenetische Analysen getestet, was einen entscheidenden Kiritik-
punkt an der Methodik darstellt. Das primare Ziel dieser Studie war es jedoch nicht, aus-
schlieBBlich die Antibiotikaresistenten zu untersuchen, sondern die Sonikation als neue
Methode in der mikrobiologischen Probengewinnung zu evaluieren. Aufgrund dieser Li-
mitation kann jedoch keine exakte Empfehlung fur das Umstellen einer kalkulierten Anti-
biotikatherapie getroffen werden. Es bedarf weiterer Studien, welche sich dieser Frage-
stellung mit kulturbasierter Resistenztestung widmen, um hier eine valide Aussage treffen

zu kdénnen.

4.5 Implikationen fiur Praxis und/oder zuklinftige Forschung

Die Sonikation ist ein einfaches Tool, insbesondere bei immunkompromittierten Pati-
ent:innen, zur Analyse des Zahninfektion assoziierten Mikrobioms. Es lassen sich mit
einer Probe durch die verbesserte Ablosung des Biofilms grolRere Mengen an DNA ge-
winnen, umso detaillierte Analysen der Anzahl und Verteilung von Keimen zu generieren.
Gerade im Hinblick auf schwer zu diagnostizierende Ursachen dentogener Infektionen
konnte das Verfahren der Sonikation eine einfache Unterstitzung zur Analyse des Mik-
robioms sein und zu einer zielgerichteten antibiotischen Prophylaxe und Therapie fuhren.
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Sollte die Sonikation nicht verfugbar sein, kann der Einsatz von Vortex erwogen werden,

um einen erweiterten Einblick zu erhalten.

Um diesen Sachverhalt zu bestatigen, sind weitere Untersuchungen mit gréf3eren Kohor-
ten notig. Diese sollten sich nicht nur auf den Vergleich von Sonikation und dem Stan-
dardverfahren beziehen, sondern auch auf die Entwicklung des oralen Mikrobiom bei ge-
sunden und kompromittierten Patient:innen. Hierbei spielt auch die Testung von Antibio-
tikaresistenzen eine entscheidende Rolle, um validere Aussagen treffen zu konnen.

Zusatzlich sollten die hier formulierten Aussagen an grof3eren Patientenkollektiven ge-

testet werden, um ihnen eine starkere wissenschaftliche Grundlage zu verleihen.

5. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend ist zu sagen, dass unter Verwendung von Sonikation es moglich ist,
Spezies zu finden, welche mit dem Standardverfahren, dem intraoperativen Abstrich,
nicht gefunden werden konnten. Es unterscheidet sich nicht nur die Anzahl an Bakterien,
sondern auch die komplette Zusammensetzung des gefundenen Mikrobioms. Dennoch
zeigten die gefundenen Mikrobiome beim Abstrich, Vortex und Sonikation deutliche Ahn-
lichkeiten.

Daraus resultierend, stellt die Sonikation ein valides Mittel fur einen bestmoglichen Ein-
blick in das krankheitsverursachende oder krankheitsassoziierte Mikrobiom dar. Dies ist
insbesondere bei Hochrisiko-Patient:innen eine entscheidende Information, wo eine mog-
lichst zielgerichtete Antibiose indiziert ist. Hochrisiko-Patient:innen, sind Patient:innen mit
ausgedehnten Infektionen, nach erfolgter oder laufender Radio-/Chemo-Therapie, erfolg-
ter oder laufender Therapie mit Antiresorptiva, kongenitalen Herzerkrankungen oder
Klappenvitien aber auch unter laufender Immunsuppression. Mit Hilfe der Sonikation ist
es moglich, mehr Informationen, uber den adharenten Biofilm und damit der moglichen
Kontamination der Wunde zu bekommen und damit um eine verbesserte antibiotische
Therapie oder Prophylaxe zu etablieren, welche bei diesen Patientengruppen entschei-

dend fir ihr Uberleben sein kann.
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for evaluation of the dental microbiome:
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Susanne Nahles'"

Abstract
Objectives: To investigate sonication as a new tool in microbiological probing of dental infections.

Methods: Comparison of a standard probing method: intraoperative swab, with sonication, and vortex of the
removed tooth, was performed on 20 carious destructed teeth. lllumina high throughput sequencing of the
16S-rRNA-gene was used for assessing the microbial composition. Antibiotic susceptibility has been assigned based
on known resistances of each detected species. Probing procedures were compared using Bland—Altmann-Test, and
antibiotic susceptibility using the Friedmann-Test and alpha-adjusted post-hoc-analysis.

Results: In total, 60 samples were analysed: 20 intraoperative swabs, 20 vortex fluids, and 20 sonication fluids. Sonica-
tion fluid yielded the highest number of bacterial sequencing reads in all three procedures. Comparing the opera-
tional taxonomic units (OTUs) of the identified bacteria, significantly more OTUs were found in sonication fluid sam-
ples. Phylum and order abundances varied between the three procedures. Significantly more Actinomycetales have
been found in sonication fluid samples compared to swab samples. The assigned resistance rates for the identified
bacteria (1.79-31.23%) showed no differences between the tested probing procedures. The lowest resistance rates
were found for amoxicillin + clavulanate (3.95%) and levofloxacin (3.40%), with the highest in amoxicillin (30.21%) and
clindamycin (21.88%).

Conclusions: By using sonication on extracted teeth, it is possible to get a more comprehensive image of the resid-
ing microbial flora compared to the standard procedure. If sonication is not available, vortexing is a potential alterna-
tive. In immunocompromised patients, especially when actinomycosis is suspected, sonication should be considered
for a more detailed microbiological evaluation of the potential disease-causing microbiome. Due to the high rates of
antibiotic resistance, a more targeted antibiotic therapy is favourable. Levofloxacin should be considered as a first-line
alternative to amoxicillin 4+ clavulanate in patients with an allergy to penicillin.

Keywords: Microbiome, Tooth extraction, Sonication, Antibiotic resistance

Introduction
Worldwide, 10% of antibiotic prescriptions are due to
dental infections [1]. The most commonly prescribed
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a rate of 55-80% by dentists [1], leading to an increasing
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level of bacterial resistance and changes in the composi-
tion of the microbiome in odontogenic infections [3-5].
Even though early studies focused on finding one specific
microorganism causing dental diseases such as caries,
gingivitis, and periodontitis, it is now generally accepted,
that dental diseases are caused by a change in the specific
surface microbiome of the affected oral tissue, driven for-
ward by multispecies microbial interactions [6, 7].

Taking intraoperative swabs in severe odontogenic
infections [8] to verify microbiological and antibiotic
susceptibility of the present bacteria to ensure a targeted
antibiotic regime is the usual procedure. Due to contam-
ination or growth of too many different species or sub-
species, which are hard to cultivate, the outcome of this
method is poor and calls for better alternatives for micro-
biological sampling [9-12].

It is known that the composition and structure of the
oral microbiota differ between the existing oral niches
[13]. Testing of the saliva reveals microorganisms from
various oral niches, but studies have demonstrated that it
will not represent the entire oral microbiome [14]. How-
ever, tooth surfaces provide an ideal environment for
bacterial growth and formation of dental plaque, so they
will represent a higher microbial richness and diversity
[15]. Besides preventing biofilm-related infections, the
analysis of the sensitivity, specificity, and amount of the
bacteria in the microbiome plays a decisive role in a tar-
geted antibiotic regimen [10].

Bio-film-related infections do not only occur in the
mouth but also in different regions of the human body.
One such type of infection associated with biofilm for-
mation is prosthetic joint infections (PJIs). PJIs are the
second most common cause of prosthetic joint failure
[16] and it is known that they are also caused by bacteria
forming an organised biofilm on the implant surface, as
oral bacteria do on teeth [17].

Orthopaedic studies have published data about the
special procedure of sonication [16, 18]. Thus, the sen-
sitivity and specificity of using the sonication fluid of
explanted prostheses for detecting bacteria were shown
to be increased compared to the normal procedure, such
as synovial fluid cultures and tissue samples or swabs
[18]. The number of bacteria identified was up to 10,000
times higher than in standard procedures [18].

Furthermore, sonication was used as an established
method on breast, urinary, endovascular and cerebral
implants [19-22]. Less is known about the use of sonica-
tion for microbiological testing in dentistry. It was mostly
used to detach the biofilm from dentures, to evaluate the
amount of Candida species [23], the microbiome of den-
tures in relation to denture stomatitis [24], and in vitro,
to detach the formed biofilm from carbon or titanium
surfaces [25] for analysis of the formed biofilm in relation
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to the implant surface. Regarding the orthopaedic and
dental results, the sonication method promises improved
detachment of the biofilm located on the teeth, result-
ing in a complete image of the potential disease-causing
microbiome. In these previously published studies, only
the sonication method was used to identify the bacterial
colonisation process without comparable methods. Fur-
thermore, Almaguer-Flores et al. could demonstrate the
strong influence of chemical and physical properties of
the substrate in the colonisation of oral bacteria (17).

To the best of our knowledge, no data are available
to compare the sonication process to the conventional
swab method for microbial investigation. Even in com-
promised patients, the safe and sufficient extraction of
material for microbiological testing and therefore a better
knowledge about the predominant microorganisms could
lead to a more targeted approach in antibiotic treatment.

Therefore, the aim of the present study was to evaluate
the outcome of bacterial DNA extraction and 16S-rRNA
amplicon sequencing in the sonication fluid compared
to vortex fluid and the standard method, intraoperative
swab of the alveolus.

Methods

Inclusion criteria and surgical procedure

The research proposal for this prospective study was
approved by the Ethics Committee of the Charité Uni-
versititsmedizin Berlin, Germany (EA4/194/19) and
complies with the STROBE guidelines. It conforms to
the Declaration of Helsinki and the European Medi-
cines Agency Guidelines for Good Clinical Practice. The
study’s inclusion criteria were age of majority, at least one
permanent tooth, which had to be removed due to cari-
ous destruction, no abscess, no systemic disease or drugs,
and no nicotine abuses.

Twenty healthy patients, twelve men (mean age
54.2 years) and eight women (mean age 61.9 years) with
at least one non-restorable premolar in the mandible
were included in the study. All teeth were removed due to
carious destruction.

All surgical procedures were performed under ster-
ile conditions by one experienced surgeon under local
anaesthesia. Extraction was performed atraumatically,
using forceps and elevators. After the removal of the
tooth, the extracted tooth was directly placed in a Falcon
tube filled with 4 ml Urine Conditioning Buffer™ (UCBW,
Zymo Research Corp, CA 92614, USA). Thereafter, a
swab, using “DNA/RNA Shield Collection Tube w/ Swab”
(Zymo Research Crop, CA 92614, USA), was taken from
the extraction socket, representing the standard proce-
dure of microbiological sampling.

All samples have been stored in the refrigerator after
collection.
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Microbiological preparation and assessment

All samples were transferred to the microbiological labo-
ratory within 24 h, where the probes were processed on
a laminar flow bench (Safety cabinet, Thermo Scientific,
Langenselbold, Germany). The Falcon tube was vortexed
for 30 s. Afterwards, 2 ml of the fluid was removed and
placed in a second Falcon tube for further evaluation.
Sonication was performed for 1 min at 40 kHz (Bacto-
Sonic, Bandelin electronic, Berlin, Germany), following
vortexing for another 30 s, as already established in the
sonication of endoprosthesis [26]. The swab and the two
Falcon tubes per patient, containing the sonication fluid
and vortex fluid, were transferred to the microbiology
laboratory for analysis. For each procedure, one control
sample (swab without probing, vortex, and sonication
without tooth) was taken and analysed separately, to
evaluate the kit-specific microbiome. Total processing of
all samples was performed by the same person.

Microbial analysis

DNA was extracted and purified into 50 pl elution
buffer using the DNeasy PowerSoil Pro-Kit (Qiagen).
The 16S-V3-V4-PCR was performed using UCP-Mul-
tiplex-PCR Mastermix (Qiagen) according to the 16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation Protocol
(Illumina, Primer: Fwd =CCTACGGGNGGCWGCAG,
Rev=GACTACHVGGGTATCTAATCC) with 2 ul DNA
[27]. In a subsequent PCR, index sequences were added
to the purified PCR product. Samples were pooled in one
sequencing library and sequenced on an Illumina MiSeq
with v2-reagents in 2 x 250 bp paired-end reads with a
mean sequencing depth of>100,000 reads per sample.
The number of reads per sample serves as a rough esti-
mation of the amount of bacterial DNA.

After sequencing, paired reads of each amplicon were
merged and clustered to Operational Taxonomic Units—
OTUs, using the usearch package by clustering identical
sequences with an identity of at least 97%. A representa-
tive consensus sequence was assigned to every OTU
and OTUs were quantified by counting the number of
reads mapped to each OTU consensus. The consensus
sequences of each OTU were compared to the NCBI
16S-Microbial and NT Reference-Database, using NCBI
BLAST (megablast). The OTUs were taxonomically clas-
sified based on the best database match (with a minimum
identity of 97%) [28]. If multiple database hits matched
the OTU sequence with the same identity the OTU was
classified as the lowest common ancestor of the different
database hits. If no match was found the respective OTU
was labeled as unclassified. The reason for the align-
ment to more than one species relates to the fact that the
V3-V4 region in different species can be identical.
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Antibiotic susceptibility was evaluated by using “Antibi-
otics in Laboratory Medicine, 6th Edition” [29]. All found
bacterial species were checked for existing enzymes
or intrinsic resistances, which are able to inactivate the
antibiotics used in clinical routine. Susceptibility was
evaluated for amoxicillin, amoxicillin + clavulanate, clin-
damycin, doxycycline, and levofloxacin. For each sample,
we calculated the percentage of bacterial species that
have known resistances to any of the 4 antibiotics groups.

Statistics

Statistical analysis was performed using “R” and MathCalc
version 15.8, Graphs were created using “Phyton” and
MathCalc version 15.8. Overall, 60 different probes, three
for each patient, were analysed. Descriptive Statistics were
performed for a number of reads, diversity, phyla distribu-
tion, and identified taxa for all samples. Bland—Altmann-
test was used to check for significant differences over all
three procedures. Friedmann-Test was used to check for
differences in antibiotic resistance. Post-hoc analysis was
alpha-adjusted and performed to check for significant dif-
ferences between specific antibiotics. A P-value <0.05 was
considered statistically significant.

Results

Of the 60 samples, the mean number of sequenced reads
for each procedure, was 142,858 in the swab, 180,739 in
the vortex, and 217,972 in the sonication. The diversity
of all samples was evaluated by counting the number
of OTUs. Each OTU symbolised one specific bacterial
entity. 253 different species were detected in all samples.

In total OTUs, the swab compared to sonication
showed a significant difference (p=0.04; 95% CI—22.19
to—0.51). A negative confidence interval highlighted that
sonication produced a significantly higher number of
OTUs compared to the swab.

All other combinations showed no significant dif-
ference. The mean number of OTUs is shown in Fig. 1.
Bland—Altman-Plot for comparison swab and sonication,
regarding found OTUs is shown in Fig. 2.

In Fig. 3, the distribution of relative phylum abun-
dances is shown.

There is a high variance in relative phylum abun-
dance in all three sampling procedures. In Actinobac-
teria (p <0.01), Bacteroidetes (p <0.01), and Tenericutes
(p<0.0396), significant differences between swabs and
sonication could be found. The confidence interval in
Actinobacteria (— 11.19 to — 2.57) showed a higher per-
centage in sonication in contrast to Bacteroidetes (0.86
to 5.18) and Tenericutes (0.01 to 0.56), where a higher
percentage of appearance was found in the swab. Only
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slight tendencies towards a higher amount of Actino-
bacteria could be found in vortex, compared to swabs.
On Order-Level, as shown in the supplements,
Actinomycetales (p<0.01), Bacteroidales (p<0.01),
Corynebacteriales (p <0.01), Flavobacteriales (p =0.03),
and Mycoplasmatales (p=0.04) showed significant dif-
ferences when comparing the swab to the sonication
procedure (Additional file 1). In Actinomycetales (con-
fidence-interval —7.29 to—2.39), Corynebacteriales
(95% CI—2.09 to—0.34), and Flavobacteriales (95%
CI—2.32 to—0.16), higher percentage abundances
could be found in sonication, in contrast to Bacteroi-
dales (95% CI 2.0777-6.4547) and Mycoplasmatales

(95% CI 0.015-0.56) where a higher relative abundance
was found in the swab compared to sonication (Addi-
tional file 2).

For each experimental group, the mean fraction of
bacterial species with intrinsic resistance against certain
antibiotics are shown in Table 1.

In sonication fluid, vortex fluid, and swab, no signifi-
cant differences were found in the resistance rate of the
bacteria.

A significant difference (p<0.01) could be found
in bacterial resistance to different antibiotics using
Friedmann-Test. Assigned ranks were 1.58, 1.73, 3.35,
3.60, and 4.75 for amoxicillin-clavulanate, levofloxacin,
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doxycycline, clindamycin, and amoxicillin, respectively,
representing amoxicillin-clavulanate with the lowest and
amoxicillin with the highest resistance percentage rate.
The post-hoc test for differences in specific antibiotic
resistance between each analysed individual showed sig-
nificant differences in all combinations except for amoxi-
cillin-clavulanate with levofloxacin and clindamycin with
doxycycline. P-values for each comparison are shown in
Table 2.

No relevant delay in microbiological results could be
observed between the tested procedures.

Discussion

To summarise the present results, by sonicating the
tooth, significantly more bacteria could be detected
compared to the swab, as shown by the higher number
of OTUs in sonication samples. Furthermore, even the
microbial composition of the analysed samples differed
between the tested procedures. Moreover, it was pos-
sible to find some bacteria which could not be found
in the standard procedure for microbiological testing.
Focusing on antibiotic resistance rate, no significant dif-
ference between sonication fluid, vortex fluid, or swab
could be found. A significant difference could be shown
in the comparison of the resistance rate of the evaluated
antibiotics.

The knowledge of the bacterial composition is cru-
cial for a targeted and effective antibiotic regime. Next-
generation sequencing using 16S rRNA gene has shown
good results for identification of the oral microbiome
[30-35]. The microbial composition reported is similar to
earlier studies focusing on the oral bacterial composition
[30, 32, 33, 36]. The most commonly used sample types
to study the healthy oral microbiome and its changes in

Page 50of 11

various diseases were saliva, oral rinse, or niche-specific
samples, e.g. supra- or subgingival plaque or tongue swab
[31]. Whole teeth have never been analysed before.

For evaluation of the purity of the collected specimen,
one control sample for every procedure was taken and
analysed separately, as recommended by Zaura et al. [31].
The results showed a low number of reads and diversity,
confirming negligible contamination due to the kit-spe-
cific microbiome.

The number of reads is a semi-quantitative tool. It is
highly affected by the number of PCR cycles performed,
the taxa identified, and the sequencing runs itself [37, 38].
Therefore, no precise quantitative measurement is possi-
ble regarding how many times more DNA can be found
in the sonication fluid compared to the swab or vortex.

In the present study, all patient samples were located
on the same sequencing run, with the same number of
cycles and same primer respectively, which provides
comparability between the swab, vortex, and sonication
fluid (Additional file 3).

Taking all of this into consideration, it is highly likely
that there is a higher amount of DNA in the sonication
fluid compared to the swab and vortex in each patient.

The procedural difference between sonication in con-
trast to the swab is that they are performed on extracted
teeth, resulting in biofilm loosening on the whole sur-
face, whereas the swab was only taken from the alveolus.
Therefore, the quantity of the material gathered is prob-
ably higher and might have a distorting effect.

The composition of each oral microbiome is different,
not only in the number of reads but also in the taxa found.
A possible reason for this could be the diversity of the
different microbiome surfaces and inter- and intra-indi-
vidual variations [39]. The oral biofilm development over
time is a complex interaction of different species which
colonise oral surfaces to form an organised multispecies
community with a specific composition. This is caused by
the different prevailing physical and biological conditions
in the oral habitat, such as surface texture, cell desquama-
tion, or aerobic capacity in the specific niche [6]. Faust
et al. demonstrated that the microbiome in different types
of samples is similar but nevertheless different [40], high-
lighting that the source of sampling is crucial for proper
microbial testing and especially so for antimicrobial sus-
ceptibility testing. This difference could be a reason for
the differing microbiological results of the swab and vor-
tex or sonication fluid. Especially regarding the aerophilic
capacity of each bacterium, a more anaerobic bacterial
composition should be expected in the alveolus or the
periodontal pocket than on the tooth surface. By compar-
ing the whole tooth surface, symbolised in the sonication
fluid, the bacterial distribution is expected to be different
from the bacterial distribution of the alveolus itself.
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Apart from this, the contamination of sample extrac-
tion kits, during production, can have a potentially
misleading impact on the microbiome analysis and con-
sequent conclusion [41].

Even though the biofilm disruption on the whole sur-
face of the tooth could be a potential bias, every bac-
terium located on the tooth could be able to cause
further or could be the reason for the specific infection.

Therefore, this setup resembles the reality of biofilm
behaviour in the extraction setting in which the potential
dissemination of parts of the biofilm can occur, resulting
in severe consequences such as infectious endocarditis
[42].

A potential criticism could be the amplification of the
16S rRNA gene. Using this procedure, there is no differ-
entiation between bacteria, dead or alive.
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Table 1 Mean resistance among swab, vortex, and sonication in
percentage point

Resistance to Swab (%) Vortex (%) Sonication (%)

Amoxicillin 2712 3229 3123
Amoxicillin + Clavulanate 6.51 2.78 2.56
Clindamycin 19.48 2443 2174
Doxycycline 17.75 20.56 2048
Levofloxacin 4.58 1.79 382

Mean resistance among swab, vortex and sonication in percentage point

Nonetheless, detection of dead bacteria is a potential
benefit, because the procedure of swab taking negatively
affects the viability of anaerobic bacteria [9]. In nor-
mal culture-based analysis, only living bacteria can be
examined.

So, the procedure of sonication could be a further influ-
encing factor and cause potential bias. During sonication,
little air bubbles explode on the surface of the tooth, lead-
ing to the loosening of the biofilm. Bacteria, which are
anaerobes or facultative anaerobes, will be highly affected
by this excess oxygen [43], even though it could be shown
that these bacteria are still alive after sonication of endo-
prosthesis [18]. Using the 16S rRNA gene, this correla-
tion can be ignored, due to the stability of the genome,
even when the bacteria are compromised.

Focusing on the study design, neither orthopaedic nor
else studies, which are comparing direct 16S-rRNA-
gene analysis and the difference in the microbiome dis-
tribution in different sampling modalities exist. Only
a few studies have been investigating, whether using
16S-rRNA-gene analysis resulted in similar or even
improved results, than normal microbiological testing
[26, 44—46]. Due to this fact and the appropriate results
of 16S-rRNA-gene analysis in microbiome analysis of the
oral cavity, we assume, that this is a reliable tool for such
investigation [30, 32, 34, 47]. Also in settings, where a
dental infection is a potential causing of more severe dis-
ease such as medication-related osteonecrosis of the jaw,
this sampling method is a potential tool to evaluate and
identify the disease-causing bacteria, also in areas hard
to reach or where contamination of the normal probing
method, swab or tissue sample, is to be expected.

The present results revealed that the amount of Actin-
omycetales is underrepresented in the normal probing
procedure. One potential life-threatening disease, which
is hard to diagnose, is craniofacial actinomycosis [48]. In
most cases, it is associated with odontogenic infections
[49]. Therefore, it can be assumed, that by only taking
a swab in combination with normal microbial culture,
there is a general underestimation of this disease. Espe-
cially in patients undergoing or following radiotherapy
due to head and neck cancer, this disease is a feared
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complication [48]. Also, in medication-related osteone-
crosis of the jaw, Actinomyces spp. seem to play a major
role in disease progression [50-52].

Focusing on Bacteroidales and Mycoplasmatales, which
had a higher abundance in swabs, the read numbers of
these orders were higher in sonication than in the swab.
Showing that there were no bacteria missing but because
of the higher amount of Actinomycetales, the relative
abundance was lower than in the swab.

The antimicrobial susceptibility to specific antibiot-
ics was not tested in bacterial culture or by molecular
genetic analysis, which is a downside of this study. Never-
theless, it was not the primary objective of this investiga-
tion to precisely analyse antibiotic resistances, but rather
to evaluate the procedure of sonication or vortex as a new
tool in microbiological testing in oral surgery. Due to this
limitation, no exact statement regarding proper antibiotic
treatment can be made.

Heim et al. have already shown the increasing level of
resistance found in cultures [53]. Literature-based resist-
ances show the same percentage of resistance as that
assigned by enzyme-based evaluation. In particular, the
anaerobic species, which are hard to cultivate, show a
higher resistance to clindamycin [54], which is still the
antibiotic of choice in penicillin-allergic patients [2, 55]
according to the German Guidelines [8]. By also evaluat-
ing doxycycline and levofloxacin, it could be shown that
the resistance rate of amoxicillin with clavulanate was
similar to levofloxacin and clindamycin to doxycycline.

Focusing on the analysed resistance rates, a change to
the use of levofloxacin as a first-line alternative in severe
cases of odontogenic infections should be considered
in patients with an allergy to penicillin. Levofloxacin is
similar to moxifloxacin, which is already in use in odon-
togenic infections [2]. In 2011, a comparison of clinda-
mycin and moxifloxacin showed similar outcomes, but
with a lower rate of adverse effects in moxifloxacin [56].
Taking this into consideration, levofloxacin or moxifloxa-
cin should replace clindamycin as the first line alterna-
tive to amoxicillin with clavulanate in severe odontogenic
infections. Due to the high rates of overprescribing of
dental antibiotics [1], this change should be exclusively
provided for hospitalised patients. The inpatient setting
is also preferable for fluoroquinolones, due to their possi-
ble side effects like increasing the QT-interval [55]. Other
possible side effects are tendinopathy, especially with
long-term use [57], and drug-drug interactions. Because
of the chondrotoxicity, it is not recommended to use this
during pregnancy and in children.

In conclusion with the help of sonication, it was pos-
sible to find additional species which were not found in
the standard procedure, swabs. The whole microbiome
constitution differs, showing a potential incongruence
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between the standard method and our shown pro-
cedure. Still, the microbiomes found were similar in
the swab, vortex, and sonication. Consequently, in
high-risk patients requiring a more targeted antibiotic
treatment (e.g., complex infections, former or ongo-
ing radiotherapy, former or ongoing bisphosphonate
medication, congenital heart disease, or immunosup-
pression) sonication of the tooth should be considered
to gain a more complete image of the potential disease-
causing microbiome. This sample provides the option
to obtain as much information on the bacterial coloni-
sation of the tooth as currently possible, meaning that
it can therefore improve treatment as well as clinical
outcomes. Early targeted treatment or the prevention
of severe complications in high-risk patients can be
necessary for their survival.

Limitations

This evaluation was performed on healthy patients,
where the hosts’ anti-infective capability is high and
severe complications are rare. Due to the small cohort
and the characteristic as a pilot study, further investiga-
tion should be performed not only focusing on the dif-
ferences between sonication and the standard procedure
for microbial testing in the treatment of infections of
the maxillo-facial region. Additionally, the focus should
be laid on changes in the oral microbiome in immune-
compromised patients. No differentiation has been per-
formed regarding the location of the teeth or the grade of
carious destruction.

Yet, sonication could be a tool, especially for immune-
incompetent patients, to improve the overview of the
bacteria in the infected area, allowing for a more targeted
antimicrobial therapy. Also, differences in conventional
microbiological testing: bacterial culture, identification,
and bacterial susceptibility are planned, to validate the
found data, in a bigger cohort. If sonication is not acces-
sible, we could show that vortex could also be considered
for loosening of the biofilm on extracted teeth.
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