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Kapitel 1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Analyse komplexer mikrobiologischer Okosysteme

Nur etwa 0,1 -1 % (derzeit ca. 4000) der natiirlich vorkommenden Prokaryonten sind gegenwartig
kultivierbar (Amann et al.,1995). Kultivierbare Mikroorganismen stellen also nur einen Bruchteil
der mikrobiologischen Gemeinschaft und deren Vielfalt dar, die sich in den letzten ca. 3,8 Milliar-
den Jahre entwickelt hat. Um Bakterien mittels einer kultivierunabhiingigen Methode zu differen-
zieren, bedarf es eines phylogenetischen Markermolekiils, das mit der phylogenetischen
Entwicklung von Organismen korreliert. Das geeignete Markermolekiil wurde in der ribosomalen
RNA gefunden. Die erste erfolgreiche Anwendung dieser Methode gelang Lane, D.J. et al., (1985).
Carl Woese (1987) entwickelte die ersten phylogenetischen Stammbdume auf der Basis der 16S
rRNA und konnte erste verwandtschaftliche Beziehungen unter den Prokaryonten herstellen. Mit
der Entwicklung der PCR (polymerase chain reaction = Polymerase-Kettenreaktion) durch Saiki,
R. K. et al., (1988) war eine Moglichkeit geschaffen, ausgesuchte Gene oder Genfragmente aus
einem DNA Gemisch zu amplifizieren und einer genauen Untersuchung zuzufiihren. Weitere
molekularbiologische Entwicklungen erleichterten die kulturunabhéngige Identifikation von Pro-
karyonten zusétzlich. Kulturunabhéngige Analysen bakterieller rRNA Gene haben einen Einblick
ermoglicht in die Zusammensetzung gemischter mikrobieller Gemeinschaften in der Umwelt und
in tierischen Lebewesen (Chapelle et al., 2002; Giovannoni ef al., 1995; Hugenholtz et al., 1998a;
Kroes et al., 1999; Leser et al., 2002; Reysenbach et al., 1992; Ward et al., 1990). Die Bestimmung
der rRNA hat sich als verldsslicher phylogenetischer Marker erwiesen. Gegenwartig wird die
molekular-genetische Analyse der rRNA verschiedener Habitate routinemifig in vielen Labors
weltweit angewandt. Offentlich zugiingliche Datenbanken mit umfangreichen Datensitzen kénnen

der Auswertung und phylogenetischen Analyse von rRNA Sequenzen dienen: Das Ribosomal
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Database Project (RDP-II) der Michigan State University (http://rdp.cme.msu.edu) beispielsweise
bietet derzeit 5000 rRNA Sequenzen; die Datenbank ARB (entwickelt an der TU Miinchen von
Strunk und Ludwig im Jahre 1996 und offentlich zugéngig tiber http://www.biol.chemie.tu-
muenchen.de/pub/ARB/) beinhaltet derzeit 15.000 Sequenzen der 16S/18S und 23S rRNA. Eine
weitere Datenbank, das RIDOM (Ribosomal Differentiation of Microorganisms) zuerst beschrie-
ben von Harmsen et al., (1999) bietet die Differenzierung medizinisch wichtiger Mikroorganismen
anhand von 16S rRNA Sequenzen iiber einen Webserver (http://www.ridom.de). Diese Datenbank
zeichnet sich weniger durch Umfang, als durch ihre Qualitét basierend auf strenger Eingangskon-

trolle der gesammelten Daten aus.

Die rRNA bietet also eine Moglichkeit der Identifikation und Klassifikation von Mikroorganis-
men, welche sonst nur erschwert oder gar nicht kultivierbar sind. Jedoch hat die Methode auch
bekannte Einschrinkungen: Bestimmte Bakterien lassen sich mit der rRNA Technik nicht oder nur
bedingt nachweisen, wenn sie z.B. einen hohen GC Gehalt aufweisen (Baskaran et al., 1996), wenn
es in der Aufbereitung nicht gelingt, die Zelle addquat zu lysieren oder wenn ein Primer nicht oder
nur bedingt an das ,,Template* (der zu vervielfdltigende DNA Abschnitt) anlagern kann. Einen
weiteren Einfluss auf die Zusammensetzung von 16S rRNA Klonbanken konnte Chandler et al.,
(1997) fiir die Konzentration der zu amplifizierenden DNA beobachten. So kann das Ergebnis der
Analyse eines komplexen Bakteriengemisches ein deutliches Bias aufweisen und die Quantifizie-
rung der nachgewiesenen Bakterien erschweren oder unmdoglich machen. Durch die Anwendung
eines zweiten Primerpaars kann ein derartiges Bias offensichtlich und limitiert werden (Suzuki &
Giovannoni, 1996; Marchesi et al., 1998). Weiterhin kann es aufgrund mehrer Faktoren zu quali-
tativen Einschrinkungen und dadurch zu fehlerhaften Nachweisen von Mikroorganismen kom-
men: Beispielsweise kann es zu einer Chimérenbildung kommen, wenn Bruchstiicke von
Templates in einer konservierten Region hybridisieren und dadurch ein artifizieller Genabschnitt

unterschiedlicher Herkunft entstehen (Shuldiner et al., 1989; Liesack et al., 1991; Kopczynski et
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al., 1994). Wird die Amplifikation von DNA mit einer nicht proofreading DNA-Polymerase
durchgefiihrt, kommt es zu einer erhchten Fehlerrate, die mit der Zahl der PCR-Zyklen exponen-
tiell steigt (Lundberg et al., 1991). Einen Einfluss haben weiterhin die Anzahl der rrn Operons in
Abhingigkeit der GroBe des Genoms (Farrelly ez al., 1995). Die Identifikation einer Bakterienspe-
zies anhand einer einzigen rRNA Sequenz ist daher nicht unproblematisch, da diese rrn Operons
untereinander tiber eine nachgewiesene Heterogenitit verfligen. Damit eine genaue phylogeneti-
schen Einordnung gelingen kann, sollte die Sequenzldnge grofer als 350 bp sein, wenn Sequenzen
der Spezies bereits vorhanden sind und deutlich ldnger, wenn es sich um eine bisher unbekannte

Spezies handelt (Cilia et al., 1996).

1.2 Parodontitis

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit den potentiellen bakteriellen Verursachern der Parodonti-
tis, also der Entziindung des Zahnhalteapparates. Die Vielfalt der bakteriellen Mundflora von >
500 Bakterien (Kolenbrander, 2000) ist fiir ihre Erforschung eine Herausforderung, insbesondere
wenn sich in dieser Umgebung ein Krankheitsprozess wie die Parodontitis entwickelt. Das Paro-
dontium besteht aus ligamentédren Bindegewebsfasern, welche die Zahnwurzel mit dem umgeben-
den Knochen verbinden (Desmodont) und im Bereich des Zahnhalses eine Verbindung von Zahn
und der umgebenden Schleimhaut (Gingiva) herstellen. Dartiber bedeckt der Zahnschmelz wie
eine schiitzende Kappe den sichtbaren Zahn. Am Ubergang von Gingiva und sichtbarem Zahn ver-
bleibt eine physiologische Zahntasche, der Sulkus, welcher bei Gesunden bis etwa 1 mm sondier-
bar ist und von junktionalem Epithel bedeckt ist. Die Parodontitis, eine weit verbreitete
Erkrankung der Mundhdéhle, ist eine meist chronisch verlaufende Entziindung des Zahnhalteappa-
rates, die eine charakteristische bakterielle Besiedelung mit Bildung eines subgingivalen und

supragingivalen Plaques (weicher oder mineralisierter Biofilm tiber oder unterhalb des Zahn-
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fleischniveaus) aufweist. Die Parodontitis fiihrt zur Zerstorung des bindegewebigen und knocher-

nen Zahnhalteapparates und im Endstadium zu Zahnverlust.
Die folgende Abbildung zeigt schematisch die Schidigung des Zahnhalteapparates:

Abbildung 1-1. Gesundes und krankes Parodontium

Erkranktes Parodontwm:

Verlust der Zahn- und Weie hteilhaftung
(Verlust des &ttaclunents)

Gresundes Parodontinm:

Zahnsc himelz
Dentin

Zalmfleis: htasche |
Junkhonales Epathel
Gmgrsale Fasem

Pulpa

Parodontale Tagche mit Plague

Entzimdung der Gingiva mit
zergtirtern Bindlege webe
Schwellung

Whnzelhant Fnocherse rlust

Parodontales Ligament

Fiefetknochen

Die verschiedenen parodontalen Erkrankungen unterscheiden sich in Atiologie, Verlauf und
Ansprechen auf eine Therapie, aber sie zeigen alle Ahnlichkeiten in ihrer Histopathologie und
Klinik (Page, R.C. und Schroeder, H.E., 1977). Page und Schroeder teilten die parodontalen
Erkrankungen ein, in ein initiales, ein frithes und ein etabliertes Stadium (mit jeweils einer charak-
teristischen Gingivitis) und in ein fortgeschrittenes Stadium, welches das komplette Bild der Par-
odontitis zeigt. Im initialen und friihen Stadium erfolgt die Plaquebildung im gingivalen Sulkus
und darauthin eine verstdrkte Migration von Leukozyten und Neutrophilen in das junktionale Epi-
thel und das darunterliegende Bindegewebe. Es resultiert ein Verlust kollagener Fasern und eine
Verinderung der Fibroblasten in der randsténdigen Gingiva. Eine Proliferation der Basalzellen des
junktionalen Epithels ist zu beobachten. Im etablierten Stadium dominieren Plasmazellen. Der

Bindegewebsverlust setzt sich fort und das junktionale Epithel wandert nach apikal und wandelt
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sich zu Taschenepithel um. Im fortgeschrittenen Stadium tritt Knochendestruktion, Bindegewebs-
verlust in der Gingiva und dem parodontalen Ligament, Bildung von parodontalen Taschen und

verschiedene Entziindungsreaktionen ein.

Nach der aktuellen Klassifikation durch den ,,International Workshop for a Classification of Peri-
odontal Diseases and Conditions* vom 30.10. bis 2.11.1999 in Oak Brook, Illinois, USA, welche
auch von der Deutschen Gesellschaft fiir Parodontologie tibernommen wurde, werden acht Formen
zu den parodontalen Erkrankungen gezihlt (Armitage, G.C.,1999). Gemeinsam ist ihnen, dass eine
anhaltende Entziindungsreaktion zu einer Schidigung des Zahnfleisches und Degradation des Par-
odonts fiihrt, mit der Folge einer Ablosung des Zahnfleisches vom Zahnhals (Attachmentverlust),
der Ausbildung einer parodontalen Zahntasche, welche mehr als 1 mm tief sondierbar ist, einer
Zahnfleischblutung bei geringer Reizung, wie dem Sondieren der Zahntasche (bleeding on pro-
bing, BOP), der Bildung eines subgingivalen und supragingivalen Plaques, der Bildung von Eiter,

des verstiarkten Knochenabbaus und letztlich dem Zahnverlust.:

1. Gingivale Erkrankung (G)

2. Chronische Parodontitis (CP)

3. Aggressive Parodontitis (AP)

4. Parodontitis als Manifestation einer Systemerkrankung (PS)

5. Nekrotisierende Parodontalerkrankung (NP)

6. Parodontale Abszesse

7. Parodontitis im Zusammenhang mit endodontalen Lésionen

8. Entwicklungsbedingte oder erworbene Deformationen und Zustdnde
Aufgrund des Patientenkollektives in dieser Arbeit wird hier die Klassifikation der Aggressiven

Parodontitis - (nach Armitage, G.C.,1999) niher erldutert: Die AP tritt meist bei Menschen auf, die
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jinger als 35 Jahre sind. Entsprechend der Ausdehnung werden zwei Formen der AP unterschie-
den: Die lokalisierte AP, welche hiufig wihrend der Pubertiit mit Befall der ersten Molaren und
zentralen Inzisiven beginnt, und die generalisierte AP, bei der mehr als 30% der Zihne betroffen
sind. Die AP ist gekennzeichnet durch einen rapiden Attachmentverlust und Knochendestruktion.
Die betroffene Person ist abgesehen von der Parodontitis klinisch gesund. Neben einer auffalligen
familidren Hiufung, kann eine abnormale Phagozytenfunktion und eine erhchte Produktion von
PGE2 und IL-18 vorliegen. Weitere klinische Zeichen konnen sein: Ein gréferes Ausmal} an
Gewebedestruktion als lokale Faktoren es erwarten lieBen und eine verstarkte Besiedlung durch A.
actinomycetemcomitans oder P.gingivalis. Nach dem klinisch nachweisbaren Attachmentverlust
(clinical attachment loss = CAL) gibt es drei Schweregrade der AP: Leicht: CAL 1-2 mm; moderat:
CAL 3-4 mm und schwer: CAL > 5 mm. Die Diagnose der AP erfolgt aufgrund klinischer, radio-

logischer und histologischer Befunde.

1.2.1 Therapie der Parodontalerkrankungen

Die ,,Guidelines for Periodontal Therapy* der American Academy of Periodontology von 2003
empfehlen die Anleitung des Patienten zur oralen Hygiene und die Vermeidung von Risikofakto-
ren wie z.B. Rauchen, Diabetes mellitus, immunsupprimierende Erkrankungen und psychischer
Stress. Supra- und soweit erreichbar subgingivale Plaque sollte regelmifBig entfernt werden. Falls
UnregelmiBigkeiten der Zahnwurzeloberfldche vorhanden sind, sollten diese chirurgisch thera-
piert werden. Eine begleitende antibiotische Chemotherapie kann unter Umsténden indiziert sein,
sowie die Behandlung systemischer Erkrankungen, welche zur Parodontitis beitragen. Andere
Zahnerkrankungen wie Karies, Kieferfehlstellungen, mangelhafte Versorgung mit Zahnprothesen
usw. sollten therapiert werden. Chirurgische Resektionen im Weichteil- und Knochenbereich
konnen notwendig sein, sowie regenerative und rekonstruktive MaBnahmen zur Defektdeckung
oder chirurgisch-ésthetische und okklusal-kieferchirurgische Malnahmen. Als Ultima Ratio wird

die Zahnextraktion empfohlen.
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1.3 Der parodontale Biofilm

1.3.1 Bildung und Zusammensetzung

Biofilme sind eine ubiquitér verbreitete Lebensform von Mikroorganismen und kdnnen unter-
schiedlich zusammengesetzt sein. Gemeinsam ist den meisten Biofilmformen, dass sie aus Mikro-
organismen (Bakterien, Pilze, Viren, Einzeller) und einer hydrierten, polymeren, extrazelluldren
Matrix, die von den Mikroorganismen selbst gebildet wird, bestehen. Im Gegensatz zu planktoni-
schen, also freiflotierenden Bakterien, haftet ein bakterieller Biofilm an einer Oberflidche und ist
zusammengesetzt aus Bakterien einer drei-dimensionalen Gemeinschaft. Die Plaquebildung oraler
Oberfldchen beginnt auf einer diinnen Schicht aus Mucopolysacchariden des Speichels (dem Pel-
likel), welches schon innerhalb von Stunden von Actinomyceten und Streptococcen und schritt-
weise weiteren Bakterien besiedelt wird (Moore & Moore, 1994). Oraler Biofilm kann einschichtig
sein, wie der bakterielle Monolayer auf oralem Epithel, oder mehrschichtig bis zu mehreren hun-
dert Mikrometer dick sein, z.B. wenn er auf der harten Oberflidche eines Zahns ungestort wachsen
kann. Dagegen fiihrt das stidndige Abschilfern des Epithels zur Entfernung oder Verminderung des
Biofilms (Kolenbrander, 2000). Die Struktur von Biofilmen ist von Kanélen durchzogen, in denen
moglicherweise Néihrstoffe zirkulieren konnen (DeBeer et al.,1994). Ein Charakteristikum der
Parodontitis ist der mehr oder weniger ausgeprigte Biofilm, der mit der Krankheitsausbildung ein-
hergeht: Die Ausbildung von oralem Biofilm findet immer statt, sie allein ist jedoch nicht fiir par-
odontale Krankheit oder Gesund entscheidend. Wihrend sich dieser Biofilm beim Gesunden meist
aus gram-positven, aerob wachsenden Bakterien zusammensetzt, supragingival und ohne Gewebs-
destruktion wichst, verdndert sich das Keimspektrum im parodontalen Biofilm erheblich zuguns-
ten gram-negativer und anaerob wachsender Bakterien und wichst von Gewebsdestruktion
begleitet subgingival. Die Ursachen der verdnderten Keimzusammensetzung des parodontalen
Biofilms sind ungeklért: Diskutiert werden Faktoren wie Erndhrung, orale Hygiene, Rauchen,

genetische Disposition, immunologische Defekte, Alterungsprozesse und Systemerkrankungen.

7
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1.3.2 Kommunikation

Shapiro dullerte schon 1988, dass es sich bei Bakterien um interaktive Organismen mit kollektiver
Aktivitdt handeln miisse. Diese als Quorum sensing bezeichnete Fahigkeit konnte durch Devine et
al.,1988 bewiesen werden mit dem Nachweis von durch Vibrio fischeri gebildete Substanzen, die
der Kommunikation der Organismen dienen. Bei verschiedenen gram-negativen Bakterien intera-
gieren azylierte Homoserinlaktone (AHLs) als extrazelluldre Signalsubstanzen am AHL Rezeptor
(Swift et al., 1996). Zyklische Dipeptide, die Diketopiperazine (DKPs), sind weitere Signalsubs-
tanzen, die wie die AHLs am AHL Rezeptor binden koénnen (Holden et al.,1999). Bakterielle
Mikroorganismen, die im gesamten Mundraum in hoher Zahl physiologisch vorhanden sind, steu-
ern dadurch die Besiedlung von Schleimhiuten und Zahnoberfldchen und bilden so in kurzer Zeit
Biofilme. Nachgewiesen wurde die Abhéngigkeit der Biofilmregulation von AHLs durch Davies
et al., (1998): eine Mutante von P. aeruginosa mit gestorter AHL Produktion z.B. fiihrte zu einer
weniger stabilen Gestaltung des Biofilms. Uber die Storung der AHL Regulation mittels haloge-
nierter Furanone, welche von Delisea pulchra, einer roten Seealgenart gebildet werden, gelang

Manefield et al.,(1999) eine Hemmung von marinem Biofilm gram-negativer Organismen.

1.3.3 Koadhiision und Koaggregation

Orale Biofilme bestehen aus unterschiedlichen Bakterien, die sich je nach Substratangebot und
ihren Bediirfnissen entsprechend zusammenlagern. Je nach Substratangebot, welches u.a. durch
die Diffusion innerhalb eines Biofilms bestimmt wird, haben die Bakterien einen gesteigerten oder
reduzierten Stoffwechsel und vermehren sich entsprechend. Intermittierend I6sen sich Bakterien
aus dem Verband in die Umgebung, werden also zu planktonischen Bakterien, die z.B. im mensch-
lichen Korper eine Bakteridmie erzeugen konnen. Bestimmte Bakterien sind in der Lage mit ande-
ren Bakterien spezifisch eine Koaggregation einzugehen. Sie haften aneinander und bilden

sogenannte Komplexe (oder Cluster), um gegenseitig von metabolischen Stoffwechselprodukten
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zu profitieren. Fusobacterium nucleatum stellt dabei eine Besonderheit dar, denn es ist in der Lage
mit jedem bekannten oralen Bakterium zu koaggregieren (Kolenbrander et al.,1989). Eine beson-
ders wichtige Koaggregation fiir Anaerobier ist diese mit Sauerstoff verbrauchenden oder Sauer-
stoff toleranten (fakultativ anaeroben) Spezies, wodurch strikt anaerobe Spezies wie z.B. F.

nucleatum in einem aeroben Milieu tiberleben konnen.

1.3.4 Resistenz und Persistenz

Costerton postulierte, dass etwa 60% aller humanen Infektionen mit der Bildung eines Biofilms
einhergehen (Costerton et al., 1999). Auch wenn diese Zahlen tibertrieben sein mogen, zéhlen pro-
minente Krankheitsbilder wie die Mukoviszidose, viele nosokomiale Infektionen (diese sind
hiufig mit Fremdkorpern wie Kathetern assoziiert), die Osteomyelitis und auch die Parodontitis
hierzu. Der Organismus verfiigt tiber unterschiedliche Mittel, um Biofilm zu kontrollieren. Dies
sind mechanische Abwehrmallnahmen, wie z.B. der Speichel, oder die Nahrung selbst, welche mit
der Zerkleinerung durch die Kaumechanik oralen Biofilm entfernen kann, und immunologische
AbwehrmalBnahmen wie antibakterielle Stoffe des Speichels (z.B. Lysozym und Laktoperoxidase),
sowie von den Gefédllen des umgebenden Gewebes heran transportierte Immunabwehrzellen (Gra-
nulozyten, Lymphozyten, Makrophagen), Entziindungsmediatoren, Antikorper und Komplement.
Im Falle parodontaler Biofilme sind auch Hygienemal3nahmen wie das Zihneputzen oder profes-
sionelle Zahnreinigung wirksam, welche die mikrobielle Besiedlung oraler Oberflidchen zu storen.
Haufig ist die Entfernung einer bewachsenen Fremdkorperoberflédche, z.B. ein Katheter bei Kathe-
ter-assoziierten Infekten, notwendig. Die Zahnextraktion in der Parodontitis gilt jedoch als Ultima

ratio.

Biofilm ist gekennzeichnet durch eine hohe Umweltresistenz z.B. gegentiber Antikorpern, Phago-
zyten, Oxidanzien und Antibiotika, welche auf den chemisch - physikalischen Eigenschaften der

extrazelluldren Matrix beruht. Diese verlangsamt die Diffusion z.B. antimikrobieller Oxidanzien,
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wie sie von Phagozyten stammen, und deaktiviert sie schon in den duleren Schichten des Biofilms
(DeBeer et al.,1994). Costerton ist iiberzeugt, dass andere Wege in der Bekdmpfung von Biofilm-
induzierten Infektionen beschritten werden miissen, als beispielsweise die Anwendung von Anti-
biotika, welche anhand planktonischer Bakterienmodelle entwickelt wurden (Costerton et al.,
1999). Antimikrobielle Substanzen konnen demnach nur eingeschrinkt und auBlerhalb des Bio-
films wirksam sein, wo sie das Zielgebiet ausreichend penetrieren konnen. Eine Beseitigung beste-
henden Biofilms durch Antibiose ist also aufgrund der Impermeabilitiit von Biofilm nicht méglich.
Costerton et al., (1999) hat die Persistenz von Biofilm-assoziierten Infektionen niher betrachtet.
Bakterien, welche sich in einem minimierten Stoffwechselzustand befinden, sind gegeniiber
Umwelteinfliissen besonders resistent. Sie werden als VBNC bezeichnet (,,viable but non-cul-
turable), da sie besonders schwierig oder gar nicht kultivierbar sind. Verbessern sich deren
Umweltbedingungen konnen sie aktiv und krankheitsauslosend werden. Ein weiterer Faktor der
Resistenz und Persistenz von Biofilm ist der Gentransfer und die gesteigerte Genexpression der
Mikroorganismen unter Biofilmbedingungen, welcher unter verschiedenen bakteriellen Spezies
stattfinden kann und so die Pathogenitétsfaktoren steigert, die wiederum das Bestehen des gesam-
ten Biofilms verbessern konnen (Davies, J. et al.,1994; Ralph & McClelland, 1994). Bestimmte
orale Bakterien sind in der Lage in die Epithelien einzudringen (Lamont ef al.,1992) und entziehen

sich so einer extrazelluldren Abwehr.

1.4 Die parodontale Mikroflora

Um die Ursachen der Parodontitis untersuchen zu konnen, ist die Identifikation moglicher betei-
ligter Bakterien notwendig. Bis vor wenigen Jahren waren dazu umfangreiche Kultivierungsver-
suche notwendig: Dzink J.L. et al., (1988) konnte mittels kulturabhéngiger Methoden folgende
Bakterien mit einer progressiven Parodontitis assoziieren: Aggregatibacter actinomycetemcomi-

tans (nach Reklassifikation durch Ngrskov-Lauritsen, N. und Mogens Kilian, M. (2006): vormals
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Actinobacillus actinomycetemcomitans), Campylobacter rectus, Prevotella intermedia, Fusobac-
terium nucleatum, Porpyhromonas gingivalis und Tannerella forsythensis (vormals Bacteroides
forsythensis). Moore & Moore, (1994) untersuchten mittels kultureller Methoden 51.000 (!)
Proben aus dem gingivalen Sulkus von parodontal gesunden und kranken Menschen, und konnten
509 verschiedene Bakterien, mit einer Bakterienmenge in den parodontalen Taschen bis fast 10°/
mg nachweisen. Sie stellten fest, dass moglicherweise 28 verschiedene Bakterien, dazu weitere
finf Treponema spp. und eine Mycoplasma sp. eine Rolle bei der Entwicklung parodontaler
Erkrankungen spielen. Als Initiator gingivaler Entziindung und parodontaler Erkrankungen wurde
F. nucleatum fast immer verantwortlich gemacht. Dabei geht die Erkrankung von Zahnfleisch und
Parodontium einher mit einer qualitativen und quantitativen Verdnderung in der Zusammenset-
zung der oralen Mikroflora: Bei der Parodontitis nimmt die Zahl der Bakterien ab, welche bei
Zahngesundheit dominieren (meist gram-positive, aerobe Spezies) und es treten vor allem gram-

negative, sowie anaerobe und fakultativ anaerobe Bakterien in den Vordergrund.

Mittels Kultur unabhingiger ,,Schachbrett DNA-DNA Hybridisierung untersuchten Socransky et
al., (1998) iiber 13000 (!) Plaqueproben und konnte einen mikrobiologischen Komplex (oder Clus-
ter) bestehend aus Tannerella forsythensis, Porphyromonas gingivalis und Treponema denticola
nachweisen, welcher in einer strikten Relation mit der Ausprigung der Parodontitis steht und eng
mit einem Komplex aus F. nucleatum, Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros und
Eubacterium nodatum in Verbindung steht. Mit parodontaler Gesundheit dagegen sind folgende
zwei Komplexe assoziiert, bestehend aus Veillonella parvula und Actinomyces odontolyticus bzw.
Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis und

Streptococcus sanguis sind.

Mittels DNA-Sequenzierung des 16S rRNA Gens wurden innerhalb der medizinisch wichtigen
Gemeinschaften besonders die Mundflora untersucht (Choi et al., 1994, 1996; Dewhirst et al.,

2000; Dymock et al., 1996; Harper Owen et al., 1999; Hugenholtz et al., 1998a; Jung et al., 2000;

11
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Kroes et al., 1999; Paster et al., 2001; Rolph et al., 2001; Sakamoto et al., 2000; Socransky et al.,
1994; Spratt et al., 1999; Tanner et al., 1994; Wade et al., 1997; Ximenez-Fyvie et al., 2000). Meh-
rere Studien oraler Bakterien haben die tiberwiltigende Vielfalt von Spezies in der mikrobiologi-
schen Gemeinschaft aufgezeigt, die mit der Parodontitis assoziiert werden. Kroes et al., (1999)
konnten bei einem Patienten, welcher an einer milden Gingivitis litt, mittels einer Sequenzanalyse
klonierter 16S rRNA-Fragmente 59 verschiedene Phylotypen (definiert als eine Gruppe von
Sequenzen mit einer Ahnlichkeit von mindestens 99%) nachweisen, welche zu den Bacilli, Clost-
ridia, Fusobacteria, Actinobacteria, Alpha-, Beta-, Gamma- und Epsilonproteobacteria, Bactero-
idetes, Spirochaetes und Chlamydiales gezdhlt wurden. Sakamoto et al., (2000) fand bei zwei
Patienten mit adulter bzw. rapid fortschreitender Parodontitis Bakterien gehorend zu Bacilli, Clos-
tridia, Actinobacteria, Alpha-, Beta- und Epsilonproteobacteria, Bacteroidetes und Spirochaetes.
Dartiber hinaus wurde, wihrend der Durchfiihrung dieser Dissertation, von Paster er al., (2001)
eine sehr umfangreiche Studie an 31 Individuen mit vier verschiedenen Formen der Parodontitis
bzw. Gingivitis durchgefiihrt. Elf der Personen litten an einer refraktiren Form der Parodontitis,
neun an Parodontitis, vier an einer akuten, nekrotisierend-ulzerativen Form, zwei Probanden litten
an einer HIV assoziierten Gingivitis; fiinf weitere Personen wiesen keine Erkrankung des Zahnhal-
teapparates auf. Diese Studie konnte Bakterien der Klassen Deferribacteres und Mollicutes nach-
weisen und erbrachte aufgrund der Verwendung Spirochaetes- und Bacteroidetes-spezifischer
Primer Aufschluss tiber die Diversitéit von Treponema spp. und Bacteroidetes in der Parodontitis.
Die Autoren entdeckten in subgingivalen, bakteriellen Plaques 347 Phylotypen, von denen 40%

bisher unbeschrieben waren.

Eine Studie von Kumar et al. (2003) untersuchte die Assoziation bisher unbekannter Phylotypen
mit chronischer Parodontitis: Die Autoren entwickelten Spezies-spezifische Primer fiir 39 bakteri-
elle Spezies oder Phylotypen, welche in vorausgegangenen Studien im Zusammenhang mit einer

Parodontitis entdeckt wurden, anhand ihrer in GenBank veroffentlichten 16S rRNA Sequenzen.

12
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Diese Primer wurden verwendet, um Material aus dem Sulkus von 66 Personen mit chronischer
Parodontitis bzw. von 66 gesunden Personen auf das Vorkommen der 39 bakteriellen Spezies oder
Phylotypen zu iiberpriifen. Eine Assoziation mit chronischer Parodontitis wurde festgestellt fiir
folgende bisher unbekannte Spezies oder Phylotypen (mit zugehérigem Phylum in Klammern): die
Klone D084 und BHO17 (Deferribacteres), AU126 (Bacteroidetes), Megasphaera BB166, X112
(OP11)und 1025 (TM7), sowie die Spezies Eubacterium saphenum, Porphyromonas endodontalis,
Prevotella denticola und Cryptobacterium curtum. Eine Assoziation mit parodontaler Zahnge-
sundheit konnte fiir die Klone W090 (Deferribacteres) und BUO63 (Bacteroidetes) und die Spezies

Atopobium rimae und Atopobium parvulum nachgewiesen werden.

Die Kenntnis der beteiligten Mikroorganismen ist die mikrobiologische Grundlage, um die Krank-
heitsentwicklung einer biofilm-assoziierten Erkrankung zu verstehen. Die molekulare Analyse
komplexer Lebensgemeinschaften erlaubt die Erstellung von Datenbanken. Hierbei ist zu betonen,
dass die Verifikation der Befunde durch Visualisierung in situ wiinschenswert ist. Die Forschungs-
gruppe um U. Gobel und A. Moter entwickelte eine Technik, die es erstmals erlaubte, oralen Bio-
film in-situ unter Bedingungen menschlicher, parodontaler Erkrankung entstehen zu lassen und
seine komplexe Struktur zu visualisieren (Wecke et al., 2000). Bei 12 Patienten mit rapid fort-
schreitender Parodontitis wurden feine, mit unterschiedlichen Materialien bestiickte Plastiktrager
in parodontale Taschen eingelegt und fixiert. Die Materialen bestanden entweder aus Polytetraflu-
orethylen, Gold oder Dentin und verblieben dort fiir 3 oder 6 Tage. Die Oberfldchen waren danach
von einem Biofilm iiberzogen, bestehend und gebildet von den Mikroorganismen, die an den
Krankheitsprozessen beteiligt waren. Mittels Elektronenmikroskop und FISH konnte die rdumli-
che Struktur der gebildeten Plaques analysiert werden und Riickschliisse auf den zeitlichen Verlauf
der Besiedlung, sowie auf die Interaktion der beteiligten Mikroorganismen gezogen werden. Die
Autoren verwendeten eubakterielle und Treponemen-spezifische Sonden. Sie konnten zeigen, dass

sich nur in den Eingangsbereichen der parodontalen Taschen gram-positive Bakterien fanden,

13
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wihrend die Taschen in der Tiefe von gram-negativen Stibchen und Treponemen dominiert wer-
den. Der Biofilm zeigte markante Besiedlungsmuster und unterschiedliche bakterielle Morpholo-
gien, welche néher untersucht werden miissen, um die beteiligten Bakterien und deren Interaktion

beurteilen zu konnen.

1.5 Ziele dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird die moglichst vollstidndige, kulturunabhéngige Identifikation und
Genotypisierung parodontaler Mikroflora der fortgeschrittenen Parodontitis eines einheitlichen
Patientenkollektivs angestrebt. Dieses setzte sich zusammen aus 26 Patienten mit aggressiver Par-
odontitis im Vergleich zu einem parodontal gesunden Kontrollkollektivs von sechs Personen. Die
Genotypisierung erfolgte durch kulturunabhéngige 16S rRNA Gensequenzierung mittels zweier
universeller Primerpaare. Die daraus resultierende Datenbank sollte mit publizierten Untersuchun-

gen verglichen werden, um eine Assoziation von Phylotypen mit Krankheitsprozessen zu erhalten.
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Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bezugsquellen von Laborgeriten und Labormaterialien

Die Bezugsquellen der verwendeten Laborprodukte sind in Tabelle 2-1 zusammengefasst:

Tabelle 2-1. Bezugsquellen geordnet nach Firmen*

ABI Perkin-Elmer (Weiterstadt)

Herolab (Wiesloch)

Ambion (Auston, USA)

Hitachi (San Jose, CA, USA)

Amersham Biotech (Freiburg)

ICN Biomedicals (Aurora, USA)

AppliChem (Darmstadt)

Invitrogen (Groningen, Niederlande)

Bauknecht (Schorndorf)

Julabo Labortechnik (Seelbach)

Bayer (Leverkusen)

Keutz (Reiskirchen)

B.Braun (Melsungen)

Leica (Bensheim)

Becton-Dickinson (Heidelberg)

Life Technologies (Karlsruhe)

Beckman (Miinchen)

Merck (Darmstadt)

bioMérieux (Marcy 1 Etoile, Frankreich)

Merck Biosciences (Darmstadt)

BioRad (Miinchen)

Mettler (Greifensee, Schweiz)

Biometra (Goéttingen)

MWG Biotech (Ebersberg)

Bottger (Bodenmais)

nerbe plus (Winsen)

Branson (Danburg)

New Brunswick Laboratory (Edison, NJ, USA)

Braun Melsungen AG (Melsungen)

New England Biolabs (Schwalbach)

Difco Laboratories (Augsburg) neoLab (Heidelberg)
eppendorf (Hamburg) Peq-lab (Erlangen)
Eurogentec (Seraing, Belgien) QIAGEN (Hilden)
Gelaire (Mailand, Italien) Retsch (Haan)
Genheimer Kiltetechnik (Hettstadt) Roche (Mannheim)
GibcoBRL (Paisley, GB) Roth (Karlsruhe)

Grant Instruments (Cambridge, GB) Sarstedt (Niimbrecht)
Greiner (Niirtingen) Savant (New York, USA)
Griinenthal (Aachen) Serva (Heidelberg)
Hartenstein (Wiirzburg) Sigma (Miinchen)

Heinse & Ziller (Wiirzburg)

Sigma-Ark (Darmstadt)

Heraeus (Hanau)

Stratagene (Amsterdam, Niederlande)

* Ortsangabe in Klammern; in Deutschland, wenn nicht anders vermerkt.
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2.1.2 Laborgeriite

* Anaerobiertopfe (Merck)

* Brutschrinke: KB 500 und B5060 E-CO2 (Heraeus)

» FElektroporationsgerite: Gene Pulser, Pulse Controller (BioRad)
* Gel-Dokumentationssystem: MidiDoc (Herolab)

* Gel-Elektrophoresekammern: DNA Subcell, Wide Mini-Subcell (BioRad), Flachgelelektro-

phoresekammern Mini und Maxi (Keutz)
e Heizblocke: BT1 und BT3 (Grant Instruments)
e Hybridisierungsofen: DUO-Therm OV5 (Biometra)

e Kiihlgerite: Kiihlschrank +4 °C (Liebherr), Kiihltruhe -20 °C (Liebherr), Kiihltruhe -80 “C

(Revco)
e Mikrowellenheizgerdt: MWS 1820 Duo (Bauknecht)

* PCR Gerite: Thermocycler TR 3, Personal Cycler und TRIO (Biometra); Primus 96 MWG

Biotech)
e pH-Meter: Digitales Labor-pH-Meter (Hartenstein)
* Schiittelinkubatoren: Certomat H / U (B.Braun), G-25 (New Brunswick Laboratory)
* Sequenzierautomaten: ABI Prism 377 und ABI Prism 310 (ABI Perkin Elmer)
e Sicherheitswerkbank: BSB 4A (Gelaire)

e Spannungsgerite: Gene Power Supply GPS 200/400 (Amersham Biotech), Power Supply 200/

2.0 (Biorad), Power Supply 3000Xi (BioRad), Power-Supply E431 und E321 (Consort)

* Spektrophotometer: U-2000 (Hitachi)
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Ultraschallgerit: Sonifier II Ultraschall Desintegrator Modell 250 mit Standard-Mikrospitze,

konisch, 3mm (Branson)

e Vakuumtrockenzentrifuge: Speed Vac Plus, SC110A (Savant)

e Vortex Mixer VM-300 (neoLab)

* Waagen: Sartorius Portable (Heinse & Ziller), Mettler P-1200 (Mettler)

e Wasserbad: Julabo SW 20 (Julabo Labortechnik)

e Zentrifugen: Biofuge 15, Biofuge 15R, Omnifuge2.0 RS, Megafuge 1.0 (Heraeus)

2.1.3 Verbrauchsmaterial
e Anaerobiermedium Genbox (bioMérieux, Best.: 96124)

» ReaktionsgefiBBe 0,5/ 1,5/ 2,0-ml (Bottger, Best.: 02.053.0100 / 02.023.0100.01 /

02.043.0100)

e 15/ 50-ml-Zentrifugengefifle, steril Falcon (Sarstedt, Best.: 62.554.502 / 62.547.254)

e Centri-Sep Spin Columns (ABI Perkin Elmer, Best.: 401762)

* Dispenser-Tips, steril fiir Eppendorf-Multipetten - 0,5 / 1,25 / 2,5 ml (nerbe plus, Best.:

07.012.8000 / 07.022.8000 / 07.032.8000)

* Einfrierr6hrchen 1ml Cryotubes (Nunc, Best.: 375353)

* Elektroporationskiivetten, 0,2 cm (Eurogentec, Best.: CE0002-50)

* Genetic Analyzer Produkte (ABI Perkin Elmer): Sample tubes 0,5 ml (Best.: 401957), Septa

fiir 0,5 ml tubes (Best.: 401956), Buffer Vials mit Adaptoren (Best.: 401955)

* Glasbeads (Sigma, Best.: G-4649)

e 14-ml-Greiner R6hrchen, steril (Noras, Best.: 187261)
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Nalgene Filter 0,20 ym Nalgene (Hartenstein, Best.: 2904520)

* Nuclease-freie Microfuge-Cups - 0,2ml, steril (nerbe plus, Best.: 04.022.1100)

* Photometer Plastikkiivetten (Sarstedt, Best.: 67.742)

* Pipettenspitzen - 10 pl / 100 pl / 1000 pl (Sarstedt, Best.: 70.1115 / 70.760.002 / 70.762)
* Pipettenspitzen mit Filter - 10 ul / 100 gl / 1000 ul (Hartenstein, Best.: FA10/100/1000)

e Zellkulturschalen U-Form, Nunclon Surface - 12 / 24 / 96 well (Becton-Dickinson, Best.:

150628 / 143982 / 163320)

2.1.4 Chemikalien und Reagenzien

* Acrylamid (30 %) rotiophorese Gel30 (Roth, Best.: 3029.1)
* Agarose NEEO (Roth, Best.: 2267.4)

* Ampicillin Binotal (Griinenthal, Best.: 671573)

* Big Dye Terminator Sequencing Standard (ABI Perkin Elmer, Best.: 4304154); Big Dye Ter-

minator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v.2.0 (ABI Perkin Elmer, Best.:4314415)
e Borsdure z.A. (Merck, Best.: 1.00165.1000)
e Bromphenolblau (AppliChem, Best.: A3640)
* Dimethylformamid (Merck, Best.: 8.22275.2500)

* DNA-Polymerasen (ABI Perkin Elmer): Ampli 7ag-Gold with Gene Amp 5000 U

(Best.:N8080249), Ampli Tag with Gene Amp 5000U (Best.: N808-0156)

e dNTP Mix 4 x 2 mM (Stratagene, Best.: 200415); ANTP Set - 10mM Solutions (Amersham

Biotech, Best.: 27-2032-01)

e EDTA-disodium (Serva, Best.: 11280)
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Eisessig 100 % (Merck, Best.: 1.00063.2500)

Ethanol abs. z.A. (Merck, Best.: 1.00938.1000)

Ethidiumbromid - 1 % in Aqua dest. (Merck, Best.: 1.11608.0030)

Formamid (Merck Biosciences, Best.: 344206)

Hefeextrakt (Difco, Best.: 0127-07-1)

Genetic Analyzer Puffer mit EDTA (ABI Perkin Elmer, Best.:402824)

D (+) Glucose (Merck, Best.: 1.08342.1000)

GC-Medium Base (Difco, Best.: 228950)

Glycerin 87 % (Merck, Best.: 1.04094.1000)

GroBenstandard fiir Gelelektrophorese Smart-Ladder (Eurogentec, Best.: MW 170002)

IPTG (AppliChem, Best.: A 1008)

Lennox L: LB Broth Base (Invitrogen, Best.: 22700-025); LB Agar (Invitrogen, Best.: 12780)

MgCl, (Merck, Best.: 1.05832.1000)

MgSO, (AppliChem, Best.: A1037)

Mineral6l (Sigma, Best.:400-5)

Multivitaminlosung fiir Fliissigmedien PolyVitex (bioMérieux, Best.: 55651)

NaCl (AppliChem, Best.: A1371.1000)

N-Lauroylsarcosine (Sigma, Best.: L-5125)

Parafilm ,,M* American National Can (Hartenstein, Best.: PF10)

Performance Optimized Polymer 6 with TSR - POP 6 (ABI Perkin Elmer, Best.: 402844)

Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol - 25 : 24 : 1 (AppliChem, Best.: A0889)
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2-Propranol (Merck, Best.: 1.09634.2500)

* Proteose Peptone (Difco, Best.:211684)

e Salzsdure 25 % (Merck, Best.: 1.00312.2500)

* SDS (AppliChem, Best.: A1502)

e Tris Ultra (Roth, Best.: 5429.3)

* Tween20 (Merck, Best.: 8822184)

* Wasser fiir HPLC (Merck, Best.: 1.15333.2500)

* X-Gal (AppliChem, Best.: A 1007)

2.1.5 Verwendete Kits

QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Best.: 51104

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Best.: 28104)

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Best.: 28704)

PCR—ScriptTMAmp Cloning Kit (Stratagene, Best.: 211190-5; accession no. U46017)

2.1.6 Zusammensetzung haufig verwendeter Losungen

GEBS (pH 8.0): 20 % Glycerin, 50mM EDTA, 0,05 % Bromphenol, 0,5 % N-Lauroylsarkosin

10x PBS (pH 7.4): PBS Dulbecco (Biochrom, Kat. .182-10) mit Aqua bid. ad 1000ml

20x SSC (pH 7.0): 3 M NaCl, 0,3 M NaCitrat

TE (10/1): 10mM Tris-HCI (pH 8.0), ImM EDTA (pH 8.0)

I1x TBE (pH 8.3): 100 mM Tris-HCI, 100 mM Borséure, 2.5 mM EDTA
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2.1.7 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide dieser Arbeit wurden synthetisiert und bezogen von Sigma-Ark (Darmstadt).
In Tabelle 2-2, 2-3 und 2-4 sind die benutzten Oligonukleotide mit Bezeichnung und deren erste

publizierte Verwendung bzw. deren Ursprung aufgefiihrt.

Tabelle 2-2. Eubakterielle16S rDNA spezifische Oligonukleotide

Bezeichnung ¢ Referenz!. Position” | Nukleotidsequenz (5‘>3)A | bp | Ty *
27f Lane, 1991 8-27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG | 20 58
519r Lane,1991 537-519 | GWATTACCGCGGCKGCTG | 18 58
515f Kroes et al., 1999 | 497-515 | GTGCCAGCMGCCGCGGTAA | 19 64
1525r Kroes et al., 1999 | 1541 - 1525 | AAGGAGGTGWTCCARCC 17 52

Erkldrung: szforward, r= reverse (Leserichtung); ! GenBank accession-no.: J01695;Jr Position nach 16S
rDNA von E.coli; A NC-IUB Gruppencode fiir Redundanzen: M = A oder C; W = A oder T; R = A oder G;
* berechnet mit der Formel: Ty; =[2 * (A+T) + 4 * (G+C)] °C

Tabelle 2-3. pBluescript spezifische Oligonukleotide

Bezeichnung 0 Referenz! Position * Nukleotidsequenz (5°>3°) bp | Ty .
KB9 (f) Stratagene 628 - 647 AATACGACTCACTATAGGGC | 20 58
329 (1) Stratagene 814 - 795 ACCATGATTACGCCAAGC 18 54

Erkldrung: <>f=f0rward, = reverse (Leserichtung);1 GenBank accession-no.: -;
¥ die Primer umschlieBen die MCS (657 - 759) von pPCR-Script™ Amp SK (+);
* berechnet mit der Formel: Ty; =[2 * (A+T) + 4 * (G+C)] °C

Tabelle 2-4. Oligonukleotide spezifisch fiir Klon 10B6

Bezeichnung ¢ Referenz! Position * Nukleotidsequenz (5>3°) | bp | Ty '
GV1 (1) diese Studie 258-240 GATCATCGACTTGGGGGTC 20 | 58
GV2 (f) diese Studie 241-259 ACCCCCAAGTCGATGATCG 18 54

Erkldrung: szforward, r= reverse (Leserichtung); ! GenBank accession-no.: AJ428412;
T Position nach 16S TDNA von E.coli;
* berechnet mit der Formel: Ty; =[2 * (A+T) + 4 * (G+C)] °C
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2.1.8 Medien fiir bakterielle Kulturen

e BHI + Supplement B: 3,7 % Brain-Heart-Infusion (Difco, Best.: 0037-07) + 1 % Supplement

B (Difco, Best.: 227610)
* FEinfriermedium: Standard I Néhrbouillon (Merck, Best.: 1.07882.500) + 20 % Glycerin
* Kanamycin-Vancomycin Agar + 5 % Schafblut (Beckton-Dickinson, Best.: 221735
e LB-Agar + Ampicillin [100 pg/ml]
* SOB: 2 % Bacto-Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2.5 mM KClI
e SOC: SOB + 20 mM Glukose, 10 mM MgSOy,, 10 mM MgCl,

* Thioglycolat: 2,98% Thioglycolat Bouillon (Oxoid, Best.: CM173) + 0,1 %o Vitamin K

(Sigma, Best.: V 3501) + 0,05 %0 Hemin (Fluka, Best.: 5280)

* VE Agar: Schidler Agar + 5 % Schafblut (Difco, Best.: 0403-17-4)

2.1.9 Verwendete Software

1. ARB v. Beta 011107 (Autor: W. Ludwig, TU Miinchen) zur phylogenetischen Analyse
2. BioDiversity Pro v. 2.0 (Autor: N. McAleece) zur Berechnung der Biodiversitét
3. Bioedit v. 5.0 (Autor: T. Hall, NCSU, USA) fiir Alignment und Editierung der Sequenzlinge

4. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) Standalone Server v.2.2.4. Linux zur Datenbank

Analyse (NCBI, USA)

5. Megav. 2.1 (Autoren: Kumar, Tamura, Jakobson, Nei) zur Konversion von Alignmentformaten

zwischen Megalign und Bioedit
6. Megalign von Lasergene v. 5.0 (GATC Biotech AG, Konstanz) zur Phylotypbestimmung

7. Zur Erstellung der Dissertation wurde Framemaker v. 7.0 von Adobe verwendet.
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2.1.10 Neuentdeckte Nukleotidsequenzen

Die in dieser Studie entdeckten, neuen Sequenzen wurden den Datenbanken fiir 16S rRNA Nuk-
leotidsequenzen von EMBL bzw. Genbank hinzugefiigt: Die Sequenz von Klon 10B6 erhielt
EMBL Eingangsnummer AJ428412. Die folgenden Klone erhielten GenBank Eingangsnummern
(jeweils in Klammern): Der orale Klon /B13 (AF515487); 2B14 (AF515488); 2B16 (AF515489);
3B5 (AF515490); 3B9 (AF515491); 3B18 (AF515492); 1A13 (AF515493); 1D7 (AF515494);
10B11 (AF515495); 21B4 (AF515496); 24B14 (AF515497); 28B11 (AF515498); 29B17

(AF515499); 29D 19 (AF515500).

2.2 Methoden

2.2.1 Untersuchte Personen

Die beteiligten Personen des Patienten- und des Kontrollkollektivs, welche sich jeweils zum Zeit-
punkt der Probenentnahme aus unterschiedlichen Griinden in ambulanter Behandlung in der Zahn-
klinik der Universitdt Wiirzburg befanden, wurden nach Aufklirung und Einwilligung in die
Studie aufgenommen. Die behandelnden Arzte der Abteilung fiir Parodontologie stellten die Dia-
gnose und fiihrten die zahnérztlichen Untersuchungen sowie die Probenentnahmen durch. Die
untersuchten Proben des Studienkollektivs stammten von 26 Patienten (15 weibliche, 11 ménnli-
che), bei welchen die Diagnose einer Parodontitis marginalis gestellt wurde. Das mittlere Alter lag
bei 46 - 49 Jahren (Umfang = 22-73 Jahre). Diese Patienten wiesen alle mehrfache fortgeschrittene
parodontale Lisionen auf. Die mittlere Taschentiefe betrug 8,1 mm (Standardabweichung = 1,9;
Umfang = 5-12 mm; Median = 8 mm). Bleeding on probing (BOP), also das AuslGsen einer Blu-
tung durch das Sondieren einer parodontalen Schleimhauttasche, konnte bei allen bis auf zwei Pati-
enten beobachtet werden. Eiterung aus der Tiefe der parodontalen Lision fand sich bei 13 von 26
Patienten. 13 Patienten rauchten regelméfig. Vier Patienten wurden zwei Monate zuvor erfolglos

mittels subgingivalem ,,Scaling and root planing* (Abschaben von Plaque und teilweise Zahnma-
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terial im Bereich der betroffenen Zahnhélse) mit begleitender systemischer Antibiose (Amoxicillin
und Metronidazol oder Metronidazol alleine) behandelt. Weitere Proben wurden von sechs Perso-
nen einer Kontrollgruppe parodontal gesunder Individuen untersucht: Diese Gruppe bestand aus
drei weiblichen und drei ménnlichen Personen. Das mittlere Alter lag bei 37-43 Jahre (Umfang =
23-49 Jahre). Die Taschentiefe der Stelle der Probenentnahme betrug <3 mm. Eine Eiterung fand
sich nicht. BOP bei 2-7% aller untersuchten Stellen; alle Probanden waren Nichtraucher und

erhielten keine antimikrobielle Therapie acht Wochen vor der Probenentnahme.

Die folgenden Tabellen 2-5 und 2-6 geben einen Uberblick iiber die Zusammensetzung des Pati-

enten- bzw. Kontrollkollektiv:

Tabelle 2-5. Charakterisierung des Patientenkollektivs

Pat.-Nummer | Geschlecht Alter (a) Taschentiefe (mm) | Eiter | BOP: Rauchen
1 minnlich 40 9 ja ja ja
2 weiblich 54 10 ja ja nein
3 weiblich 37 9 nein nein ja
5 ménnlich 37 5 nein ja nein
6 weiblich 48 9 ja ja ja
7 ménnlich 53 8 nein ja ja
8 weiblich 51 9 ja ja ja
9 weiblich 75 7 nein ja ja
10 weiblich 61 8 ja ja nein
11 weiblich 55 7 nein ja ja
12 ménnlich 66 11 ja ja ja
13 weiblich 45 6 nein ja nein
14 weiblich 35 7 ja ja nein
15 weiblich 24 6 ja ja ja
16 weiblich 53 8 ja ja nein

20 ménnlich 26 6 nein ja nein
21 ménnlich 43 11 ja ja ja
22 ménnlich 72 9 nein ja nein
23 ménnlich 62 9 nein ja nein
24 miénnlich 31 5 nein ja nein
25 weiblich 48 10 ja ja ja
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Pat.-Nummer | Geschlecht Alter (a) Taschentiefe (mm) | Eiter | BOP: Rauchen
26 minnlich 53 5 nein nein ja
27 weiblich 24 9 nein ja nein
28 weiblich 68 12 ja ja nein
29 ménnlich 61 7 ja ja nein
30 weiblich 47 7 nein ja ja

(a) in Jahren zum Zeitpunkt der Probenentnahme; i Bleeding on probing

Tabelle 2-6. Charakterisierung des Kontrollkollektivs

Pat.-Nummer | Geschlecht Alter (a) Taschentiefe (mm) | Eiter BOP Rauchen
39 weiblich 35 2 nein nein nein
40 ménnlich 24 2 nein nein nein
41 ménnlich 50 1 nein nein nein
44 ménnlich 38 1 nein nein nein
45 weiblich 44 2 nein nein nein
48 weiblich 47 1 nein nein nein

(a) in Jahren zum Zeitpunkt der Probenentnahme; 3 Bleeding on probing

Tabelle 2-7 zeigt den Vergleich von Patienten- und Kontrollkollektiv. Im parodontal gesunden

Kontrollkollektiv fanden sich keine Blutungen oder Eiterungen.

Tabelle 2-7. Vergleich von Patienten- und Kontrollkollektiv

Eigenschaften Patienten Kontrollgruppe
Anzahl (n) 26 6
Alter (Jahre) 22-73 23-49
Frauen/Ménner (n/n) 15/11 3/3
Taschentiefe g (mm) 8.1 <3
Blutung beim Sondieren (n) 24

Eiterung (n) 13

Raucher (n) 13
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2.2.2 Probenmaterial

2.2.2.1 Entnahme und -verarbeitung

Subgingivale Proben wurden durch das Einfiihren einer sterilen Papierspitze in parodontale
Schleimhauttaschen gewonnen. Pro Person wurde eine einzelne Tasche untersucht. Die Papierspit-
zen wurden nach Probenentnahme in 300 gl 10 mM Tris/l1 mM EDTA (TE pH 8,0) Pufferlésung
tiberfiihrt. Das Probenmaterial wurde dann sofort in das Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie der
Universitdt Wiirzburg transportiert. Dort wurden sie fiir eine Minute gevortext (Vortex Mixer VM-

300), die DNA wurde dann sofort extrahiert oder bei -20 °C eingefroren.

2.2.2.2 DNA Aufreinigung und Amplifikation der 16S rRNA Gene
DNA wurde aus einem Elutionsvolumen von 200 ul des Ausgangsmaterials (300 pl einer bakteri-
ellen Suspension in TE Pufferlosung) mit dem QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) nach Anga-

ben des Herstellers aufgereinigt.

2.2.2.3 Eubakterielle PCR der bakteriellen DNA

10 pl Aliquots der DNA Losung wurden zur partiellen Amplifikation der 16S rRNA Gene verwen-
det. Mittels eubakterieller (universeller) Primer wurde die DNA der 16S rRNA der Bakterien ver-
vielfiltigt. Die verwendeten Primer hybridisieren an Positionen, die bei allen Bakterien identisch
sind. Die verwendeten Oligonukleotide fiir diese PCR (27f mit 519r; 515f mit 1525r; GV 1r mit

GV2f) wurden bereits im Abschnitt ,,2.1 Material*“ beschrieben.

Ein 50 ul PCR Mix beinhaltete 0,4 ul (2 U) AmpliTaq Gold (Applied Biosystems), jeweils 1 pul der
entsprechenden Primer Losung (10 xM), 3 ul MgCl, (25 mM), 1 ul ANTP (2,5 mM aller dNTP;
PeqLab Biotechnologie), 5 ul einer 10x PCR Pufferlosung II (Applied Biosystems) und 10 pul
extrahierter DNA. Die PCR Bedingungen fiir das Primerpaar 27{/519r (zur Erstellung von Klon-
bank I) und 515f/1525r (fiir Klonbank II) waren wie folgt: initiale Denaturierung bei 95 °C fiir 10

min, gefolgt von einem Denaturierungsszyklen bei 94 °C fiir 30 s, mit einem Annealingschritt fiir
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eine Minute bei 55 °C (271/519r) bzw. 58 °C (515f/1525r), und einem Extensionsschritt bei 72 °C
fiir 1,5 min. Fiir 27f/519r wurden 26 Zyklen, fiir 515f/1525r 36 Zyklen gewihlt, danach erfolgte
abschlielend ein Extensionsschritt bei 72 °C fiir 20 min. In Abbildung 2-1 sind die beiden erstell-

ten Klonbanken schematisch dargestellt.

Abbildung 2-1. Position eubakterieller 16S rRNA Primer am 16S rRNA Gen

Klonbank I Klonbank 11
! A

271 515
5¢ 3¢
519r 1525r

2.2.2.4 Nachweis des Amplifikats durch elektrophoretische Auftrennung
Ein 0,8 %-iges Agarosegel in 1x TBE wurde zum gelelektrophoretischen Nachweis der Amplifi-

kation verwendet. Die DNA Nachweisgrofle betrigt ca. 0,8 bis 8 kb.

2.2.2.5 Aufreinigung der PCR Produkte
DNA wurde aus 40 ul des PCR Produkts mit QIAquick PCR Purification Kit(Qiagen) nach Anga-

ben des Herstellers aufgereinigt.

2.2.2.6 Klonierung von 16S rRNA Genfragmenten

Das hier aufgereinigte PCR-Produkt wurde mit dem Vektor pPCR-Script Amp SK(+) (GenBank
Accession Nr. U46017 - ein 2961 bp langes Plasmid) ligiert. Verwendet wurde das PCR-Script-
Amp Cloning Kit von Stratagene nach Angaben des Herstellers. Es beruht auf dem pBluescript
SK(+) Plasmidvektor mit einer vom Hersteller (Stratagene) zusétzlich eingefiigten selten schnei-

denden Srfl-Schnittstelle innerhalb der multiplen Klonierungsseite (MCS - multi cloning site).
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Diese Schnittstelle verhindert in Gegenwart des Srf 1 Enzyms, dass sich der Vektor bei der Ligation
ohne ein Insert verschlieft. Erst das Einfiigen eines Genabschnitts zerstort die Srf 1 Schnittstelle,
da diese Schnittstelle in den Genfragmenten in der Regel nicht vorkommt. Dadurch kommt es zu
einer erfolgreichen Ligation, der Vektor ist rekombiniert. Da der Vektor PCR-Produkte mit blan-
den, also glatten Enden ligiert (,,blunt end* Ligation), ist ein vorausgehender Arbeitsschritt not-
wendig, das Polishing. Beim Polishing entstehen blande PCR-Produkte unter Verwendung der
DNA Polymerase Pfu, welche den inkompletten Strang mit dNTPs auffiillt. Danach erfolgt die
Ligation. Dabei werden DNA-Fragmente durch Bildung von Phosphodiester-Bindungen mit Hilfe
der T4 DNA Ligase miteinander verkniipft. Um eine Selektion der Klone zu erméglichen, tragt der
verwendete Vektor das Gen fiir Ampicillin-Resistenz Amp(r), sowie das Gen fiir die 3-Galactosi-
dase lacZ. lacZ katalysiert die Hydrolyse des Substrats X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-
galactopyranosid), was eine Blaufdarbung des Mediums zur Folge hat. Bei korrekter Ligation des
PCR-Produkts mit dem Vektor wird das Gen fiir die X-Gal Verwertung inaktiviert. Weille Kolo-
nien auf LB-Platten mit Ampicillin werden somit von Zellen gebildet, die einen Vektor enthalten,
in den das PCR-Produkt erfolgreich integriert wurde, d.h. das lacZ Gen ist zerstort, es findet keine

Verwertung von X-Gal statt.

1. polishing: Fiir den Polishing-Ansatz wurde 10 ul gereinigtes PCR Produkt, 1 ul ANTP Mix (10
mM, d.h. 2,5 mM jeweils), 1,3 ul des 10x Polishingbuffers, 1 ul Pfu DNA Polymerase in ein
0,5 ml Reaktionsgefil pipettiert. Nach vorsichtigem Mischen wurde anzentrifugiert, mit 20 ul
Ol iiberschichtet und fiir 30 min bei 72 °C inkubiert. Danach kann der Ansatz fiir die Ligations-
reaktion verwendet werden.

2. Ligation: Fiir den Ligationsansatz wurde der Reihe nach in ein 1,5 ml Reaktionsgefél3. pipet-
tiert: 1 ul pPCR-Script Amp SK(+) cloning Vektor (10 ng/pul), 1 ul 10x Reaktionspuffer, 0,5 ul
10 mM rATP, 4 ul PCR Produkt aus der Polishing Reaktion, 1 ul Srf1 Restriktionsenzym (5

U/ul), 1 4 T4 DNA Ligase (4 U/ul), 1,5 ul Ampuwa (total 10 pl).
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3. Aufreinigung: Nach schnellem Abzentrifugieren bleibt der Ansatz fiir 1 Stunde bei RT stehen.
Der rekombinierte Vektor wurde danach mittels Phenolextraktion durch Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol gewonnen (abweichend vom Protokoll des Herstellers - Stratagene) und mit-
tels Ethanolfillung aufgereinigt. Die DNA war danach geeignet fiir den nichsten Arbeits-

schritt.

4. Transformation: Mittels Elektroporation wurde die Plasmid DNA in elektroschock-kompetente
E.coli DH5a nach Standardprotokoll transformiert (Hanahan, D., 1985): Elektroporationskii-
vetten wurden mit 500 ul +4 °C kaltem Ampuwa gefiillt und auf Eis gestellt. Das Elektropora-
tionsgerdt wurde wie folgt eingestellt: Widerstand 400 Ohm, Kapazitit 25 yFD, Spannung 2,5
V. Im 37 °C Brutschrank wurde SOC Nahrl6sung vorgewérmt, es wurden flammengebogene
Glasspatel, X-Gal/IPTG, ampicillinhaltige Agarplatten und die transformationskompetenten
Zellen bereitgestellt. Zu 4 ul Ligationsansatz in 0,5 ml Reaktionsgefdl wurden jeweils 40 ul
der Zellsuspension in die entleerten Glaskiivette gegeben und elektroporiert. Danach wurden
die Zellen in je 1ml vorgewédrmtem SOC in gestopften Reagenzglisern aufgenommen, und fiir
1 h in den Schiittler bei 37 °C und 200 rpm gestellt. Zwischenzeitlich wurden Agarplatten mit
je 6 ul IPTG, 8 ul X-Gal, 36 ul DMF beschichtet, unter dem Abzug getrocknet und danach im
37 °C Brutschrank fiir eine halbe Stunde vorgewdrmt. Die Agarplatten wurden mit SOC-Zell-
suspension zu 20 ul, 200 ul und 800 yl Mengen beschichtet. Es folgte die Ubernachtkultur im

37 °C Brutschrank.

5. Selektion der transformierten Bakterien: Bei potentiell erfolgreichen Zelltransfektanten ist das
lacZ Gen nicht mehr funktionsfiahig und sie wachsen auf den mit X-Gal/IPTG getrénkten
Agarplatten nicht blau, sondern weil3 (Blue-white screening - sieche Vektorbeschreibung). Zum
Selektieren wurden sterile Zahnstocher verwendet. Zellen rekombinierter Kolonien wurden
ausgewdahlt fiir die PCR mit Vektorenprimer. Der PCR-Ansatz (jeweils 50 pl), wurde in spezi-

ellen 0,2 ml Microtubes vorgelegt.
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2.2.3 Amplifikation der Inserts

Fiir die Klone der erfolgreich elektroporierten Bakterien wurden die Vektorprimer KB9 und 329
verwendet. Der Ansatz wurde im Reinraum auf Eis pipettiert, um Kontamination zu vermeiden. Je
Klon wurden 50 ul des PCR-Ansatzes vorgelegt. Pipetten, Pipettenspitzen und Ampuwa wurde im

Reinraum bereitgestellt.

Der PCR-Ansatz (fiir 20 Klone inklusive vier negativer Kontrollansétze) setzte sich zusammen
aus: 895 ul Ampuwa, 125 ul 10x Puffer, 125 ul ANTP (2 mM), 75 ul MgCl , (25 mM), 12,5 ul
Primer KB9 (20 uM), 12,5 ul Primer 329 (20 uM), 5 ul Taq (total 1250 pul). Die PCR Konditionen

fiir das PCR Gerit Primus 96 waren wie folgt: 10 min 94 °C; 36x [1 min 50 °C, 1 min 30 sek 72

°C,1 min 94 °C];1 min 50 °C; 10 min 72 °C; dann Haltetemperatur 25 °C.

2.2.4 Sequenzierung

Dieser Arbeitsschritt erfolgte im DNA-Labor des Instituts fiir Hygiene und Mikrobiologie. Die
PCR Produkte wurden der Sequenzierung mittels 27f bzw. 515f zugefiihrt. Zusétzlich wurde der
Gegenstrang der Plasmide, welche ein transformiertes Genfragment (,,Insert”) mit weniger als
97% ldentitét zu Eintridgen in GenBank trugen, mit dem Primer 519r bzw. 1525r sequenziert. Die
PCR Produkte, welche durch ein Plasmid mit einem 515f/1525r Genabschnitt gewonnen wurden,
wurden mittels eines DNA Sequenzierautomaten des Typs ABI prism model 377 (Applied Biosys-
tems) sequenziert. Aus Griinden der Organisation im Zusammenhang mit der Durchfiihrung der
Diagnostik am Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie wurden PCR Produkte, welche durch ein
Plasmid mit einem 27f/519r Genabschnitt gewonnen wurden, mit einem DNA Sequenzierautoma-

ten ABI prism model 310 aufgearbeitet.

Ein Sequenzieransatz bestand aus ca.100 ng aufgereinigtes PCR-Produkt (Konzentrationsbestim-

mung nach Agarosegel-Elektrophorese, siehe oben), 1 ul Primer (10 xM) sowie Ampuwa ad 8 pl.
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2.2.5 Sequenzanalyse

Die Arbeitsschritte der Sequenzanalyse sind im Anschluss dieses Abschnittes schematisch in
einem Flussdiagramm dargestellt (siche Abb. 2-2): Nach visueller Priifung der Chromatogramme
der Nukleotidsequenzen, welche von den ABI DNA-Sequenzierautomaten ausgegeben wurden,
erfolgte das Editieren der Sequenzdaten mit Hilfe des Sequenzanalyseprogramms 373A (Applied
Biosystems). Die DNA Sequenzen wurden anschlieBend mit denen der GenBank unter Verwen-
dung des BLAST Servers verglichen, welcher durch das National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI, Bethesda, MD, USA) bereitgestellt wird. Sequenzen mit einer Ahnlichkeit kleiner
als 99% zu den Eintridgen in GenBank wurden mit dem Computerprogramm CHIMERA CHECK
des Ribosomal Database Project II (http://rdp.cme.msu.edu/html/) auf chiméire Strukturen hin
untersucht. Zu einer Chimérenbildung kann es kommen, wenn Bruchstiicke von Genfragmenten in
einer konservierten Region hybridisieren und dadurch zwei artifizielle Genabschnitte unterschied-
licher Herkunft entstehen. Ein einzigartiger Phylotyp wurde definiert als Gruppe von Sequenzen,
welche untereinander eine Ahnlichkeit von mindestens 99% besitzen (nach Kroes et al., 1999;
Paster et al., 2001). Die Bestimmung von Phylotypen erfolgte durch Alignment (d.h. vergleichende
Ausrichtung) der Sequenzen nach dem CLUSTAL W Algorithmus, welcher im Sequenzanalyse-
programm von Lasergene (DNASTAR) verwendet wird. Der statistische Umfang C (C fiir Cove-

rage) der Genbanken wurde nach Giovannoni et al., (1995) nach der Gleichung C =[] -(n /

singletons
N¢iones)] x 100 berechnet. Dabei steht ng;,e1e(ons fiir die Zahl der nur einmal nachgewiesen Spezies,
Nejones steht fiir die Anzahl der gefundenen Klone (also mehrfach gefundener Sequenzen). Die
Formel berechnet den Umfang einer Stichprobe einer mikrobiologischen Umgebungsprobe. Dies

ermoglicht eine Abschitzung der Diversitit eines Habitats und Aussagen tiber die Gewichtung des

Stichprobenergebnisses.
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Abbildung 2-2. Flussdiagramm der Sequenz- und phylogenetischen Analysen

Je Klonbank 26 bzw. 6 Proben, die 26 Patienten
bzw. 6 Probanden entnommen wurden

U

Sequenzanalyse mit
ABI Applied Biosystems

U

Vergleich der GenBank
@ mittels BLAST 87

Sequenzen mit Alle Sequenzen: clustalW
Ahnlichkeit < 99%:
ChimeraCheck @
ﬂ Phylotyp-Bestimmung

1l

ARB *Phylogentische Einrichtung einer lokalen Datenbank
Analysen (BLAST stand alone server)

Ein lokaler BLAST Server (fiir das Betriebssystem Linux) wurde eingerichtet, um Sequenzen mit
der lokalen Datenbank zu vergleichen. Die Software fiir den Server wird auf der Internetseite von
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) bereitgestellt. 16S rRNA Gensequenzen, welche
eine Ahnlichkeit von weniger als 97 % mit Sequenzen 6ffentlicher Datenbanken besaBen, wurde
mithilfe der Software ARB (http://www.arb-home.de) der rRNA Sequenzdatenbank der Techni-
schen Universitdt Miinchen hinzugeftigt; die Datenbank umfasst 15.000 veréffentlichte und unver-
offentlichte homologe Primérstrukturen der ss rRNA. Die phylogenetische Zuordnung der in
dieser Studie gefundenen Sequenzen geschah nach folgenden Schritten: Initial wurden phylogene-
tische Stammbéadume der 16S rRNA Gensequenzen (ausschlieBlich mit Langen > 1000 bp) berech-
net; verwendet wurden die in ARB integrierten Methoden Neighbour-joining (Distanz-basierte
Methode mit Jukes-Cantor Korrektur: einer Gewichtung nach einem Substitutionsmodell) zur
additiven Baum-Rekonstruktion, sowie Maximum-Parsimony bzw. Maximum likelihood (jeweils
Charakter-basierte Methoden) zur Baum-Rekonstruktion mit geringsten Nukleotidverdnderungen,

bzw. maximaler Wahrscheinlichkeit der evolutioniren Anderungen. Vor der Integration der gefun-
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denen Sequenzen wurde ein Alignment dieser Sequenzen mit der Software FAST ALIGNER, Ver-
sion 1.03 (ARB) durchgefiihrt. Die Alignments wurden dann manuell durch visuelle Inspektion
und Vergleich der Sekundérstruktur verfeinert. Daraufhin wurden diese partiellen Sequenzen im
ARB Modus ,,parsimony interactive* den entsprechenden Bidumen hinzugefiigt, ohne deren Topo-
logie zu veridndern. Um die Zuverléssigkeit der Baumstrukturen zu iiberpriifen, wurden Analysen
mit und ohne Filterung von hochvariablen Positionen durchgefiihrt (,,branch-swapping®). Die so
durchgefiihrten Analysen wurden von unserem Kooperationspartner Matthias Horn, Microbial
Ecology Group, jetzt Universitiat Wien, fortgefiihrt. M. Horn erstellte anhand seiner Analysen die
in der Publikation zu findenden Stammbidume (Hutter ez. al., 2003). Die Taxonomie, welche in
diesem Bericht verwendet wurde, bezieht sich auf ,,Taxonomic Outline of the Procaryotic Genera®,
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2. Edition, Verdffentlichung 1.0, April 2001 (http://

www.cme.msu.edu/bergeys/).
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3 Ergebnisse

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der Analyse fiir das erkrankte und das
gesunde Kollektiv und deren Vergleich untereinander beschrieben. Die Sequenzdaten der Klonpo-
pulationen (27f/519r und 515f/1525r), welche fiir das parodontal erkrankte Kollektiv erhoben wur-

den, sind zusitzlich im Anhang tabellarisch aufgelistet.

3.1 Auswertung der Klonbanken der Parodontitis

26 Proben von 26 Patienten mit zumeist fortgeschrittener Parodontitis marginalis wurden mittels
16S rRNA Klonbanken und Sequenzierung der Klone analysiert. Von jeder Probe wurden PCR
Produkte zweier Primerpaare - 27f/519r und 515f/1525r - unabhéngig voneinander verarbeitet.
Tabelle 3-1 zeigt die Eigenschaften der untersuchten Klone von Parodontitispatienten, welche mit
den 27f/519r bzw. 515f/1525r Klonbanken gefunden wurden. Klonbank 27{/519r setzt sich aus
322 Klonen zusammen, Klonbank 515f/1525r aus 256 Klonen. Deren Sequenzlinge in Basenpaa-
ren (bp) ist als Mittelwert mit Standardabweichung und Umfang (in Klammern) angegeben. Die
Klone fiir das Primerpaar 27f/519r bzw. 515f/1525r konnten 148 bzw. 75 Phylotypen zugeordnet
werden, definiert als = 99% Sequenzihnlichkeit untereinander, von welchen 110 bzw. 40 nur ein-
malig nachgewiesen werden konnten. Die 27f/519r Klonbank enthielt also mehr einmalig auftre-
tende Phylotypen als die 515f/1525r Klonbank. Die Anzahl der Klone pro Phylotyp ist als
Reichweite und Mittelwert angegeben. Als Treffer in GenBank wurde = 99% Sequenzihnlichkeit
vorausgesetzt. Als nichtidentifizierte Sequenz wurde eine < 97% Ahnlichkeit mit der néichststehen-
den Sequenz in GenBank vorausgesetzt. Die Anzahl der Klone pro taxonomischer Familie ist als
Reichweite und Mittelwert angegeben. Die Berechnung der Diversitét der beiden Klonbanken oder

der Umfang C (C fiir Coverage) nach Giovannoni et al., (1995) ergab einen niedrigeren Umfang
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(C) der 515f/1525r Klonbank, trotz gréBerer Zahl der Klone in der Klonbank 27{/519r (66% vs. 84
%), berechnet nach folgender Gleichung: C = [1 -(gjpei010ns/Nciones)] X 100. Dabei steht ngyo1etons

fiir die Zahl der nur einmal nachgewiesen Phylotypen, N5 Steht fiir die Anzahl der gefundenen

Klone (also mehrfach gefundener Sequenzen).

Tabelle 3-1. Eigenschaften der Klonpopulationen der Parodontitispatienten

Eigenschaften Klonbanken
27£/519r 515f/1525r

Personen; Proben (n) 26; 26 26; 26
Klone (n) 322 256
Sequenzlinge (bp) 405161 (245-540) 630+95 (429-990)
Phylotypen (n) 148 75
Einmalige Phylotypen (n) 110 40
Umfang (C) (%) 66 84
Klone pro Phylotyp (n; Mittelwert) 1-58; 2.2 1-21; 3,3
Familien (taxonomisch, n) 23 17
Klone pro taxonomischer Familie (n) 1-75; 12 1-48; 17
Treffer in GenBank (%) 59 84
Nichtidentifizierte Sequenzen (n) 12 2

Die unterschiedliche Diversitit der Klonbanken wird anschaulich in den Akkumulationskurven fiir
gefundene Phylotypen bei zunehmender Zahl der Untersuchungen der jeweiligen Klonbank (siehe
Abb. 3-1): Die Klonbank 271/519r wird durch schwarze Linie, 515{/1525r durch die graue Linie
reprasentiert. Die graue Kurve flacht schnell ab, da die Klonpopulation wenig divers ist, wihrend

der Anstieg der schwarzen Kurve annihernd linear ist, hier also mit der Bestimmung weiterer,

noch nicht gefundener Phylotypen bei Fortsetzung der Untersuchungen zu rechnen ist.
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Abbildung 3-1. Akkumulationskurve fiir Klonbanken von Parodontitispatienten (schwarz 27f/519r; grau 515f/1525r)
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Die nachfolgende Abbildung 3-2 zeigt etablierte bakteriellen Spezies des Patientenkollektivs,
deren Sequenz mindestens zu 99% mit der GenBank Datenbank iibereinstimmen. Die schwarzen
Balken stellen die Hiufigkeit der Klone, die hellen Balken die Zahl der Patienten dar, bei denen
diese Keime nachgewiesen wurden. Das Keimspektrum der an Parodontitis erkrankten Personen
ist verglichen mit dem der gesunden Probanden deutlich diverser. 34 Spezies wurden mehr als
einmal in der gesamten Klonpopulation gefunden. Sequenzen identisch mit Porphyromonas gin-
givalis konnten 55 mal bei 16 von 26 Patienten, Sequenzen identisch mit Filifactor alocis konnten
28 mal bei 12 Patienten und Sequenzen identisch mit Treponema socranskii konnten 18 mal bei 14
Patienten nachgewiesen werden. Es sei anzumerken, dass aufgrund des technischen Bias, welcher
der PCR von multibakteriellen Proben eigen ist, die obigen Zahlenverhéltnis nur ndherungsweise

den Proportionen an Spezies in der gemischt-bakteriellen Population entsprechen kénnen.
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Abbildung 3-2. Etablierte bakterielle Arten (schwarze Balken) und deren Verteilung im Patientenkollektiv (grau)
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Die Diversitit im parodontalen Biofilm wird erneut in den Tabellen 3-2 und 3-3 deutlich, in denen

die Sequenzen den bakteriellen Familien zuordnen werden.

Tabelle 3-2. Die Klonpopulation 27f/519r der Parodontitispatienten

Familien Klone (n) Identitét (%);Umfang Phylotypen (n)
Porphyromonadaceae 75 99.,0; 92—-100 10
Prevotellaceae 48 97.,8; 96-100 21
Fusobacteriaceae 49 98,2; 97-99 24
Spirochaetaceae 24 98.4; 95-100 17
Bacteroidaceae 21 98,6; 97-100 7
Neisseriaceae 15 98.,8; 97-99 6
Eubacteriaceae 9 97,8; 95-100 4
Streptococcaceae 9 98.8; 97-100 6
Campylobacteraceae 8 98,1; 97-99 5
Flavobacteriaceae 7 98.3; 96-100 5
Deferribacteraceae 6 98,6; 97-100 5
Acidaminococcaceae 5 98.,3; 97-99 5
Lachnospiraceae 4 —; 89-98 4
Pasteurellaceae 4 —; 98-99 3
Mycoplasmataceae 3 —; 98-99 1
Enterobacteriaceae 2 —; 97-100 1
Pseudomonadaceae 2 — 99-99 1
Peptostreptococcaceae 2 - 97-99 2
Actinomycetaceae 1 99 1
Coriobacteriaceae 1 98 1
Desulfobaceae 1 98 1
Desulfomicrobiaceae 1 100 1
Holosporaceae 1 100 1
Micrococcaceae 1 98 1
Staphylococcaceae 1 98 1
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Tabelle 3-3. Die Klonpopulation 515f/1525r der Parodontitspatienten

Familien Klone (n) Identitit (%); Umfang Phylotypen (n)
Acidaminococcaceae 48 99,0; 97-100 15
Eubacteriaceae 46 98.,6; 97-100 13
Streptococcaceae 41 99,1; 97-100 7
Spirochaetaceae 36 99,1; 98-100 13
Neisseriaceae 30 98.,9; 97-100 8
Peptostreptococcaceae 30 99,2: 97-100 4
Staphylococcaceae 7 99,1; 99-100 2
Desulfobaceae 4 —; 98-99 2
Lachnospiraceae 3 —;93-99 3
Pseudomonadaceae 3 —;99-99 1
Aerococcaceae 2 —; 98-99, 1
Peptococcaceae 1 99 1
Holosporaceae 1 100 1
Burkholderiaceae 1 99 1
Clostridiaceae 1 94 1

Die beiden Klonbanken des parodontal erkrankten Kollektivs beinhalten Sequenzen einer betrécht-
lichen Anzahl unterschiedlicher bakterieller Familien. Die Reprisentation der Familien Porphyro-
monadaceae, Fusobacteriaceae, Prevotellaceae, Bacteroidaceae, Eubacteriaceae, Streptococca-
ceae und Acidaminococcaceae in den Klonbanken unterschied sich dabei signifikant. Die Signifi-
kanz der Ergebnisse nach Taxonomie fiir die jeweilige Klonbank wurde dazu mithilfe des Fisher’s

Exakt Testes ermittelt (siche Tabelle 3-4).

Um die vorangegangenen Tabellen schematisch zu veranschaulichen, sind deren Daten in der
Abbildung 3-3 in einem Diagramm dargestellt (schwarze Balken Primerpaar 27{/519r; graue
Balken 515f/1525r). Die unterschiedliche Représentation bakterieller Familien in den Klonpopu-
lationen des Biofilms erkrankter Personen wird deutlich. Abbildung 3-3 belegt, dass die beiden

Klonbanken sich ergiinzen und somit eine gute phylogenetische Reprisentation darstellen.
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Abbildung 3-3. Reprisentationen bakterieller Familien nach Klonbank (schwarz 27f/519r, grau 515f/1525r)
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Die in Abb. 3-3 dargestellten Daten wurden mittels Fisher’s exaktem Test untersucht (Tabelle 3-4).

Tabelle 3-4. Fisher’s exakter Test fiir taxonomische Familien

Taxonomische Familie 27f/519r | 515f/1525r | Fischer’s 2-tail: p-Wert
Porphyromonadaceae 75 0 3,90 E-06
Prevotellaceae 48 0 3,90 E-06
Fusobacteriaceae 48 0 3,90 E-06
Spirochaetaceae 24 36 1,91 E-02
Bacteroidaceae 21 0 3,43 E-06
Neisseriaceae 15 30 2,86 E-03
Peptostreptococcaceae 11 30 2,48 E-04
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Taxonomische Familie 27t/519r | 515f/1525r | Fischer’s 2-tail: p-Wert
Streptococcaceae 9 42 1,41 E-08
Eubacteriaceae 9 45 1,80 E-09
Campylobacteraceae 8 0 9,50 E-03
Flavobacteriaceae 7 0 1,81 E-02
Deferribacteraceae 6 0 3,48 E-02
Acidaminococcaceae 5 48 5,13 E-013
Pasteurellaceae 4 0 0.13
Lachnospiraceae 4 3 1
Mycoplasmataceae 3 0 0.25
Enterobacteriaceae 2 0 0.50
Pseudomonadaceae 2 3 0.66
Coriobacteriaceae 1 0 1
Desulfomicrobiaceae 1 0 1
Microbacteriaceae 1 0 1
Micrococcaceae 1 0 1
Peptococcaceae 1 1 1
Burkholderiaceae 1 1 1
Holosporaceae 1 2 0.59
Desulfobaceae 1 4 0.18
Staphylococcaceae 1 7 0.02
Clostridiaceae 0 1 0.45
Aerococcaceae 0 2 0.20
Familien gesamt 310 255

Die Zuordnung von Sequenzen einer bakteriellen Spezies mit gesicherter Taxonomie erfolgte
durch einen Abgleich der Datenbank von GenBank mit BLAST unter stringenten Bedingungen

d.h. eine 99% Identitit war erfoderlich.

3.2 Vergleich der bakteriellen Spektren beider Kollektive

Die Untersuchung der parodontal gesunden Probanden erfolgte nach den gleichen Methoden wie
die des parodontal erkrankten Kollektivs. Insgesamt wurden 112 Klone nachgewiesen, mit 35 Phy-
lotypen in der 27f/519r Klonbank (entsprecht einem Umfang von C= 52%) und 28 Phylotypen in

der 515f/1525r Klonbank (entspricht einem Umfang von C=63%). Die Diversitit des Biofilms

42



Kapitel 3 Ergebnisse

gesunder Personen, trotz geringer Zahl untersuchter Klone, war also deutlich geringer als bei par-
odontal erkrankten Personen. In Abb. 3-4 ist die Akkumulationskurve der Phylotypen, fiir die phy-

logenetische Untersuchung des Keimspektrum der parodontal Gesunden aufgefiihrt.

Abbildung 3-4. Akkumulationskurve fiir die Klonbanken gesunder Probanden (schwarz 27f/519r; grau 515f/1525r)
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Die schwarze Linie zeigt die Akkumulation fiir Primerpaar 27{/519r, die graue Linie die fiir das
Primerpaar 515f/1525r. Trotz des kleinen Patientenkollektivs von sechs Personen sind mehr als 52
% fiir Primerpaar 27{/519r bzw 63 % fiir das Primerpaar 5151/1525r der statistisch zu erwartenden

Phylotypen nachgewiesen worden.

In den folgenden Kuchendiagrammen (Abb. 3-5) wird die Zunahme der Diversitit und die rapide
Keimverschiebung des bakteriellen Spektrums fiir die parodontale Klonpopulation veranschau-
licht. Vergleicht man die Keimspektren beider Kollektive entsprechend ihrer Phyla wird der Riick-
gang folgender Phyla in der Parodontitis deutlich: BXIII (Firmicutes) von 51 % auf 32,7 %; BXII
(Proteobacteria phy. nov.) von 21 % auf 13 %; BXX (Bacteroidetes phy. nov.) von 14 % auf 5 %

und geringfiigig BXIV (Actinobacteria phy. nov.) von 2 % auf 0,7 %. Dagegen ist ein deutlicher
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Anstieg von Phylum BXXI (Fusobacteria phy. nov.) von 8 % auf 35,1 % und ein Neuauftreten des
Phylums BXVII (Spirochaetes phy. nov.) mit 10,4 % zu verzeichnen. Die taxonomische Zuord-

nung erfolgte nach Garrity et al., 2001.

Abbildung 3-5. Vergleich der identifizierten Phyla
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Die Abbildung 3-6 vergleicht die bakteriellen Familien der parodontal Gesunden und der parodon-

tal Erkrankten. Sie zeigt fiir die parodontal gesunde Klonpopulationen die starke Gewichtung auf
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den Streptococcaceae, Staphylococcaceae, Neissericeae, Acidaminococcaceae und Pasteurella-

ceae (Phyla BXII und BXIII) die 72 % des Keimspektrums im Biofilm von Gesunden ausmachen.

Abbildung 3-6. Vergleich der identifizierten bakteriellen Familien
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Diese Gruppe macht im Vergleich zum Keimspektrum der Klonpopulationen der parodontal
Erkrankten nur noch etwa 28 % aus, mit Keimverschiebung innerhalb des Phylums BXIII durch

Neutauftreten von Peptostreptococcaceae und Eubacteriaceae (BXIII), sowie deutlicher Zunahme
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von Prevotellaceae und Porphyromonadaceae (Phylum BXX), sowie Fusobacteriaceae (Phylum

BXXI) und Neuauftreten von Spirochaetaceae (BXVII).

In Abbildung 3-7 wird das Keimspektrum der parodontal gesunden Personen nach Familien
zusammengefasst und unterteilt nach Primerpaaren 27{/519r (schwarze Balken) und 515f/1525r
(graue Balken) dargestellt: Das Keimspektrum bei gesundem Parodont stellt sich sehr iiberschau-
bar dar mit einer besonderen Gewichtung auf den Streptococcaceae, Staphylococcaceae, Neisse-
riceae, Acidaminococcaceae und Pasteurellaceae, die 74 % des Keimspektrums im Biofilm von
Gesunden ausmachen. Prevotellaceae, Fusobacteriaceae und Porphyromonadaceae sind dagegen

nur zu einem geringen Anteil vorhanden.

Abbildung 3-7. Bakterielle Familien parodontal Gesunder: Klonbank 27{/519r (schwarz), 5151/1525r (grau)
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In Abbildung 3-8 werden die Ergebnisse fiir die Klonbanken 27f/519r und 515{/1525r jeweils

zusammengefasst und das erkrankte Kollektiv (schwarz) dem gesunden Kollektiv (grau) prozen-
tual gegentibergestellt: Porphyromonadaceae, Prevotellaceae und Fusobacteriaceae treten in der

Parodontitis verstiarkt auf. Weiterhin kommt es zu einem Neuauftreten der Spirochaetaceae,
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Eubacteriaceae und Peptostreptococcaceae im parodontalen Biofilm, unter Verdrdngung von
Streptococcaceae, Staphylococcaceae, Neissericeae und Pasteurellaceae. Acidaminococcaceae

sind unbeeintréichtigt .

Abbildung 3-8. Bakterielle Familien des gesunden (grau) und des erkrankten Kollektivs (schwarz) im Vergleich
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Weitere, fiir ein anaerobes Milieu charakteristische Keime (Anaerobier und fakultative Anaero-
bier), welche nur bei Erkrankten gefunden wurden, sind hier aufgrund der Ubersichtlichkeit unter
»Andere* subsumiert. Es handelt sich dabei um die Familien Campylobacteraceae, Deferribac-
teraceae, Pseudomonadaceae, Desulfobaceae, Mycoplasmataceae, Holosporaceae, Enterobacte-
riaceae, Peptococcaceae, Burkholderiaceae, Coriobacteriaceae, Desulfomicrobiaceae,

Microbacteriaceae und Clostridiaceae.
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3.3 Neuartige Sequenzen

Nur 14 Sequenzen waren weniger als 97% identisch zu aktuellen GenBank Eintréigen. Die niedrige
Zahl der neuen Sequenzen weist darauf hin, dass 16S rRNA Geneintridge von Menschen mit Paro-
dontitis das Spektrum anndhernd abdecken. Eine phylogenetische Analyse dieser Sequenzen

erfolgte in Zusammenarbeit mit Matthias Horn, Microbial Ecology Group, jetzt Universitidt Wien:

Abbildung 3-9 zeigt die phylogenetische Verwandtschaft neuer Klone (mit einer Identitit zu
bekannten Sequenzen von < 97 %) mit ausgewéhlten Spezies und Phylotypen. Parsimony boots-
trap Werte (nach der ARB Methode ,,upper bootstrap limits*) groBer 80% bzw. groBer 90 % sind
dargestellt mit dem Symbol O bzw. ® fiir (Bootstrap Methode nach Efron, B., 1979). Der Stamm-
baum wurde mittels Neighbour-joining Methode entwickelt. Das Lineal stellt 10% der geschitzten
evolutiondren Distanz dar. Bis auf Klon 10B6 wurde jede dieser 14 von insgesamt 578 Sequenzen
jeweils in einem einzigen Patienten gefunden. Klone, welche in dieser Studie entdeckt wurden sind
rot bzw. fett gedruckt. Die Bezeichnung der Klone erfolgte nach Nummer des Patienten, Benut-

zung des Primerpaars (B fiir 27{/519r; D fiir 515/1525r), sowie Nummer der Probe.

Die jeweilige Linge gemessen in Basenpaaren (bp) der Sequenzen war wie folgt: 1B13: 485 bp;
2B14: 440 bp; 2B16: 441 bp; 3B5: 456 bp; 3B9: 479 bp; 3B18: 489 bp; 1A13: 430 bp; 1D7: 974
bp; 10B6: 1490 bp; 10B11: 470 bp; 21B4: 469 bp; 24B14: 444 bp; 28B11: 445 bp; 29B17: 381 bp;
29D19: 970 bp. Die neuen Sequenzen gehdren zu sechs taxonomischen Familien der Phyla Bacte-
roidetes, Firmicutes und Alphaproteobacteria (mittlere Sequenzlinge 527; Umfang 381-974).
Zwei dieser Familien (Flexibacteraceae und Syntrophomonadaceae) werden nicht durch andere

Phylotypen in dieser Studie représentiert.
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Abbildung 3-9. Pylogenetischer 16S rRNA Stammbaum (erstellt von Matthias Horn, Universtitat Wien,
verdffentlicht in Hutter et al, 2003)
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Ein weiterer phylogenetisch untersuchter Klon, 10B6, war identisch mit der 480 bp langen
Sequenz von AP60-38, abgelegt in GenBank (Sakamoto et al., 2000): Fast das gesamte 16S rRNA

Gen des oralen Klons 10B6 wurde durch PCR von Dr. med. G. Valenza, Mikrobiologie Univ.
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Wiirzburg, mittels Primerpaaren 27f/GV 1r und GV2{/1525r und der aufgereinigten DNA der Pati-
entenprobe Nr.10 als Template bestimmt. Die phylogenetische Einordnung der Sequenz des oralen
Klons 10B6 reprisentiert eine neue evolutionédre Linie innerhalb der Alphaproteobacteria, am
ehesten verwandt mit der Familie der Holosporaceae, welche sich ausschlieBlich zusammensetzt
aus Rikkettsia-artigen, obligat intrazelluldren Symbionten der Paramecien und frei-lebenden Amo-

ben.

50



Kapitel 4 Diskussion

4 Diskussion

4.1 Untersuchungsmethoden

Die Identifikation von Mikroorganismen in der Umwelt, insbesondere im Rahmen von Infektio-
nen, ist durch die kulturunabhéngige Bestimmung mittels der 16S rDNA erheblich erleichtert wor-
den, hat dabei aber neue Probleme aufgeworfen, welche mit dieser Technik in Verbindung stehen,
wie zum Beispiel Chimirenbildung oder Verschiebung der Klonpopulationen bei Verwendung
verschiedener Primerpaaren. Daraus folgen Probleme bei der absoluten, sowie relativen Reprisen-
tation komplexer Keimgemische. Dies erfordert z.B. eine ausreichende Sequenzlinge und eine
umfangreiche Datenbank zur eindeutigen phylogenetischen Einordnung und zum Ausschluf3 von

Chimaren.

Zur Charakterisierung der parodontalen Mikroflora des parodontalen Biofilms wurden von Dzink
J.L. et al. (1988) und Moore & Moore (1994) sehr aufwendige Studien mittels Kultivierung durch-
gefiihrt. Die erste umfangreiche, kulturunabhéngige Studie in der Erforschung putativer parodon-
taler Bakterien wurde von Socransky et al. (1998) vorgelegt. Sie lieferte Hypothesen tiiber die
Assoziation von Keimen mit parodontaler Erkrankung. Die Ergebnisse inzwischen durchgefiihrter
molekularer Studien zeigen, dass 16S rRNA Sequenzen der Mikroflora bei parodontalen Lisionen
weitgehend durch 6ffentliche Datenbanken abgedeckt werden, wobei z.B. genetische oder geogra-
phische Herkunft teilweise verschiedene Ergebnisse erkldren (Kroes et al., 1999; Paster et al.,
2001; Sakamoto et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit wurden 26 Patienten und sechs gesunde
Personen als Kontrollgruppe untersucht. Durchschnittlich wurden pro Patient 22 Klone untersucht.
Durch Verwendung zweier PCR Primerpaare wurde eine hohe Anzahl verschiedener Phylotypen

erreicht.
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Die PCR Produkte mit 27f/519r und 515f/1525r unterschieden sich signifikant in ihrem Profil der
Spezies, welche sie reprisentieren. Bei Primerpaar 27f/519r sah man gegentiiber 515f/1525r einen
hoheren Diversitdtsgrad. Dies konnte daran liegen, dass der entsprechende 16S rRNA Genab-
schnitt eine hohere diskriminatorische Eigenschaft besitzt. Die Primer 27f und 519r werden seit
vielen Jahren zur 16S rRNA Amplifikation (27f) bzw. Sequenzierung (519r) verwendet (Lane,
1991). Als PCR Primer kombiniert wurden sie zur molekularen Analyse von parodontalen Bakte-
rien in zwei Studien eingesetzt (Choi et al.,1994; Jung et al., 2000). In beiden Studien haben deren
Autoren Inserts ihrer Klonbanken nicht fiir Sequenzieranalysen verwendet. Choi et al. (1994)
untersuchte eine 27{/519r Klonbank mit spezifischen Sonden auf Treponema spp., Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens und Tannerella forsythensis. Die gefun-
dene Reprisentation dieser Spezies, entsprach der Représentation in der vorliegenden Arbeit. Ein
Nachteil von Primerpaar 27f/519r ist, dass die generierten Sequenzen zu kurz sind, um ihre phylo-
genetische Position eindeutig zu bestimmen, falls es keine nahverwandte Sequenziibereinstim-
mung in der Datenbank gibt. Wir postulieren aber, dass die diskriminative Fihigkeit des
Primerpaars erschlossen werden kann, wenn gentigend Daten in der Datenbank vorhanden sind,

wie es bei den oralen Bakterien der Fall ist.

Actinomyces spp. wurden nur einmal in beiden Klonbanken gefunden, Aggregatibacter actinomy-
cetemcomitans wurde nicht identifiziert. Dass das Primerpaar 515f/1525r die 16S rRNA Gene von
Actinomyces spp. amplifizieren kann, war bekannt (Kroes et al., 1999). Daher wurde anfinglich
angenommen, dass die DNA von Actinomyces spp. durch die gewihlte Extraktionsmethode nicht
ausreichend aufgeschlossen wurde. Eine spitere Untersuchung im gleichen Labor zur parodonta-
len Flora von Patienten mit Hypophosphatasie (Valenza et al., 2006) zeigte, dass Actinomyces spp.
miihelos nach dem gleichen Protokoll detektiert werden konnte. Es muss daher angenommen wer-
den, dass DNA von Actinomyces spp. nur geringfiigig in den analysierten Proben der Studie vor-

lagen. Die Untersuchung der 16S rRNA Gensequenz von Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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(GenBank Eingangs-Nr. M75035) zeigte Anlagerungsstellen fiir die Primer 27f, 515f und 519r
(der Eintrag ist ohne das 3 Ende der Sequenz; daher kann Anlagerungsstelle von 1525r nicht
bestitigt werden). Aggregatibacter actinomycetemcomitans konnte aufgrund seiner geringen Ver-
breitung in parodontalen Lisionen verfehlt worden sein: Ximenez-Fyvie et al. (2000) fanden unter
Verwendung der Schachbrett DNA-DNA Hybridisierung ein niedriges Level von Hybridisierung,
was annehmen lisst, dass DNA von Aggregatibacter actinomycetemcomitans nur in geringen
Mengen in Parodontalproben vorliegt. Entsprechend fanden Paster et al. (2001) die Spezies nur
einmal; Sakamoto et al. (2000) fanden sie in all ihren Klonpopulationen gar nicht. Dariiberhinaus
haben Studien mit Kultivierung von Porphyromonas gingivalis und Aggregatibacter actinomyce-
temcomitans gezeigt, dass Aggregatibacter actinomycetemcomitans in einem kleineren Verhiltnis

als Porphyromonas gingivalis auftritt (sieche Asikainen & Chen, 1999).

Die Klonbanken, welche mit dem Primerpaar 27f/519r generiert wurden, unterschieden sich
bedeutend von denen mit dem Primerpaar 519f/1525r generierten beziiglich ihrer Représentation
von Porphyromonadaceae, Fusobacteriaceae, Prevotellaceae, Bacteroidaceae, Eubacteriaceae,
Streptococcaceae und Acidaminococcaceae. In einem vorausgegangenen Bericht analysierte und
verglich Marchesi et al. (1998) systematisch die Primerpaare 27f/1392r und 63f/1387r und
demonstrierte, wie Sequenzunterschiede Unterschiede in der Amplifikation von Spezies in einem
polymikrobiellen Gemisch ergeben konnten. In der Praxis jedoch resultierte die Verwendung der
Primerpaare 27f/1392r und 63f/1387r nur in einer moderaten Abweichung beziiglich der Amplifi-
kation von Alphaproteobacteria und gram-positiven Bakterien. (O’Sullivan et al., 2002). Kroes et
al. (1999) berichteten von unterschiedlicher Vervielféltigung von Capnocytophaga und Actinomy-
ces spp. bei der Verwendung verschiedener PCR Primerpaaren in ihrer Studie an parodontalen
Bakterien. Sequenzanalysen der Mikroflora des Zokums von Legehiihnern erbrachte bemerkens-
werte Unterschiede in der Amplifikation von einer Untergruppe von Selenomonas ruminantium,

falls Primer 515FPL statt 8FPL verwendet wurde (Zhu et al., 2002). Diese Berichte und die vor-
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liegende Untersuchung kommen zum Schluss, verschiedene Primerpaare fiir die Sequenzierarbei-
ten von gemischten bakteriellen Populationen zu gebrauchen, um die bestmégliche Reprisentation

von Spezies in einer Klonbank zu erreichen.

Vierzehn neue, in dieser Studie gefundene Sequenzen, wurden der Datenbank GenBank beigefiigt.
Phylogenetische Analysen ordneten diese Sequenzen sechs Familien innerhalb der Phyla Bactero-
idetes, Firmicutes und Alphaproteobacteria zu. Da es bisher keine Daten zu deren Rolle in der
Pathogenitit der Parodontitis gibt, stehen weitere sensitivere Methoden aus, die Verbreitung der
neuen Phylotypen innerhalb von Patienten und Gesunden zu untersuchen. Weiterhin wird hier von
der Komplettierung der 16S rRNA Gensequenz von Klon 10B6 berichtet, die anfangs mit einer in
GenBank abgelegten Teilsequenz (480 bp) iibereinstimmte, und deren Phylogenetik nicht zwei-
felsfrei gelost werden konnte (Sakamoto et al., 2000). Die komplette Sequenz von Klon 10B6
sollte sich nun als neue evolutionére Linie innerhalb der Alphaproteobacteria erweisen, am néichs-
ten verwandt mit der Familie Holosporaceae. Die Familie Holosporaceae umfasst ausschlielich
Rickettsia-artige, obligat intrazelluldre Symbionten der Paramecien und frei-lebenden Amdben
(Horn et al., 1999; Springer et al., 1993). Aufgrund der Beobachtung von Amében in parodontalen
Léasionen, muss in weiteren Untersuchungen tiberpriift werden, ob 10B6 ein Endosymbiont oraler
Amoben wie z.B. Entamoeba gingivalis ist (Dao et al., 1983; Gottlieb & Miller, 1971; Keller et
al., 1967; Lucht et al., 1998; Yamamoto et al., 1995). Obwohl Endosymbionten fiir Entamoeba
gingivalis nicht beschrieben wurden, schlieBen Daten, die in der Literatur zugénglich sind, ihre

mogliche Existenz nicht aus.

4.2 Vergleich fakultativer Pathogene anderer Studien

In publizierten Studien kulturabhéngiger Methoden werden Spezies postuliert, die in gesunden
Populationen nicht auftreten oder bei erkrankten Kollektiven eine extreme Zunahme erfahren

haben. Dzink J.L. et al. (1988) konnte mittels kulturabhidngiger Methoden folgende Bakterien mit
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einer progressiven Parodontitis assoziieren: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Campylo-
bacter rectus, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Porpyhromonas gingivalis und
Tannerella forsythensis (vormals Bacteroides forsythensis). Bis auf A. actinomycetemcomitans
wurden diese Keime auch in der vorliegenden Studie nachgewiesen und spiegeln die Keimver-
schiebung bei parodontalen Erkrankungen wieder, da diese Keime auch bei gesunden Personen in
kleineren Zahlen gefunden werden. Moglicherweise ist dieses Mengenverhiltnis alleine ein patho-
gener Faktor. Moore & Moore, (1994) gehen nach umfangreichen kulturabhéngigen Untersuchun-
gen von insgesamt 34 pathogenen Spezies aus, darunter verschiedene Selenomonas spp.,
Prevotella spp., Porphyromonas spp., Leptotrichia spp., Eubacterium spp., Campylobacter spp.,
sowie Filifactor alocis, Dialister pneumosintes, A. actinomycetemcomitans, eine Mycoplasma sp.
und fiinf Treponema spp.. Eine herausragende, weil wegbereitende Funktion fiir parodontale
Erkrankungen sehen die Autoren fiir Fusobacterium nucleatum. Bis auf A. actinomycetemcomi-
tans konnten alle genannten Familien auch in der vorliegenden Studie nachgewiesen werden.
Socransky et al. (1998) hat bei Clusteranalysen von iiber 13000 Plaqueproben die pathogenen
Cluster folgender Spezies hervorgehoben: Tannerella forsythensis, Porphyromonas gingivalis und
Treponema denticola; sowie F. nucleatum, Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros und
Eubacterium nodatum. Fiir parodontale Gesundheit dagegen sprechen nach Socransky ef al. (1998)
die Cluster Veillonella parvula, Actinomyces odontolyticus bzw. Streptococcus gordonii, Strepto-
coccus intermedius, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis und Streptococcus sanguis. Ein
direkter Vergleich der vorliegenden Arbeit mit der Studie von Socransky ef al., kann jedoch auf-
grund der unterschiedlichen Datenmenge und deren statistische Aufarbeitung nicht erfolgen, die
genannten Keime konnten aber nachgewiesen werden, so dass eine Pathogenitét von bestimmten
Clustern nicht ausgeschlossen werden kann. Sakamoto et al. (2000) konnte bei der Untersuchung
von Saliva mittels PCR Techniken zweier erkrankter und einer gesunden Person folgende Spezies

nicht nachweisen: Fusobacterium nucleatum, A. actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens, T.
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denticola und muf} somit deren Pathogenitiit anzweifeln. Fiir eine Parodontitis dagegen sprachen
laut der Autoren C. rectus, P. gingivalis, P. intermedia, T. socranskii, Abiotrophia, Peptostrepto-
coccus, Veillonella spp. etc. Die kleine Zahl der von Sakamoto untersuchten Probanden schréankt

die Aussagekraft jedoch stark ein.

Paster et al. (2001) beschrieben 20 Phylotypen bzw. Spezies, welche in der Parodontitis, jedoch
nicht bei gesunden Personen gefunden wurden. Die Autoren nehmen daher an, dass diese Phylo-
typen mogliche Pathogene sind. Die in Tabelle 4-1 aufgelisteten Sequenzen von Paster et al.
(2001) wurden mit den Sequenzen aus der Studiendatenbank dieser Arbeit mit Hilfe eines lokalen
BLAST Servers unter Verwendung eines Cutt-offs von 99% fiir eine Sequenzidentitét verglichen.
Zwolf dieser putativen Pathogene wurden bei einem bis zu zwdlf Individuen nachgewiesen. Um
Aufschluss dartiber zu erhalten, ob diese Sequenzen auch bei Gesunden zu finden sind, wurden 112
Sequenzen von sechs zahngesunden Personen (52 Sequenzen mit der Klonbank 27{/519r; 60
Sequenzen mit der Klonbank 515f/1525r) untersucht. Ein hoher Anteil der Sequenzen (74%) von
den parodontal gesunden Individuen gehorten den Familien der Streptococcaceae, Staphylococ-
caceae, Neisseriaceae und Acidaminococcaceae an, dagegen machen diese Familien bei Parodon-
titispatienten nur 28% der Klone aus. Auch die Sequenzen der gesunden Personen,
zusammengefasst in einer Datenbank, wurden mit den Sequenzen aus Tabelle 4-1 mit Hilfe eines
lokalen BLAST Servers unter Verwendung eines Cutt-offs von 99% fiir eine Sequenzidentitét ver-

glichen.

Tabelle 4-1. Vergleich mit putativen Pathogenen von Paster et al. (2001)

Phylotypen oder Spezies GenBank | Parodontitis | Parodontitis | Gesunde
nach Paster et al., 2001 Accession Nr nach Paster diese Studie diese Studie
Treponema socranskii subsp. bucc. AF033305 1 7

Haemophilus paraphrophilus M75082 1

Desulfobulbus sp. oral clone RO04 AY005037 3 1

Campylobacter rectus L06973 3

Uncultured Eubacterium PUS9.170 AJ012604 1
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Phylotypen oder Spezies GenBank | Parodontitis | Parodontitis | Gesunde
nach Paster et al., 2001 Accession Nr nach Paster diese Studie diese Studie
Streptococcus constellatus AF104676 1 1
Selenomonas-like sp. oral GAA14 AF287789 2 1

Megasphaera sp. oral clone BB166 AF287783 3 1

Gemella haemolysans M58799 1

Filifactor alocis AJ006962 4 9

Eubacterium saphenum U65987 3 1

Dialister pneumosintes X82500 1 3

Catonella morbi X87151 2 1

Granulicatella adiacens D50540 1 1 1
Uncultured bacterium D084 AF125200 1 1

Porphyromonas gingivalis L16492 3 12 1
Porphyromonas endodontalis L16491 3 4

Tannerella forsythensis L16495 2

Atopobium rimae X67149 1

Atopobium parvulum X67150 1

Anzahl der Gesamtklone 38 43 2

Nur in einem einzigen parodontal gesunden Individuum wurde eine Sequenz zu 99% identisch mit
Granulicatella adiacens und eine Sequenz zu 99% identisch mit Porphyromonas gingivalis ent-
deckt. Alle anderen putativen Pathogene wurden bei Gesunden nicht gefunden. Die Daten aus
Tabelle 4-1 legen nahe, dass zumindest Treponema socranskii subsp. buccale, Filifactor alocis,
Dialister pneumosintes, Porphyromonas gingivalis und Porphyromonas endodontalis tendenziell
in der Parodontitis gefunden werden, in der Regel aber nicht bei parodontal Gesunden. Die meisten
bakteriellen Familien, welche Paster et al. (2001) in seiner Studie erfasst hatte, wurden auch in
dieser Studie nachgewiesen, mit Ausnahme der Sequenzen der Gruppe ,,obsidian pool (OP)11*
und TM7 - Sequenzen, welche zuerst fiir heie Quellen und Sedimente der Tiefsee beschrieben
wurden (Hugenholtz et al., 1998b; siehe auch GenBank Nr. X97111; Hugenholtz et al., 2001).
Obwohl sich die PCR Protokolle der beiden Studien unterschieden, konnten die unterschiedlichen
Ergebnisse auch dadurch erklédrt werden, dass nur einer der sieben OP11 und TM7 Klone von

Paster et al., (2001) bei einem Patienten mit Parodontitis gefunden wurde, die anderen Funde dage-
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gen mit akuter nekrotisierender ulzerativen Gingivitis und refraktirer Parodontitis assoziiert

waren.

Paster et al. (2001) haben 20 Phylotypen vorgeschlagen, die mit der Parodontitis, aber nicht mit
parodontaler Gesundheit assoziiert seien. Der Vorschlag erfogte auf der Basis von neun Personen
mit Parodontitis und fiinf Gesunden. Unter den 20 von Paster et al. (2001) vorgeschlagenen Phy-
lotypen waren mehrere Spezies, die von anderen Autoren bei Parodontitispatienten gefunden wur-
den, dies sind Porphyromonas gingivalis, Filifactor alocis, Treponema socranskii, Dialister
pneumosintes, Campylobacter rectus, Tannerella forsythensis und Streptococcus constellatus
(Albandar et al., 1997; Contreras et al., 2000; Dewhirst et al., 2000; Macuch & Tanner, 2000;
Moore & Moore, 1994; Ximenez-Fyvie et al., 2000). Jedoch wurde beschrieben, dass Abiotrophia
adiacens in der Mundhohle von gesunden Individuen vorkommt (Sato et al., 1999). Gemella hae-
molysans und Campylobacter rectus waren in Klonbanken von einer gesunden Person mit nur
leichter Gingivitis vorhanden (Kroes et al., 1999). Manche Spezies wie Porphyromonas endodon-
talis oder PUS9.170 wurden initial nicht bei der Parodontitis, sondern anderen Erkrankungen der
Mundhohle gefunden (Sundqvist, 1992; Wade et al., 1997). Basierend auf der Zahl der Parodonti-
tispatienten und der gesunden Individuen, welche von den putativen Pathogenen besiedelt sind, die
Paster et al. (2001) vorgeschlagenen hatten, miisste man also annehmen, dass folgende Bakterien,
welche in dieser Studie gefunden wurde, mit der Parodontitis und nicht mit parodontaler Gesund-
heit assoziiert sind: Treponema socranskii subsp. buccale, Filifactor alocis, Dialister pneumosin-

tes, Porphyromonas gingivalis und Porphyromonas endodontalis.

Die von Paster et al. (2001) untersuchten Proben wurden nachfolgend mittels 39 spezies-spezifi-
schen Primern erneut untersucht. Das Ergebnis wurde von Kumar et al. (2003) veréffentlicht. Alle
untersuchten 39 Spezies bzw. Phylotypen, darunter die von Paster et al. (2001) postulierten 20
Pathogene, konnten in den Proben der parodontal gesunden wie auch der erkrankten Personen

nachgewiesen werden. Es zeigten sich jedoch unterschiedliche Zahlenverhiltnisse. Beispielsweise
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wurde Fusobacterium nucleatum fast bei jeder Person nachgewiesen, ob erkrankt oder gesund; 7.
denticola jedoch bei 63 % der erkrankten und nur 17 % der gesunden Personen. Aufgrund der Ver-
teilung interpretierte Kumar ez al. (2003) die Pathogenitét wie folgt: Fiir parodontale Erkrankung
sprechen die Spezies bzw. Phylotypen D084, BHO17 (Deferribacteres), AU126 (Bacteroidetes),
Megasphaera BB166, X112 (OP11) und 1025 (TM7), Eubacterium saphenum, Porphyromonas
endodontalis, Prevotella denticola und Cryptobacterium curtum. Fiir parodontale Gesundheit
sprechen W090 (Deferribacteres), BU063 (Bacteroidetes), Atopobium rimae und Atopobium par-

vulum.

4.3 Schlussfolgerung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit, eine moglichst vollstidndige, kulturunabhéngige Identifikation
und Genotypisierung parodontaler Mikroflora der fortgeschrittenen Parodontitis eines einheitli-
chen Patientenkollektivs zu erstellen, ist erreicht worden. In der vorliegenden, kulturunabhingigen
Untersuchung des parodontalen Biofilms eines groen Kollektivs erkrankter und gesunder Perso-
nen wurde eine Datenbank mit einer ausgezeichneten Diversitit erstellt und neue Phylotypen nach-
gewiesen. Gerade in der Interpretation putativer Pathogene in der Parodontitis kommt diese
Untersuchung zu einer von bisherigen Untersuchungen abweichenden Einschétzung. Die hier
zusammengefallten Daten haben das Verstdndnis der Komposition der parodontalen Flora bei der
Parodontitis erweitert. Um die Biologie neuer Phylotypen zu verstehen, ist eine direkte Beobach-
tung der Pathogene am Ort der Erkrankung erforderlich. Dazu geeignet erscheinen spezies-spezi-
fische Sonden zur in-situ Hybridisierung. Derartige Sonden konnten aus der zusammengetragenen
Datenbank entwickelt, an dem bisher gewonnenen Material iiberpriift und z.B. in Modellen wie

von Kolenbrander, P.E. (2000) oder Moter et al. (1998) entwickelt eingesetzt werden.
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Abkiirzungen

aa anaerob

amp Ampicillinresistenz

Aqua bidest. Wasser doppelt destilliert

ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosin-5'-triphosphat

Best. Bestellnummer

BHI brain heart infusion

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

BLASTN BLAST : nucleotides query vs. nucleotide database

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

c Zenti (1071

Da Dalton

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfonamid

DNA Desoxyribonukleinsdure (engl.: Desoxyribonucleic acid)

DNase Desoxyribonuclease

dNTP Desoxyribonukleotid-Triphosphat; Aquimolare Mischung der vier Desoxynukleo-
tidbausteine (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

DSM(Z) Deutsche Sammlung von Mikroorganismen u. Zellkulturen, Braunschweig

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

et al. et alii (= und andere)

EtOH Ethanol

FCS fetal calf serum

g Gramm, Fallbeschleunigung

h Stunde(n)

IPTG Isopropyl-B-Thiogalactopyranosid

IS Interner Standard

IU internationale Einheiten

k. A. keine Angabe

kb Kilobasen

kDa kilo-Dalton, Einheit fiir die molare Masse von Proteinen

Km Kanamycin

1 Liter

LB Luria-Bertani-Medium

Lsg. Losung

m Meter, Milli (10

M Molaritét

mA Milliampere

MCS multiple cloning site

MG Molekulargewicht
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mg Milligramm

min Minute(n)

ml Milliliter

mM Millimolar

MOPS N-Morpholino-3-Propansulfon-Saure

mRNA messenger RNA

mw molecular weight

n.d. nicht detektierbar

Na2-EDTA  Dinatrium-Ethylendiamintetra-azetat

NC - IUB Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry
nt Nukleotide

ODxxx Optische Dichte (,,optical density”) bei xxx nm Wellenlidnge
OPD Oligonucleotide Probe Database

ori Replikationsursprung

PAA Polyacrylamid

PBS phosphatgepufferte Kochsalzlosung

PCI Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

PCR Polymerase Kettenreaktion

PFA Paraformaldehyd

PI Propidiumiodid

r ribosomal

rDNA fiir rRNA kodierende Desoxyribonukleinsadure

RDP Ribosomal RNA Database Project

RNA Ribonukleinsédure

rpm Umdrehungen pro Minute

rRNA ribosomale Ribonukleinsdure

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE  Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
sp. Spezies (Einzahl)

Spp. Spezies (Mehrzahl)

SSC standard saline citrate

SSCA, SSCP ,,Single-stranded conformation analysis, -polymorphism”
ssDNA einzelstringige (single-stranded) DNA

ssu/ss small subunit

t Zeit [s]

T Temperatur [°C bzw. K]

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBE Tris-Borsdure-EDTA

TCA Trichloressigsdure

Tet Tetracyclin

Th temperature of hybridization

™ Schmelztemperatur (,,temperature of melting*)
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Tris
TRITC
U

UN
Uv

v

\Y

v/v
VBNC
verd.
Vol.
VT
w/v
X-Gal

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tetramethylrhodaminisothiocyanat
units

tiber Nacht

ultraviolett

Volt

Elutionsvolumen des Analyten [ml] e
Volumen pro Volumen

viable but nonculturable

verdiinnt

Volumen(-anteile)

Volumenteile

Gewicht pro Volumen
5'-Brom-4-chlor-3-indolyl--D-galaktosid
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Zusammenfassung

16S rRNA Analyse der bakteriellen
Diversitat in Biofilm der Parodontitis

Von 26 Personen mit Parodontitis im fortgeschrittenen Stadium wurden Proben subgingivaler
Plaque entnommen. Die Diversitit der Bakterien wurden durch 16S rRNA Klonierung und Sequen-
zierung bestimmt. Nach Ausschluss chimérer Genabschnitte wurden 578 Sequenzen analysiert. Mit
der Klonbank des Primerpaars 27{/519r konnten 148 Phylotypen nachgewiesen werden (Anzahl der
Klone n=322; sog. phylogenetische Coverage C=66%), mit der Klonbank des Primerpaars 515f/
1525r 75 Phylotypen (n=256, C=84%). Vergleichende Seqeuenzanalysen ergaben, dass 70% aller
untersuchten Sequenzen eine Ahnlichkeit von mindestens 99% mit Sequenzen &ffentlicher Daten-
banken besitzen. Folgende phylogenetische Bakterienklassen waren vertreten: Actinobacteria,
Bacilli, Bacteroidetes, Clostridia, Deferribacteres, Flavobacteria, Fusobacteria, Mollicutes, Spi-
rochaetes und alle Klassen von Proteobacteria. In iiber einem Drittel der Patienten fanden sich
Sequenzen, die mindestens zu 99% mit Porphyromonas gingivalis, Filifactor alocis und Trepo-
nema socranskii libereinstimmen. Die Genbanken, welche mit den beiden PCR Primerpaaren
erzeugt wurden, unterschieden sich signifikant in Représentation folgender bakterieller Familien:
Porphyromonadaceae, Prevotellaceae, Fusobacteriaceae, Eubacteriaceae, Streptococcaceae und
Acidaminococcaceae. Insgesamt 14 Sequenzen zeigten eine Identitit weniger als 97% mit bisher
veroffentlichten Sequenzen und wurden sechs verschiedenen Familien innerhalb der Phyla Bacte-
roidetes, Firmicutes und Alphaproteobacteria zugeordnet. Von 20 mdglichen Krankheitserre-
gern, die vor kurzem mit der Pathogenese der Parodontitis in Verbindung gebracht wurden, konnten
12 Keime nachgewiesen werden. Nach vorliegender Studie haben folgende Bakterien eine patho-
gene Rolle in der Parodontitis: Treponema socranskii subsp. buccale, Filifactor alocis, Dialister
pneumosintes, Porphyromonas gingivalis und Porphyromonas endodontalis. Das Keimspektrum
bei gesundem Parodont stellt sich sehr tiberschaubar dar mit einer besonderen Gewichtung auf den
Streptococcaceae, Staphylococcaceae, Neissericeae, Acidaminococcaceae und Pasteurellaceae,
die 74 % des Keimspektrums im Biofilm von Gesunden ausmachen. Prevotellaceae, Fusobacteria-

ceae und Porphyromonadaceae sind dagegen nur zu einem geringen Anteil vorhanden.
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Summary

16S rRNA analysis of bacterial diversity of
subgingival plaque in periodontitis

In this culture independent 16S rRNA study cloning and sequencing was used to analyse gingival
samples from a population of 26 persons suffering from aggressive periodontitis and six healthy
adult individuals. The samples were amplified with two different universal primer pairs (27f/519r
and 5151/1525r) specific for the 16S rRNA gene. After exclusion of chimeric products 578
sequences from periodontal plaque were phylogenetically analysed. The clone library based on
primer pair 27f/519r revealed 148 phylotypes while the clone library based on primer set 515f/
1525r revealed 75 phylotypes, representing the following bacterial classes Actinobacteria, Bacilli,
Bacteroidetes, Clostridia, Deferribacteres, Flavobacteria, Fusobacteria, Mollicutes, Spirochaetes
and all classes of Proteobacteria. Besides a difference in diversity there also was a different phyl-
ogenetic coverage to be observed: The coverage for clone library 27f/519r with n=322 clones was
C=66 % and for 515f/1525r with n=256 clones was 84 %. Analysing the representation of the fam-
ilies Porphyromonadaceae, Prevotellaceae, Fusobacteriaceae, Eubacteriaceae, Streptococcaceae
and Acidaminococcaceae in both clone libraries yielded a significant difference. Sequences that
were at least 99% identical to Porphyromonas gingivalis, Filifactor alocis and Treponema socran-
skii were present in at least one-third of the patients. The majority of 70 % of the sequences showed
a similarity of at least 99 % with sequences deposited in public databases. A total of 14 sequences
exhibited less than 97% identity and were assigned to six different families within the phyla Bacter-
oidetes and Firmicutes. Twelve of 20 putative pathogens recently proposed to be associated with
periodontitis were recovered. In this study a strong association for periodontitis was seen for the
following bacteria: Treponema socranskii subsp. buccale, Filifactor alocis, Dialister pneumos-
intes, Porphyromonas gingivalis and Porphyromonas endodontalis. In contrary little microbial
diversity is seen in 112 sequences analysed from healthy periodont with 74 % established by Strep-
tococcaceae, Staphylococcaceae, Neissericeae, Acidaminococcaceae und Pasteurellaceae. Bacte-
rial families like Prevotellaceae, Fusobacteriaceae and Porphyromonadaceae often found in

diseased periodont build up less than 10 percent in the healthy periodont.
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