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Analyse mikrobieller Biofilme mittels

innovativer molekularbiologischer Methoden

1. Zusammenfassung

1.1. Kurzbeschreibung

Neue molekularbiologische Methoden gewinnen bei der Untersuchung von Infektionskrank-
heiten zunehmend an Bedeutung. So stehen mit Nukleinsaureamplifikationstechniken (PCR)
und der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) kulturunabhangige Verfahren zur Verfu-
gung, die sich fur die Diagnostik, Pravalenzstudien und fur die Biofilmforschung eignen.

Bei der FISH binden fluoreszenz-markierte Oligonukleotidsonden spezifisch an komplemen-
tare RNA Sequenzen. Sie gewahrt -durch Visualisierung- Einblicke in die Morphologie, die
Stoffwechselaktivitaten und die rdumliche Verteilung von Bakterien und deren Beziehung
zum umliegenden Gewebe.

Die beiden molekularbiologischen Verfahren (PCR und FISH) erganzen damit die bisherigen
konventionellen kulturellen Methoden und kdnnen somit unter anderem zu einer besseren
Aufklarung der Atiologie und der Pathogenese diverser Infektionskrankheiten beitragen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Sie benutzt, um die Rolle von putativen pathogenen Spe-
zies bei chronischen Infektionen, der Parodontitis beim Menschen und der Dermatitis Digita-
lis beim Rind, zu untersuchen. An beide Infektionen sind komplexe mikrobielle Biofilme betei-
ligt, von welchen bisher nicht kultivierte Bakterienspezies einen erheblichen Teil ausmachen.
Parodontitis ist eine akut oder chronisch verlaufende bakterielle Infektionskrankheit des
Zahnhalteapparates. Welche atiologische Rolle Selenomonas spp. dabei spielen, konnte
bisher aufgrund widersprichlicher Ergebnisse in diversen Pravalenzstudien nicht geklart
werden. Wahrend sich in unserer Studie anhand der Dot Blot Analyse kein signifikanter Zu-
sammenhang zwischen Selenomonas spp. und Parodontitis aufzeigen liel3, konnte die FISH
einen wertvollen Hinweis Uber ihre Rolle bei der Biofilmarchitektur liefern. Im Gegensatz da-
zu konnte mittels der Dot Blot Analyse die vorherrschende Rolle von Filifactor alocis bei der
Parodontitis eindeutig bestatigt werden. Der Erreger befindet sich somit auf Augenhdéhe mit
den bisher bekannten Oralpathogenen wie z.B. Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsy-
thia und Fusobacterium nucleatum. Die FISH konnte hierbei durch Visualisierung des dis-
tinkten Aufbaus des Biofilms und Kolokalisationen mit anderen Erregern, seine Rolle als di-

agnostischer Markerkeim untermauern.



In allen drei Arbeiten konnte durch die Kombination von PCR-basiertem Keimnachweis und
FISH entscheidende Erkenntnisse zur Rolle der drei Bakterienspezies bei der Pathogenese
dieser Biofilm-assoziierten Erkrankungen gewonnen werden.

Bei der Dermatitis digitalis bei Rindern handelt es sich um eine ulcerative akut oder chro-
nisch verlaufende Entzindung der Klauen v.a. bei Milchkiihen, welche in Bezug auf beteiligte
Mikroorganismen der Parodontitis sehr ahnelt. Guggenheimella bovis wurde dabei in einer
schweizer Studie als moglicher pathogener Keim vermutet und nachgewiesen. Wahrend die
Dot Blot Analyse von deutschen Rindern keine Beteiligung von Guggenheimella bovis ergab,
konnte mit Hilfe der FISH von zwei schweizer Bioptaten exemplarisch ihre Relevanz und die

Interaktion mit dem Wirt an der Grenzflache zum Gewebe gezeigt werden.

1.1.1. Abstract

Recently, innovative molecular biological methods for diagnosing infectious diseases have
been gaining importance. Culture independent methods like polymerase chain reaction
(PCR) and fluorescence in situ hybridization (FISH) provide promising opportunities for epi-
demiology and biofilm analysis.

In FISH-experiments specific oligonucleotide probes targeting complementary RNA-
sequences allow a culture independent identification of microorganisms in their natural envi-
ronment. By visualization this method provides an insight into morphology, metabolism and
spatial distribution of bacteria and their relation to circumjacent tissue.

Both PCR and FISH add to conventional culture dependent methods and are able to improve
understanding of aetiology and pathogenesis of different infectious diseases.

In this work FISH and dot blot hybridization were used to examine the role of potential patho-
gens in chronic mixed infections as human periodontitis and dermatitis digitalis in cattle.
Complex microbial biofilms are involved in both these infections including a majority of fastid-
ious or yet uncultured species.

Periodontitis is an inflammatory bacterial infection of the periodontium. As of yet various
studies have been unable to reveal the aetiological relevance of Selenomonas spp. in perio-
dontitis. In our dot blot examination we did not find any significant correlation between Sele-
nomonas spp. and periodontitis. However, FISH showed high numbers and the spatial distri-
bution and network of this microorganism. Therefore Selenomonas spp. are suspected to
have an influence on biofilm formation and structure.

In contrast dot blot experiments for F. alocis corroborate suspicion that this microorganism
plays an important role in this infection,being highly prevalent in periodontitis samples as
compared to healthy controls. Filifactor was on the same level with other widely accepted

periodontal pathogens, for example Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia and



Fusobacterium nucleatum. In this case, FISH confirmed F. alocis as an excellent marker or-
ganism for diagnostic assays, visualizing distinct structure of biofilm and co-localization phe-
nomena.

Dermatitis digitalis in cattle is an ulcerative acute or chronic inflammatory disease affecting
the claws which is similar to periodontitis considering the mixed aerob-anaerob microflora.
Guggenheimella bovis seemed to be a putative pathogen in a swiss study. While dot blot
analysis in German cattle did not show any involvement of G. bovis, FISH could show in two
Swiss biopsies their relevance and interaction with host being present deep in the tissue of
infected sites.

All three investigations, outlined above were able to give insights into the role of the three
bacterial species in pathogenesis of biofilm associated diseases by combining PCR-based

bacterial detection and FISH.

1.2. Einleitung

Seit Mitte der 80iger Jahre gewinnen neue molekularbiologische Methoden zur Diagnostik
von Infektionskrankheiten zunehmend an Bedeutung. So stehen mit Nukleinsaureamplifikati-
onstechniken und der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) kulturunabhangige Verfah-
ren zur Verfugung, die sich durch eine vergleichsweise hohe Sensitivitat und Spezifitat aus-
zeichnen [Schweickert 2004]. Dieses gilt insbesondere flr anspruchsvolle, schwer oder bis-
her nicht kultivierte Spezies, wie sie bei aerob-anaeroben Mischinfektionen zu finden sind.
Die Nukleinsaureamplifikationstechniken, wie z. B. die Polymerase Kettenreaktion (PCR-
polymerase chain reaction) mit anschlieliender Dot Blot Hybridisierung ist eine der sensitivs-
ten Untersuchungsmethoden und eignet sich unter anderem fur Pravalenzstudien, da mit ihr
eine grofle Anzahl von DNA-Proben analysiert werden kann. Sie ist somit von unschatzba-
rem Wert flr die Epidemiologie schwer oder bisher nicht kultivierbarer Mikroorganismen.

Bei der FISH binden fluoreszenz-markierte Oligonukleotidsonden spezifisch an komplemen-
tare RNA Sequenzen. Sie erlaubt somit die Visualisierung und gleichzeitig kulturunabhangi-
ge Ildentifikation von Mikroorganismen in ihrem naturlichen Habitat [Wagner 2003].

Es hat sich dabei gezeigt, dass die FISH eine schnelle, kostenglnstige und prazise Methode
zur ldentifikation und Quantifizierung von Mikroorganismen ist. Zusatzlich gewahrt sie Einbli-
cke in die Morphologie, die Stoffwechselaktivitaten und die rdumliche Verteilung von Bakte-
rien und deren Beziehung zum umliegenden Gewebe. Daher bietet sich die FISH insbeson-
dere fUr die Analyse von Mischinfektionen und Biofilmen an. Biofilme sind sessile Lebens-
gemeinschaften von Bakterien. Diese Lebensform bringt flr die Mikroorganismen entschei-
dende Vorteile, z.B. sind sie durch eine Matrix, die von ihnen selbst produziert wird, vor An-

griffen des Immunsystems der Wirtsorganismen geschutzt. Durch hochorganisierte Netzwer-



ke verschiedener Bakterienspezies bilden sich Nahrungsketten innerhalb der Biofilme und
damit 6kologische Nischen flir anspruchsvolle Mikroorganismen.

Die beiden molekularbiologischen Verfahren (Dot Blot Hybridisierung und FISH) erganzen
damit die bisherigen konventionellen kulturellen Methoden und kénnen somit zu einem bes-
seren Verstandnis der Atiologie und der Pathogenese diverser Infektionskrankheiten beitra-
gen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Sie benutzt, um die Rolle von putativen pathogenen Spe-
zies bei chronischen Infektionen, der Parodontitis und der Dermatitis Digitalis, zu untersu-
chen. An beide Infektionen sind komplexe mikrobielle Biofilme beteiligt, von welchen bisher
nicht kultivierte Bakterienspezies einen erheblichen Teil ausmachen.

Parodontitis, die allein im Jahre 2010 deutschlandweit einen finanziellen Schaden von 363
Mio. Euro verursacht hat, ist eine akut oder chronisch verlaufende bakterielle Infektions-
krankheit des Zahnhalteapparates hoher Pravalenz, die unbehandelt zu entziindlichem Ab-
bau sowohl des parodontalen Ligamentes als auch des Knochens fuhrt und damit vorzeitigen
Zahnverlust verursachen kann. Sicher ist, dass es sich um eine Mischinfektion [Socransky
1998] handelt, wobei bei der Vielzahl der in den parodontalen Taschen bereits nachgewie-
senen Mikroorganismen immernoch nicht fest steht, welche Erreger ursachlich und welche
lediglich als Kommensalen beteiligt sind.

Dermatitis digitalis bei Rindern ist eine ulzerative akut oder chronisch verlaufende Entzin-
dung der Klauen v.a. bei Milchkihen, wobei vornehmlich die Fesselbeuge der Hinterlaufe am
Ubergang von der Haut zum Ballenhorn betroffen ist [Blowey 1988]. Die Infektion kann zu
Lahmheit und einem Abfall der Milchproduktion fihren und ist somit auch aus dkonomischer
Sicht von Bedeutung.

Sie ahnelt dem Krankheitsbild ,Parodontitis“ beim Menschen, da auch hier die Vielzahl der
beteiligten noch teilweise unbekannten bakteriellen Spezies eine massive Gewebedestrukti-
on zur Folge hat. Bei beiden Infektionen stehen insbesondere die Treponemen in Verdacht,
eine grolRe Rolle bei der Atiologie der Erkrankung zu spielen. Neuerdings ist bei der Dermati-
tis digitalis eine bisher unbekannte Spezies, die Guggenheimella bovis [Wyss 2005], auf-
grund ihres Nachweises in den Lasionen und ihrer proteolytischen Aktivitat, ins Visier der

Mikrobiologen geraten.

Ziel der Studien war es, mittels PCR und nachfolgender Dot Blot Hybridisierung und FISH
die Pravalenz und die raumliche Verteilung im Biofilm von Selenomonas spp., Filifactor a-
locis und Guggenheimella bovis zu untersuchen, und damit zur Aufklarung ihrer atiologi-

schen Rolle bei der Parodontitis bzw. der Dermatitis digitalis beizutragen.



1.3. Methodik

1.3.1. Dot Blot

1.3.1.1. Patientenkollektive/Rinderbiopsien

1.3.1.1.1. Probenentnahme von Parodontitispatienten

Zum molekularbiologischen Nachweis der potentiellen parodontalen Pathogene Selenomo-
nas spp. wurden von drei verschiedenen Patientenkollektiven (CP = chronical periodontitis, n
= 62, GAP = generalized aggressive periodontitis, n = 82 und PR = periodontitis resistant, n
= 19) 742 subgingivale Plaqueproben entnommen. Fur die Untersuchungen fur Filifactor
alocis enthahm man insgesamt 490 subgingivale Proben (CP = 30, GAP =72, PR = 19).

Die Einteilung der Kollektive basierte auf den Kriterien des internationalen Workshops fur
die Klassifizierung von Parodontalerkrankungen von 1999 [Armitage 2000].

Dabei wiesen die Probanden mit chronischer Parodontitis an wenigstens 30% der verbliebe-
nen Zahne eine Taschentiefe von > 4mm auf und die Probanden mit generalisierter aggres-
siver Parodontitis an mehr als drei Zahnen (ausgenommen Inzisivi und 6 Jahr-Molaren,
Krankheitsbeginn vorm 30. Lebensjahr) eine Taschentiefe von > 6mm.

Das dritte Kollektiv bildete die Kontrollgruppe. Diese Probanden waren mindestens 65 Jahre
alt, hatten noch wenigstens 20 nattrliche Zahne ohne Anzeichen einer aktiven Parodontitis,
bis zu diesem Zeitpunkt noch nie eine Parodontitistherapie erhalten, und wiesen einen Atta-
chmentverlust von héchstens 2mm und Taschentiefen von < 5mm auf.

AusschluRkriterien waren chronisch systemische Erkrankungen, antientziindliche oder anti-

mikrobielle Therapie innerhalb der letzten sechs Monate, Schwangerschaft und Stillzeit.

Bei allen Probanden wurden die Plagueproben nach supragingivaler Reinigung aus den je-

weils tiefsten Taschen mittels drei steriler Papierspitzen entnommen.

1.3.1.1.2. Dermatitis digitalis-Proben

Zum Nachweis von Guggenheimella bovis wurden von 58 erkrankten brandenburgischen
Milchkihen Stanzbiopsien von ca. 0,7cm im Durchmesser entnommen und zweigeteilt. Die
Halften wurden jeweils fir die Dot Blot Hybridisierung und die FISH verwendet. Zusatzlich
wurden noch zwei weitere vormals Guggenheimella-positiv getestete Proben von schweizer

Rindern -ausschlieflich fur die FISH- in die Studie einbezogen.



1.3.1.2. Oligonukleotidsonden

Die spezifischen Oligonukleotidsonden SELE (5-TCGGAATGTTGTCCCCATCC-3") fur Se-
lenomonas spp., FIAL (5-TCTTTGTCCACTATCGTTTTGA-3") fur F. alocis und GUBO1 (5'-
CCAGTGGCTATCCCTGTGTGAAGG-3") fur G. bovis wurden mit Hilfe der Datenbanken
GenBank, EMBL und Ribosomal Database Projekt Il [Maidak 2001] in silico durch verglei-
chende Sequenzanalyse erstellt. Dabei wurden die Sonden so konfiguriert, dass maximal ein
bis zwei Fehlbasenpaarungen schon keine ausreichende Bindung mehr ermdoglichten, um
eine moglichst hohe Spezifitat zu erreichen.

Zur Detektion wurden alle Oligonukleotidsonden (EUB 338=panbakterielle Sonde, SELE,
FIAL und GUBO1) nonisotopisch mit Digoxigenin markiert.

1.3.1.3. PCR und Dot Blot Hybridisierung

Es erfolgte die DNA-Extraktion und Amplifizierung mittels der panbakteriellen Primer TPU1
(korrespondierend zur Position 8 bis 27 des 16S rRNA Genes von E. coli) und RTU3 (kor-
respondierend zur komplementaren Position 519 bis 536 des 16S rRNA Genes von E. coli)
Der Nachweis der erfolgreichen Amplifizierung erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese
[Moter 1998].

AnschlieRend wurden die PCR-Produkte auf Nylonmembranen pipettiert und mit UV-Licht
fixiert.

Um die Spezifitdt der Sonden zu evaluieren und optimieren wurde zusatzlich eine weitere
Membran nach gleichem Schema mit PCR-Produkten nah verwandter Mikroorganismen und
35 diversen anderen Oralpathogenen angefertigt, die als Positivkontrollen (Selenomonas
sputigena DSM 20758", Selenomonas noxia DSM 19578 und Centipeda periodontii
DSM 2778 fiir SELE, Filifactor alocis ATCC 35896" fir FIAL und Guggenheimella bovis
DSM 15657 fiir GUBO1) oder Negativkontrollen (Selenomonas lacticifex DSM 20757" und
Selenomonas ruminatium subsp. ruminantium DSM 2150" fir SELE, Filifactor villosus
ATCC 33388 firr FIAL und Tindallia magadiensis DSM 10318 fiir GUBO1) fungierten.

Die Oligonukleotidsonde EUB338 [Amann1990], die an einem konservierten Genabschnitt
der 16S rRNA in Bakterien bindet, wurde eingesetzt, um eine erfolgreiche PCR-Amplifikation
sicherzustellen.

Nach erfolgter Hybridisierung wurde mit anschlieRenden Waschschritten ungebundene Son-
de entfernt. Die mit Digoxigenin markierte gebundene Sonde wurde mittels Antikdrpern de-
tektiert. Nach Entfernung von Uberflissigen Antikdrpern wurde das Substrat CSPD (Disodi-
um 3 - (4 - methoxyspiro{1,2 — dioxetane - 3,2’ - (5' - chloro)tricyclo[3.3.1.1%*"]decan} - 4 —yl)
phenyl phosphate) hinzugefugt. Beim enzymatischen Abbau des CSPDs durch den Digoxi-



geninantikbrper kommt es zur Chemilumineszenz, die zur Schwarzung von Roéntgenfilmen
fuhrt.
Daher konnten die Membranen auf herkdmmliche Rontgenfilme gelegt, und nach 1-30 stun-

diger Exposition entwickelt werden.

1.3.2. FISH

1.3.2.1. Patientenkollektive/Rinderbiopsien

1.3.2.1.1. Probenentnahme von Parodontitispatienten und Aufarbeitung fiir die FISH

Far die FISH wurden den GAP Patienten mittels speziell hergestellter Tragersysteme die in
vivo gewachsenen Biofilme entnommen [Wecke 2000].

Dabei wurden Polytetrafluorethylenmembranen um kleine Plastikspitzen gewickelt und mit
Cyanoacrylatkleber fixiert. Die Trager wurden in die parodontalen Taschen von Parodonti-
tispatienten eingebracht, fixiert und flr 7 Tage dort belassen. Nach Enthahme und Formalin-
fixierung [Moter 1998] wurden sie in Technovit, einem Methacrylat-Kunstharz, eingebettet,
mit einem Rotationsmikrotom geschnitten und als 3um starke Schnitte auf silanisierte Objekt-
trager aufgebracht [Wecke 2000].

Zusatzlich wurden fur die Selenomonas Versuchsreihe in Streifen geschnittene Thermanox-
deckglaser aus Kunststoff -fiir den direkten Vergleich zwischen FISH und Elektronenmikro-

skopie- simultan in einer parodontalen Tasche belassen.

Die Biopsien gewann man wahrend eines parodonthalchirurgischen Eingriffes. Nach Ent-

nahme erfolgte die Verarbeitung nach dem oben genannten Procedere.

1.3.2.1.2. Dermatitis digitalis-Proben

Zum Nachweis von Guggenheimella bovis wurde die Halfte Stanzbiopsien, der von den 58
erkrankten einheimischen und der zwei schweizer Milchkiihen, nach identischem Muster

verarbeitet.
1.3.2.2. Oligonukleotidsonden
Die spezifischen FISH-Sonden SELE flir Selenomonas spp., FIAL fur F. alocis und GUBO1

fur G. bovis hatten die identische Sequenz, wie die oben beschriebenen Dot Blot-Sonden.

Fir die FISH wurden die Sonden mit den unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen Fitc (Flu-



oresceinisothiocyanat), Cy3 (Indocarbocyanin) und Cy5 (Indodicarbocyanin) markiert, was

eine simultane Anwendung ermdglichte.

1.3.2.3. FISH

Um die FISH-Sonden zu optimieren und evaluieren wurden die bereits erwahnten Bakterien-
stdmme als Positiv- und Negativkontrollen fixiert, auf Kontrollobjekttrager aufgetropft und mit
den FISH-Sonden hybridisiert. Fir jede Sonde wurde unter Zuhilfenahme des Programmes
daime (digital image analysis in microbial ecology) [Daims 2006] die optimale Formamidpuf-
ferkonzentration der Hybridisierungslésung, bei der die maximale Stringenz und damit Spezi-
fitdt der Sonde errreicht ist, ermittelt. Dabei ergab sich fur die Oligonukleotidsonde SELE (fur
Selenomonas spp.) eine optimale Formamidkonzentration von 30%, fur FIAL (fir F. alocis)
von 20% und fir GUBO1 (fur G. bovis) von 30%.

Kontrollobjekttrager mit den entsprechenden Positiv- und Negativkontrollen wurden bei jeder

FISH-Untersuchung mitgefuhrt.

Die Technovitschnitte wurden in abgedunkelten, feuchten Kammern fur 2-3h bei 50°C hybri-
disiert. Uberfliissige Hybridisierungslésung wurde mit Waschpufferldsung entfernt. Nach
Trocknung wurden die Schnitte mit Eindeckmedium zur Vermeidung von Fluoreszenzverlus-
ten und Deckglas versehen. Das Eindeckmedium enthielt den unspezifischen Nukleinsaure-
farbstoff DAPI = 4,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid zur sequenzunabhangigen Dar-

stellung von Mikroorganismen und eukaryonten Zellkernen.

Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten mittels eines Epifluoreszenzmikroskops (AxioPlan
1), welches mit Schmalbandfiltersets zur Uberlappungsfreien Detektion der Fluoreszenzsig-
nale und einer Digitalkamera (AxioCam HRC) ausgestattet war.

Die Thermanoxtragerschnitte wurden rasterelektronenmikroskopisch von unserem Koopera-
tionspartner Christoph Schaudinn, Ashmanson Center for Advanced Electron Microscopy

and Imaging, House Ear Institute, Los Angeles, CA, USA, ausgewertet.
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1.4. Ergebnisse

1.4.1. Dot Blot-Hybridisierung

Die Hybridisierungen mit der panbakteriellen Sonde EUB338 konnten aufgrund der Signal-
starke fir alle entnommenen Proben, sowie fur die Negativ- als auch Positivkontrollen eine

erfolgreiche Amplifikation belegen.

1.4.1.1. Selenomonas spp.

Die Oligonukleotidsonde SELE, erfasste wie erwartet die Positivkontrollen Selenomonas
sputigena, Selenomonas noxia und Centipeda periodontii.

Die Negativkontrollen Selenomonas lacticifex und Selenomonas ruminantium subsp. rumi-
nantium sowie alle 35 weiteren Oralpathogene wurden von der Sonde nicht markiert.

Von 742 einbezogenen Proben waren 140 SELE-positiv, bzw. von den 163 Probanden wur-
den 62 SELE-positiv getestet.

Die Pravalenz , d.h. wenigstens eine SELE-positive Zahnfleischtasche pro Proband, war mit
51,6% im GAP-Kollektiv am hdéchsten, gefolgt von dem PR-Kollektiv mit 47,4%.

Die geringste Pravalenz mit 25,6% wies das CP-Kollektiv auf.

Es bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen SELE-positiven Probanden und de-
ren Alter oder Geschlecht.

Vergleichende Analysen derselben Proben aus vorherigen Dot-Blot-Hybridisierungen mit
anderen Sonden, spezifisch fur die putativ oralpathogenen Spezies Pophyromonas gingi-
valis, Prevotella intermedia, Treponema denticola, Tannerella forsythia und Fusobacterium
nucleatum ergab, dass Selenomonas spp. eine niedrigere Pravalenz sowohl im GAP (27,3%)
als auch im CP-Kollektiv (10,3%) aufwies.

In der Kontrollgruppe (PR) wurden flr die etablierten parodontalen Spezies P. gingivalis, P.
intermedia und F. nucleatum &ahnlich hohe Pravalenzen wie fir Selenomonas spp. (24,3%)
festgestellt. Lediglich die Oralpathogene T. forsythia und T.denticola wiesen eine hdhere
bzw. niedrigere Pravalenz auf als Selenomonas spp.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Selenomonas spp. unterschieden sich die Pravalen-
zen von P.gingivalis, P. intermedia, T. denticola und T. forsythia signifikant zwischen den
GAP und den PR Kollektiven.

P. gingivalis, P. intermedia, T. denticola und F. nucleatum wurden im CP Kollektiv signifikant

haufiger nachgewiesen als in der Kontrollgruppe.

11



Setzte man die Taschentiefen der Probanden ins Verhaltnis, ergab sich fur flache Taschen
(1-3mm) eine hdhere Pravalenz von Selenomonas spp. in der Kontrollgruppe als in beiden
erkrankten Kollektiven.

In tiefen Taschen(>5mm) wurden Selenomonas spp. signifikant haufiger bei GAP als bei CP
Patienten detektiert.

In Taschen mittlerer Tiefe wurden keine siginfikanten Unterschiede gefunden.

1.4.1.2. Filifactor alocis

Die Oligonukleotidsonde FIAL, erfallte die Positivkontrolle Filifactor alocis.

Die Negativkontrolle Filifactor villosus sowie 43 weitere Oralpathogene wurden von der Son-
de nicht markiert.

Nach Probenanalyse ergab sich daraus eine Pravalenz von F. alocis im GAP-Kollektiv von
68,1%, im CP-Kollektiv von 66,7% und 5,3% im PR-Kollektiv. Das Vorkommen von F.alocis
im GAP und im CP-Kollektiv war damit signifikant haufiger als im PR-Kollektiv. Gleiches gilt
nach Analyse der Daten fur T. forsythia und F. nucleatum, wobei auch die Pravalenz von
F. nucleatum im CP-Kollektiv signifikant hdher war als in der Kontrollgruppe (PR). F. alocis
war damit nach T. forsythia und F. nucleatum der am haufigsten gefundene Mikroorganis-
mus.

Setzte man die Taschentiefen der Probanden ins Verhaltnis ergab sich fur Taschen von
4-6 mm und 7-9 mm eine hdéhere Pravalenz von F. alocis in beiden erkrankten Kollektiven als
in der Kontrollgruppe. Zwischen den beiden Parodontitisgruppen wurden beziglich der Ta-

schentiefe keine statistisch signifikanten Unterschiede gefunden.

1.4.1.3. Guggenheimella bovis

Die Oligonukleotidsonde GUBO1, erfalte keine der klinischen Proben aus dem deutschen

Kollektiv, sondern lediglich die Positivkontrolle G. bovis.

1.4.2. FISH
1.4.2.1. Selenomonas spp.
Sowohl die Positiv- (S. sputigena, S. noxia, C. periodontii) als auch die Negativkontrollen (S.

lacticifex,S. ruminantium subsp. ruminantium) wurden mit der panbakteriellen Sonde
EUB338 erfolgreich erfasst.
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Die Hybridisierungen mit der spezifischen Sonde SELE markierte erwartungsgemaf nur die
Positivkontrollen. Die Negativkontrollen, S. lacticifex und S. ruminantium subsp. ruminantium
- als phylogenetisch nachste Verwandte - und weitere Oralpathogene wurden nicht erfasst.
Mit der panbakteriellen Sonde EUB338 war die Visualisierung der in vivo gewachsenen Bio-
filme sowohl an den Tragern als auch in den Gingivabiopsien moglich.

In einigen Tragern aus dem GAP-Kollektiv und in einer Biopsie konnten mit der Sonde SELE
Mikroorganismen aus dem Genus Selenomonas markiert werden.

Waren Selenomonaden vorhanden, so erschienen sie meist zahlreich, dicht angeordnet und
wiesen die typische halbmondférmige Morphologie auf [Moore 1987]. Die Selenomonaden
bevorzugten weder ein bestimmtes Taschenareal (apikal, mittig, zervikal) noch eine be-
stimmte Membranseite (dem Zahn oder der Gingiva zugewandt).

Erfolgte zusatzlich eine Hybridisierung mit einer Sonde spezifisch fur Fusobakterien, konnte
eine enge raumliche Anordnung der beiden Spezies beobachtet werden.

In der FISH der Biopsie erschienen die Morphologie und das Erscheinungsbild der Sele-
nomonaden ahnlich derer aus den Biofilmen der Trager.

Mit dem Rasterelektronenmikroskop wurden die Biofilme der aus den zeitgleich inserierten
Thermanoxtragern optisch dargestellt, dabei wiesen zahlreiche Mikroorganismen die fur Se-

lenomonas spp. typische Struktur auf.

1.4.2.2. Filifactor alocis

Die Positiv- (F. alocis) als auch die Negativkontrolle (F. villosus) wurden mit der panbakteriel-
len Sonde EUB338 erfasst.

Bei der Hybridisierung mit der spezifischen Sonde FIAL wurde nur die Positivkontrolle ge-
farbt.

Sowohl in der Biopsie als auch in 9 von 11 GAP-Patienten konnte F. alocis detektiert wer-
den.

F. alocis wurde vornehmlich in den tieferen Regionen der Zahnfleischtasche gefunden, we-
niger im Zahnhalsbereich. Dabei besiedelte er vorwiegend die dem Gewebe zugewandte
Seite des Biofilms.

Wahrend der Organismus in einigen Bereichen des Biofilms ohne erkennbare Anordnung
auftrat, zeigte er in anderen Bereichen wiederum einen héheren Grad an Organisation. So
wurde er in dicht angeordneten Ansammlungen vorgefunden, die konzentrische Strukturen
ausbildeten.

Eine ahnliche Anordung konnte auch bei der Ginigivabiopsie beobachtet werden, wobei er

auch zweigahnliche Strukturen innerhalb des erkrankten Gewebes ausbildete.
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1.4.2.3. Guggenheimella bovis

Wahrend die panbakterielle Sonde EUB338 sowohl G. bovis (Positivkontrolle) als auch T.
magadiensis (Negativkontrolle) erfolgreich erfasste, detektierte die Sonde GUBO1 erwar-
tungsgemal nur die Positivkontrolle.

Alle untersuchten Proben zeigten unter der EUB338 den charakteristischen Aufbau von DD-
Ulzera, mit groflen Ansammlungen diverser Mikroorganismen, wobei fusiforme Bakterien
und Spirochaten die vorderste Front bildeten.

Guggenheimella bovis konnte in keiner der Biopsien der 58 deutschen Rinder nachgewiesen
werden, weder in den oberflachlichen oder tieferen Schichten der Ulzera noch an der Grenz-
flache zum gesunden Gewebe.

Lediglich in den zwei schweizer Bioptaten gelang die Visualisierung von G. bovis, wobei die-
se Spezies vorwiegend kugelférmige Mikrokolonien bildete und weniger vereinzelt auftrat.
Die Mikrokolonien kamen sowohl in gesunden als auch in erkrankten Regionen der Biopsien
vor, die Mehrzahl davon in gesunden Gewebeabschnitten.

Dabei unterschieden sich die Guggenheimella-positiven Biopsien in der Biofilmstruktur und
bei den beteiligten Morphotypen der Bakterien erheblich von den von Spirochaten dominier-

ten Ulzera der deutschen Rinder.

1.5. Diskussion

Sowohl die humane Parodontitis als auch die Dermatitis digitalis beim Rind sind nach heuti-
gem Wissensstand bakterielle Mischinfektionen mit anschlie’iender Gewebedestruktion, wo-
bei sich immer noch nicht klar abzeichnet, welche Erreger ursachlich bzw. nur als Kom-
mensalen beteiligt sind.

So ist allein die Zusammensetzung der Mundflora (humanes orales Mikrobiom), noch nicht
hinreichend geklart. Nach aktuellen molekularbiologischen Analysen kénnen etwa 1200 Ta-
xa im menschlichen Mund unterschieden werden. Hiervon sind ca. 68% der mutmallichen
Phylotypen nicht kultiviert [Dewhirst 2010, Griffen2011].

Problematisch ist vor allem in diesem Zusammenhang der Fakt, dass die Mikroorganismen
nicht planktonisch vorkommen, sondern in einem Biofilm als sessile, - oftmals an einer Ober-
flache adhérierte - Lebensgemeinschaft hoch organisiert sind. Sie schitzen sich vor Angrif-
fen des Immunsystems mit einer eigens synthetisierten extrazellularen polymeren Substanz-
schicht (EPS-matrix), die aus Nukleinsauren, Proteinen, Polysacchariden und Fetten besteht
[Hall-Stoodley 2012]. Innerhalb dieser Aggregate profitieren sie von Nahrungsketten und

sind in der Lage Uber das sogenannte ,quorum sensing“ speziesubergreifend miteinander zu
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kommunizieren. Dabei wird Gber biochemische Verbindungen, sogenannte Autoinducer, die
Genexpression der Population gesteuert und die Dichte derselben, bzw. deren Wachstum
Uberwacht [Claiborne Fugqua 1994].

All diese Eigenschaften erschweren zusatzlich einen kulturellen Nachweis, wenn es ihn nicht
sogar unmdglich macht und flhren so, vermutlich auch Uber eigeschrankte Diffusion oder
unterschiedliche Teilungsgeschwindigkeiten der Mikroorganismen innerhalb der Biofilme, zu
einer erhohten Antibiotikatoleranz. Diese ware bei einem rein planktonischem Vorkommen
so wahrscheinlich nicht gegeben und ist fir die Kliniker von besonderem Interesse, da die

zugige Auswahl eines geeigneten Antibiotikums therapieentscheidend ist.

Die damit gerade zur Notwendigkeit werdende eingehendere Analyse der Biofilmarchitektur
wird u. a. durch die FISH realisiert, die, mit geringem Zeitaufwand, den molekularbiologi-
schen kulturunabhangigen Nachweis mit der Mikroskopie kombiniert und somit die raumliche
Auflésung und die Menge der potentiellen Pathogene, wobei eine Unterscheidung zwischen

Besiedlung und Kontamination maéglich wird.

Auch die PCR fir sich genommen hat nur eine qualitative und sehr bedingt quantitative Aus-
sagekraft, zumal bei der Parodontitis in tieferen Zahnfleischtaschen insgesamt mehr Bakte-
rien vorhanden sind und damit eher Uber der Nachweisgrenze der PCR-Nachweise liegen,

ohne dabei zwischen pathogenen und opportunistischen Erregern zu differenzieren.

In dieser Arbeit gelang mit Hilfe der PCR und anschlieRender Dot Blot Hybridisierung eine
kulturunabhangige Pravalenzstudie diverser potentiell pathogener Mikroorganismen.

Die Dot Blot Hybridisierung ergab im Falle von Selenomonas spp. keinen entscheidenen
Hinweis auf ihre Beteiligung an der Entstehung bzw. Progression der Parodontitis, zumal-
streng genommen- alle positiv markierten Felder auch Centipeda periodontii, einem phylo-
genetisch nah verwandtem und vormals bereits mit Parodontitis assoziiertem Mikroorganis-
mus [Lai 1983] zugeordnet werden kdnnten.

Lediglich die FISH konnte einen moglichen Zusammenhang herstellen, da sie Selenomonas
spp. wenn vorhanden, in hoher Zahl und in allen Bereichen des Biofilmes nachwies.

Mit Hilfe der FISH war eine klare morphologische Unterscheidung zwischen Selenomonas
spp. und Centipeda periodontii méglich.

Die elektronenmikroskopischen Bilder der Trager aus SELE-positiv getesteten parodontalen
Taschen verglichen mit den Bildern der FISH derselben Taschen unterstiitzen die Annahme,
dass zumindest Selenomonas-artige Mikroorganismen aufgrund ihres strukturellen Aufbaus,
v.a. mit den an der konkaven Seite inserierenden Flagellen, eine wichtige Rolle in der Biol-
filmarchitektur einnehmen und damit indirekt einen negativen Verlauf der Erkrankung bewir-

ken konnten.
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Sogar die These Uber mdgliche Koaggregationsphanomene mit anderen Oralpathogenen,

wie z.B. F. nucleatum spp. konnte visuell untermauert werden [Kolenbrander 1989].

Im Gegensatz dazu konnte fur F. alocis, verglichen mit anderen bisher weit verbreitet akzep-
tierten Oralpathogenen, eine mallgebliche Rolle bei der Entstehung und Progression der

Parodontitis abgeleitet werden.

So koénnte er deren Platz als diagnostischer Marker [Riep 2009 ] fir Parodontitis einnehmen,
da seine Pravalenz sowohl im GAP als auch im CP-Kollektiv, unabhangig von der Tiefe der
Zahnfleischtasche, signifikant gegenuber den gesunden Probanden erhéht war.

Unterstltzung findet die These auch durch die FISH, bei der die Visualisierung von F. alocis,
organisiert in einem Biofilm, gelang. Die enge rdumliche Beziehung zu anderen Mikroorga-
nismen lasst dabei auf symbiontisches, und damit u.U. das Krankheitsbild negativ beeinflus-
sendes, Verhalten schlielRen. Es konnte sogar gezeigt werden, dass er vornehmlich apikale
und mittlere Bereiche der parodontalen Taschen besiedelt und dabei, auf der gewebezuge-
wandten Seite, die Wirtsabwehr moglicherweise stark bestimmen konnte.

Daher sollte generell Uber eine Korrektur bzw. Neu-Evaluierung der diagnostischen Marker-

keime bei Parodontitis nachgedacht werden.

Im Falle der Dermatitis Digitalis konnte fur G. bovis mit beiden Methoden keine &tiologische
Rolle bestatigt werden [Wyss 2005]. Es gelang aber mit der FISH auszuschlieen, dass
frihere Detektionen von G. bovis auf einer reinen Kontamination beruhten. Auch seine ge-
lungene Darstellung in gesunden Bereichen der Ulzera und seine gewebeinvasiven Eigen-
schaften lassen durchaus den Schluss zu, dass dieser Mikroorganismus, so vorhanden,
durchaus das Feld fur die bakterielle Invasion ebnet. So fand sich eine sehr unterschiedliche
Biofilmarchitektur. Bei den deutschen Fallen dominierten vornehmlich Treponemen die tiefe-
ren Gewebeschichten, wahrend bei den schweizer Rinderklauen die Guggenheimella an
vorderster Front der Gewebeinvasion war. So kann man darlber spekulieren, ob es grund-

satzlich verschiedene Formen der Dermatitis digitalis gibt.

Die Kombination von PCR-basierten Nachweisverfahren PCR mit FISH ist ein viel verspre-
chendes Verfahren fur die Untersuchung der pathogenetischen Bedeutung, v.a. von schwer
oder nicht kultvierbaren Mikroorganismen.

Da die reine Pravalenz (PCR, Dot Blot) die Pathogenitat eines Mikroorganismus noch nicht
beweist, kann seine Visualisierung mit Hilfe der FISH wichtige Indizien fir seine Rolle im
Biofilm oder seine Invasivitat liefern. Das gilt ebenfalls fir schwer kultivierbare und bisher

nicht kultivierte Spezies.
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In den drei vorgestellten arbeiten wurden sie erfolgreich zur Analyse von Biofilm assoziierten

Erkrankungen eingesetzt.

1.5.1. Ausblick

Auch die momentan auf dem Vormarsch befindliche Mikrobiomanalyse ist bis dato lediglich
eine Bestandsaufnahme und zurzeit noch nicht geeignet, einen direkten Zusammenhang
zwischen gesundheitsférdernden und krankheitsauslésenden Mikroorganismen herzustellen.
Auch hier kann die Kombination mit FISH wertvolle Informationen fir die Infektionsbiologie
liefern.

Weiterhin kann sie fur funktionelle Analysen, wie Bakterium-Wirt Interaktionen eingesetzt
werden.

Da die FISH unter anderem Uber den rRNA Gehalt von bakteriellen Zellen Auskunft geben
kann, und somit ihrer Aktivitat in situ, ware es somit méglich, Vitalitdtsmessungen von Bakte-
rien in Biofilmen vorzunehmen. Dies wirde neue Perspektiven in der in situ Analyse von Bio-
filmregulationen eréffnen und eine gezieltere Auswahl und Verordnung von Antibiotika er-

maoglichen.
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