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ZUSAMMENFASSUNG

Abstract

Parodontitis ist die bakteriell bedingte entziindliche Erkrankung aller Strukturen des Zahnhalteapparates und
stellt im fortgeschrittenen Lebensalter die haufigste Ursache fiir Zahnverlust dar. Die Mikroflora
parodontaler Lasionen ist der Zahnwurzel als komplexer, strukturell heterogener Biofilm aufgelagert und
umfasst eine Vielzahl nicht oder nur schwer kultivierbarer Organismen, die erst durch die Einflihrung DNA-
basierter Nachweisverfahren in den Blickpunkt der Forschung gertickt sind.

Filifactor alocis ist ein solches schwer zu kultivierendes Bakterium, das in den vergangenen Jahren
wiederholt bei Patienten mit chronischer Parodontitis (CP) und generalisierter aggressiver Parodontitis
(GAP) nachgewiesen werden konnte. In der ersten Studie der vorliegenden Arbeit wurde eine flr F. alocis
spezifische Oligonukleotidsonde entwickelt und die Prévalenz des Organismus mit Dot Blot
Hybridisierungen in insgesamt 490 subgingivalen Proben von GAP-Patienten, CP-Patienten und
Parodontitis-resistenten (PR) Patienten untersucht. Dariiber hinaus wurde mit Hilfe von Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) und anschlieBender Epifluoreszenzmikroskopie die rdumliche Verteilung und
strukturelle Anordnung von F. alocis in subgingivalen Biofilmen von GAP-Patienten analysiert.

In der zweiten Studie dieser Arbeit wurde, mit denselben Methoden, die Prévalenz oraler Selenomonas
spp., die in der Vergangenheit ebenfalls oft mit Parodontalerkrankungen assoziiert worden sind, in 742
Proben von GAP-, CP- und PR Patienten bestimmt und ebenso die rdumliche Anordnung dieser Organismen
in GAP-Biofilmen studiert.

F. alocis erwies sich als hervorragender Markerkeim fir parodontale Erkrankungen. Der Organismus
konnte bei einem GroRteil der CP- und GAP-Patienten detektiert werden und wies zugleich eine
ausgesprochen niedrige Prévalenz in der PR Gruppe auf. Auch die mikroskopische Untersuchung
subgingivaler Biofilme von GAP-Patienten lieR auf eine entscheidende Rolle von F. alocis bei der
Pathogenese von Parodontalerkrankungen schlieen. Der Organismus siedelte vornehmlich in der Tiefe der
parodontalen L&sion in enger Nahe zur Wirtsabwehr und war, in Assoziation mit anderen Parodontalkeimen,
an zahlreichen Formationen beteiligt, die eine strukturelle Organisation des Biofilms widerspiegelten.

Die Pravalenz von Selenomonas spp. dagegen war nicht signifikant mit dem Vorliegen von
Parodontalerkrankungen korreliert. FISH und die anschlieende epifluoreszenzmikroskopische Analyse von
GAP-Biofilmen zeigten jedoch, dass Selenomonas spp., wenn sie in einer Probe dargestellt werden konnten,
oft in grofRer Zahl auftraten und in diesen Féllen einen wichtigen Beitrag zur Biofilmarchitektur leisteten.

In der dritten Studie dieser Arbeit wurden Biopsien boviner Dermatitis digitalis (DD), einer
entzlindlich ulzerierenden Biofilmerkrankung der Rinderklaue, untersucht. Guggenheimella bovis, ein nur
selten in DD-Lé&sionen nachzuweisendes Bakterium, konnte mit Hilfe von FISH tief im Gewebe, als
Pionierkeim in einigem Abstand von der voranschreitenden bakteriellen Front, dargestellt werden.

Die vorliegende Arbeit verdeutlicht eindrucksvoll den Wert einer kombiniert epidemiologischen und

mikroskopischen Analyse der Beteiligung putativer Pathogene flr das Studium von Biofilmerkrankungen.



Einleitung und Zielstellung

Parodontitis ist die bakteriell bedingte entziindliche Erkrankung aller Strukturen des Zahnhalteapparates und
durch fortschreitenden Abbau von Desmodontalfasern und dem die Zahnwurzel umgebenden
Alveolarknochen gekennzeichnet. Chronische Verlaufsformen der Parodontitis weisen in der erwachsenen
Bevolkerung Deutschlands eine hohe Pravalenz auf [1] und stellen im fortgeschrittenen Alter die haufigste
Ursache fiir Zahnverlust dar [2]. Daneben existieren aggressive Verlaufsformen, die trotz hohem
therapeutischen Aufwand und guter Mitarbeit des Patienten oft mit einer raschen Zerstérung des
Zahnhalteapparates einhergehen.

Die bakterielle Atiologie der Parodontitis stellt die Forschung vor eine Herausforderung. Die
subgingivale Mikroflora des Menschen umfasst mehrere hundert verschiedener Organismen, von denen ein
Grol3teil nicht oder nur schwer Kkultivierbar ist und erst durch die Einfihrung DNA-basierter
Nachweisverfahren detektiert werden konnte [3, 4]. Bis weit in die 90er Jahre hinein richtete sich jedoch das
Hauptaugenmerk der Forschung auf das Studium einiger gut kultivierbarer Parodontalpathogene, darunter
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Treponema denticola, Tannerella forsythia,
Fusobacterium nucleatum und Aggregatibacter actinomycetemcomitans [5-8]. Erst im Laufe des
zuriickliegenden Jahrzehnts wurde die Assoziation vieler nicht oder nur schwer kultivierbarer subgingivaler
Organismen mit parodontalen Erkrankungen eingehender untersucht [9-11]. Gleichzeitig wurden Zweifel an
der Geeignetheit einiger der weithin akzeptierten gut kultivierbaren Parodontalpathogene als Marker fiir
parodontale Erkrankungen erhoben [12].

Bakterien in parodontalen Lasionen leben als strukturell heterogene Gemeinschaften, die der
Wurzeloberflache als Biofilm aufgelagert sind und durch ein komplexes Wechselspiel zwischen mikrobiellen
und Wirtsfaktoren, aber auch durch zahlreiche bakterielle Interaktionen gekennzeichnet sind [13]. Fur unser
Verstandnis der Parodontitis und fiir ein gezieltes therapeutisches Eingreifen ist nicht nur die Untersuchung
der Assoziation von Erregern mit dem Auftreten und Schweregrad der Erkrankung von groRer Bedeutung,
sondern auch das Studium der Architektur subgingivaler Biofilme und der Rolle einzelner Organismen darin.

Filifactor alocis ist ein Gram-positives, schwer kultivierbares Bakterium, das in den letzten Jahren
wiederholt in subgingivalen Proben bei chronischer Parodontitis (CP) und generalisierter aggressiver
Parodontitis (GAP) detektiert werden konnte [9, 11, 14, 15] und ebenfalls, in einer longitudinalen Studie, mit
fortschreitendem parodontalen Stlitzgewebsverlust assoziiert worden ist [16]. Ziel der ersten Studie der
vorliegenden Arbeit war es, eine fir F. alocis spezifische Oligonukleotidsonde zu entwickeln und mit Hilfe
von Dot Blot Hybridisierungen die Prévalenz des Organismus in subgingivalen Proben von GAP- und CP-
Patienten sowie einer Parodontitis-resistenten (PR) Kontrollgruppe zu bestimmen. Dartiber hinaus wurden
mittels eines speziellen Trégersystems in vivo gewachsene subgingivale Biofilme von GAP-Patienten

gesammelt. Mit Hilfe dieser Technik sollte F. alocis durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) und



anschliefende Epifluoreszenzmikroskopie erstmals im Biofilm dargestellt und die rdumliche Anordnung und
Verteilung des Organismus in der parodontalen Tasche untersucht werden.

In der zweiten Studie dieser Arbeit sollte, unter Verwendung derselben Methoden, die Préavalenz oraler
Selenomonas spp. bei GAP- und CP-Patienten im Vergleich zur PR Gruppe bestimmt und ebenfalls eine
Analyse der topographischen Verteilung dieser Organismen im Biofilm vorgenommen werden. Die Gruppe
der oralen Selenomonas spp., die eine Vielzahl unkultivierbarer Organismen umfasst, ist in den vergangenen
Jahrzehnten oft mit chronischer und aggressiver Parodontitis in Zusammenhang gebracht worden [11, 17,
18]. Ebenso héufig jedoch ist bei parodontal erkrankten Patienten nur eine geringe Prévalenz von
Selenomonas spp. ermittelt worden [14, 19-21]. Die Ergebnisse der Epifluoreszenzmikroskopie sollten in
diesem Teil der Arbeit durch elektronenmikroskopische Untersuchungen unterstiitzt werden.

Die dritte Studie der vorliegenden Arbeit befasste sich mit Guggenheimella bovis, einem vor wenigen
Jahren erstmals beschriebenen Bakterium, das aus der Dermis von an Dermatitis digitalis (DD) erkrankten
Rindern isoliert worden ist [22]. Bovine DD ist eine entziindlich-ulzerierende Rinderklauenerkrankung, die
im Hinblick auf ihre bakterielle Atiologie interessante Parallelen zur Parodontitis aufweist [23, 24]. Anders
als bei der Parodontitis ist es bei DD jedoch méglich, das erkrankte Gewebe in toto zu exzidieren und die
gesamte bakteriell infizierte L&sion mikroskopisch darzustellen. Ziel der Arbeit war es auch hier, eine
spezies-spezifische Oligonukleotidsonde zu entwickeln und, ebenfalls gestiitzt von einer Dot Blot-basierten

Epidemiologie, G. bovis im Gewebe darzustellen und in der bakteriellen L&sion zu verorten.

Methodik

Oligonukleotidsonden. Zur Detektion der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Organismen wurden
spezifische, zur 16S rRNA komplementére Oligonukleotidsonden auf der Basis vergleichender 16S rRNA
Gensequenzanalyse entwickelt. Die Spezifitat der Sonden FIAL, spezifisch fur F. alocis, SELE, spezifisch
flr orale Selenomonas spp. und GUBO, spezifisch fur G. bovis, wurde in silico, durch Vergleich mit allen in
den Datenbanken GenBank, EMBL und Ribosomal Database Project 1l [25-27] deponierten 16S rRNA
Gensequenzen Uberpruft. Darlber hinaus wurden bei allen FISH-Versuchen Kontrollhybridisierungen mit
fixierten Kulturen der Zielorganismen und phylogenetisch eng benachbarter Bakterien durchgefiihrt. Bei
allen Dot Blot Experimenten dienten PCR-Produkte der 16S rRNA entsprechender Bakterienkulturen als
Positiv- und Negativkontrollen. Fir die FISH wurde weiterhin das Programm daime [28] angewandt, um mit
Hilfe digitaler Bildanalyse den fir die jeweilige Sonde idealen Formamidgehalt des Hybridisierungspuffers
zu bestimmen. Im Falle der Sonden FIAL und SELE wurden sowohl beim Dot Blot als auch bei der FISH
zusétzlich  Kontrollhybridisierungen mit einer Reihe ausgewéhlter parodontaler und phylogenetisch
verwandter Organismen durchgefihrt, um mégliche falsch positive Resultate auszuschliefen. Zum Nachweis

von P. gingivalis, P. intermedia, T. denticola, T. forsythia, F. nucleatum und A. actinomycetemcomitans



wurden dariiber hinaus die bereits publizierten Sonden POGI, PRIN, TDEN, B(T)AFO, FUNU und ACAC

verwendet [29].

Patientenproben. Patienten mit CP und solche mit GAP wurden anhand der Kriterien des internationalen
Workshops zur Klassifikation parodontaler Erkrankungen im Jahr 1999 [30] diagnostiziert und fur die
Studien selektiert. Als Kontrollgruppe diente ein Kollektiv von Parodontitis-resistenten (PR) Patienten, die,
obwohl sie das Alter von 65 Jahren Uberschritten und zeitlebens keine systematische Parodontaltherapie
erhalten hatten, Uber 20 oder mehr Restzéhne verfiigten und keine Taschentiefe (iber 5 mm sowie an keiner
Stelle einen Kklinischen Attachmentverlust von mehr als 2 mm aufwiesen. Patienten mit chronischen
systemischen Erkrankungen sowie schwangere und in der Stillzeit befindliche Frauen waren von den Studien
ausgeschlossen. Fir die epidemiologischen Untersuchungen wurden bei allen Patienten subgingivale Proben
mit Hilfe dreier steriler Papierspitzen aus den jeweils tiefsten parodontalen Taschen enthommen und der
PCR-Amplifikation und anschlieBenden Dot Blot Hybridisierung zugefiihrt. In der Untersuchung zu F.
alocis wurden insgesamt 490, in der zu oralen Selenomonas spp. insgesamt 742 subgingivale Proben
ausgewertet.

Fir die mikroskopische in situ Darstellung und Analyse der rdumlichen Verteilung der Organismen
wurden weiterhin in vivo gewachsene subgingivale Biofilme von GAP-Patienten gesammelt. Zu diesem
Zweck wurden Membranen aus expandiertem Polytetrafluorethylen (ePTFE) um die Langsachse dinner
Kunststoffspitzen gelegt und mit Cyanoacrylat befestigt. Die auf diese Weise gewonnenen Trager konnten in
die parodontale Tasche eingefiihrt und am Zahn befestigt werden [31]. Dort wurden sie fur die Dauer von 7
bis 14 Tagen belassen und von der subgingivalen Flora besiedelt, bevor sie entfernt, fixiert und fur die FISH
aufbereitet wurden. In der Untersuchung zu oralen Selenomonas spp. wurden zusatzlich in schmale Streifen
geschnittene Thermanox-Deckgléser aus Kunststoff als Tréger verwendet. Um einen Vergleich der auf
kinstlichen Oberflachen gewachsenen Biofilme mit nattrlichen, im Gewebe entstandenen subgingivalen
Biofilmen vornehmen zu konnen, wurden darliber hinaus einige Zahnfleischbiopsien von

Parodontitispatienten gesammelt, fixiert und mit Hilfe von FISH untersucht.

Rinderklauenproben. Stanzbiopsien typischer DD-Léasionen von 58 brandenburgischen Rindern wurden
entnommen und geteilt. Eine Halfte jeder Biopsie wurde zur Bestimmung der Pravalenz von G. bovis mit
Hilfe von Dot Blot Hybridisierungen verwendet, die andere der FISH und anschlieBenden mikroskopischen
Analyse zugefiihrt. Zusétzlich wurden zwei DD-Biopsien von Schweizer Rindern, die in einer

vorausgegangenen Studie positiv auf G. bovis getestet worden waren [32], fur die FISH aufbereitet.

Dot Blot Hybridisierung. Aus allen subgingivalen Patientenproben und ebenso allen Rinderklauenbiopsien
wurden nach Extraktion der DNA Fragmente bakterieller 16S rRNA Gene mit Hilfe von pan-bakteriellen

Primern amplifiziert, die an einen hochkonservierten Bereich des 16S rRNA Gens binden [33]. Die PCR-



Produkte wurden auf Nylonmembranen pipettiert und durch UV-Strahlung fixiert. Fir alle Dot Blot
Versuche wurden am 3’-Ende mit Digoxigenin markierte Sonden verwendet. Nach Hybridisierung der
Membranen und anschlieBenden Waschschritten wurden die gebundenen Sonden mit Hilfe von Anti-
Digoxigenin-Antikorpern und einer anschlielenden Chemilumineszenzreaktion detektiert und auf
Rontgenfilmen sichtbar gemacht. Spezifische Hybridisierungsbedingungen wurden durch die Wahl der
Hybridisierungs- und Waschtemperaturen sowie die Zusammensetzung des Waschpuffers gesichert und
durch geeignete bakterielle Positiv- und Negativkontrollen bestétigt. Auf diese Weise wurde einerseits die
Prévalenz von G. bovis in den DD-Biopsien, andererseits die von F. alocis und den von SELE detektierten
Organismen in den Zahntaschenproben bestimmt. In den subgingivalen Proben wurde weiterhin das
Vorliegen statistisch signifikanter Pravalenzunterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen sowie
der Einfluss der Taschentiefe auf die Pravalenz in den jeweiligen Gruppen untersucht. Zusétzlich wurden die
Préavalenzen einiger haufig mit Parodontalerkrankungen assoziierter Organismen, darunter P. gingivalis, T.
denticola, T. forsythia und F. nucleatum, in denselben Proben mit identischen Methoden ermittelt und mit

den Pravalenzen von F. alocis und den von SELE detektierten Organismen verglichen.

FISH und mikroskopische Analyse. Die flr die mikroskopische Analyse gesammelten parodontalen
Trager und ebenso die Gingiva- und Rinderklauenbiopsien wurden mit Formamid fixiert und anschlielend in
Kunststoff eingebettet. Mit einem Mikrotom wurden 2-5 um dinne Schnitte der Kunststoffblocks angefertigt
und auf silanisierte Glasobjekttrager aufgebracht. Fir die FISH wurden die verwendeten spezifischen Sonden
wie auch die Sonde EUB338, die die Mehrzahl aller bakteriellen 16S rRNA Sequenzen bindet [34], am 5’-
Ende mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, was eine gleichzeitige getrennte Darstellung der
untersuchten Organismen und der (brigen Bakterienflora in den Biofilmen ermdglichte. Im Anschluss an die
Hybridisierung und einen Waschvorgang zum Entfernen ungebundener Sondenmolekiile wurden Tréger- und
Gewebsschnitte mit DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindoldihydrochlorid) gefarbt, einem unspezifischen
DNA-Farbstoff, der neben der Mikroflora auch die Kerne eukaryotischer Zellen darstellt.

SchlieBlich wurden die Zell- und Koloniemorphologie sowie die rdaumliche Verteilung der
untersuchten Organismen in den Biofilmen mit einem Epifluoreszenzmikroskop analysiert und durch
Mikrographien mit einer hochauflésenden Mikroskopie-Kamera dokumentiert. In der Untersuchung zu
oralen Selenomonas spp. wurde zusatzlich ein Trager aus einer auf Selenomonas spp. positiv getesteten

parodontalen Tasche rasterelektronenmikroskopisch untersucht.



Ergebnisse

Die flr die Studien entwickelten Oligonukleotidsonden detektierten sowohl bei den Dot Blot
Hybridisierungen als auch bei den FISH Experimenten unter den gewdéhlten Versuchsbedingungen
zuverlassig alle bakteriellen Positivkontrollen, nicht aber die jeweiligen Negativkontrollen (Publikation 1,
Figures 1,3; Pub. 2, Fig. 1, S3; Pub. 3, Fig. 1,2).

F. alocis konnte in den aus parodontalen Taschen gewonnenen Proben bei 77,8% der GAP-Patienten
und 76,7% der CP-Patienten detektiert werden, zugleich aber nur bei 15,8% der PR-Patienten (Pub. 1, Fig.
2a). In der jeweils tiefsten Tasche eines Patienten lag mit 68,1% bei GAP und 66,7% bei CP in beiden
parodontal erkrankten Gruppen eine signifikant hohere Prévalenz von F. alocis vor als in der PR
Kontrollgruppe (5,3%) (Pub. 1, Fig. 2b). Die nach Taschentiefen aufgeschlisselte Analyse zeigte, dass auch
in flacheren Taschen von 4-6 mm Sondierungstiefe die Préavalenz von F. alocis bei beiden erkrankten
Patientengruppen signifikant hoher war als bei der Kontrollgruppe (Pub. 1, Fig. 2c). F. alocis wies in den
untersuchten GAP- und CP-Proben eine hohere Prdvalenz als P. gingivalis, P. intermedia, A.
actinomycetemcomitans und T. denticola auf und war somit nach F. nucleatum und T. forsythia der am
héufigsten detektierte Keim. Zugleich wurde F. alocis von allen untersuchten Organismen am seltensten in
der Gruppe der PR-Patienten nachgewiesen (Pub. 1, Fig. 2b).

In der Mehrzahl der auf parodontalen Tragern gewachsenen subgingivalen Biofilme konnte F. alocis
mit Hilfe von FISH dargestellt werden. Der Organismus trat bisweilen vereinzelt, zumeist aber in groRen
Gruppen als 1-2 um, gelegentlich auch mehrere um langes Stabchen auf (Pub. 1, Fig. 5a) und konnte
vornehmlich in den Bereichen der Biofilme nachgewiesen werden, die in der Tiefe der parodontalen Taschen
gewachsen waren. Darliber hinaus befand sich F. alocis zumeist auf der zum Taschenepithel weisenden Seite
der parodontalen Tréger (Pub. 1, Fig. 4). F. alocis fand sich stets in enger rdumlicher Ndhe zu anderen
Organismen und war an der Bildung verschiedener bakterieller Formationen, die eine strukturelle
Organisation innerhalb der Biofilme erkennen lieBen, beteiligt. So konnten Zellen von F. alocis in
pilzférmigen Ausstilpungen der Biofilme, in konzentrischen, kugelférmigen, sowie in langlichen, oft als
,Reagenzglasbiirsten’ bezeichneten bakteriellen Aggregaten nachgewiesen werden (Pub. 1, Fig. 5b-d). Auch
in den untersuchten Gingivabiopsien konnte F. alocis in hoher Zahl und in &hnlich gearteten Formationen
dargestellt werden (Pub. 1, Fig. 6).

Die epidemiologische Untersuchung zur Gruppe der oralen Selenomonas spp. brachte ein anderes
Ergebnis. Die Prévalenz der von der Sonde SELE detektierten Organismen lag bei 27,3% in der Gruppe der
GAP-Patienten, bei 10,3% in der Gruppe der CP-Patienten und zugleich bei 24,3% in der PR
Kontrollgruppe. (Pub. 2, Fig. 2b). In flachen Taschen von 1-3 mm und ebenso in Taschen von 4-6 mm war
dartiber hinaus die Prévalenz in der PR Gruppe deutlich hoher als in beiden erkrankten Patientengruppen
(Pub. 2, Fig. 2¢). Im direkten Vergleich mit anderen putativen Parodontalpathogenen wiesen die von SELE

detektierten Organismen sowohl bei GAP- als auch bei CP-Patienten die geringste Pravalenz auf (Pub. 2,



Fig. 2b). Wenn jedoch auf einem der parodontalen Trager mit Hilfe der FISH SELE-positive Organismen
nachgewiesen werden konnten, so traten sie stets in groBer Zahl und in vielen Bereichen der Biofilme auf
und wiesen eine fur Selenomonas spp. typische halbmondférmige Morphologie auf (Pub. 2, Fig. 3).
Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen eines SELE-positiv getesteten Tragers zeigten ebenfalls
eine Vielzahl Selenomonas-artiger Morphotypen und lieBen ein netzartiges Geflecht der an den konkaven
Seiten der Zellen entspringenden Geil3eln erkennen (Pub. 2, Fig. 5).

In der epidemiologischen Untersuchung bei an DD erkrankten brandenburgischen Rindern konnte G.
bovis mit Hilfe von Dot Blot Hybridisierungen in keiner der 58 Biopsien nachgewiesen werden (Pub. 3, Fig.
1,3). Die FISH und anschlieende epifluoreszenzmikroskopische Untersuchung der brandenburgischen
Bioptate zeigte einen von Spirochdten dominierten Biofilm (Pub. 3, Fig. 4). In den zwei zusétzlich
untersuchten Schweizer Biopsien konnte G. bovis jedoch mit Hilfe der FISH zahlreich im Gewebe dargestellt
werden. Die kleinen, kokkoiden Organismen bildeten zumeist kugelformige Kolonien, teils in enger
raumlicher Nahe zu anderen Bakterien, oft jedoch tief im Gewebe und in betrachtlichem Abstand zur

voranschreitenden bakteriellen Infektion (Pub. 3, Fig. 5).

Diskussion

Die Einfuhrung kulturunabhéngiger Nachweisverfahren hat unser Verstdndnis der Mikroflora parodontaler
Lasionen verandert. Durch PCR-Amplifikation und anschliefende Sequenzierung bakterieller DNA aus
subgingivalen Proben ist es gelungen, eine groBe Zahl von Organismen zu identifizieren, die in
kulturbasierten Untersuchungen gar nicht oder nur héchst selten nachgewiesen werden konnten [3, 4]. F.
alocis ist ein solcher schwer zu kultivierender Organismus, der erstmals im Jahre 1985 beschrieben wurde
[35] und bis 1999 aufgrund einer fehlerhaften Sequenzierung féalschlicherweise dem Genus Fusobacterium
zugeordnet war [36].

In der vorliegenden Arbeit konnte F. alocis bei der groRen Mehrzahl der an GAP und ebenso der an
CP erkrankten Patienten nachgewiesen werden (Pub. 1; Fig. 2a). Allein in der jeweils tiefsten Tasche eines
jeden Patienten wies der Organismus eine Pravalenz von 68,1% bei GAP und 66,7% bei CP auf (Pub. 1, Fig.
2b). Da eine jede epidemiologische Untersuchung in hohem Mafe von der Sensitivitdt des
zugrundeliegenden Nachweisverfahrens abhangt, wurden zum Vergleich die Pravalenzen einiger eingehend
untersuchter putativer Parodontalpathogene mit identischen Methoden in denselben Patientenproben
bestimmt. Im Vergleich mit diesen Organismen wies F. alocis in der Gruppe der GAP-Patienten die
drittgroRte und in der Gruppe der CP-Patienten sogar die zweitgrote Prévalenz auf (Pub. 1, Fig. 2b). Er
konnte dort haufiger detektiert werden als P. gingivalis, T. denticola und T. forsythia, drei Organismen, die
in der Literatur als ,roter Komplex’ beschrieben sind und in hochstem MaRe mit Parodontalerkrankungen

assoziiert werden [37, 38].
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Ebenso wichtig wie die hohe Prdvalenz von F. alocis in den erkrankten Patientengruppen ist die
auBerordentlich niedrige in der Gruppe der PR Patienten. Sie stellt eine strenge Kontrollgruppe dar, da die
Patienten zu keinem Zeitpunkt ihres Lebens eine systematische Parodontaltherapie erhalten hatten und trotz
ihres fortgeschrittenen Alters von tiber 65 Jahren nur geringen Stutzgewebsverlust und Taschen von maximal
5 mm Sondierungstiefe aufwiesen. Wenngleich neben mikrobiellen eine Vielzahl von Wirtsfaktoren an der
Pathogenese der Parodontitis beteiligt ist, so ist doch davon auszugehen, dass die Patienten der Kontroll-
gruppe Uber eine Parodontalflora von geringer Pathogenitét verfugten. In dieser Gruppe war F. alocis von
allen untersuchten Organismen der am seltensten detektierte und neben F. nucleatum tberhaupt der einzige,
dessen Prévalenz im Vergleich zu beiden erkrankten Gruppen signifikant geringer war (Pub. 1, Fig. 2b).

Das gesamte bakterielle Biovolumen ist in einer tiefen parodontalen Tasche naturgemaf groRer als in
einer flachen. Da die Gruppe der GAP-Patienten, aber auch die der CP-Patienten eine im Vergleich zur PR
Gruppe deutlich erhohte durchschnittliche Taschentiefe aufwies (GAP: 7,8 mm; CP: 7,1 mm; PR: 3,6 mm),
ist anzunehmen, dass dort bei der Probenentnahme groRere Mengen bakterieller DNA mit den Papierspitzen
gewonnen wurden. Die in der Arbeit durchgefiihrte, nach Taschentiefen aufgeschlisselte statistische Analyse
zeigt aber, dass die erhohte Prdvalenz in den erkrankten Patientengruppen nicht ausschlieBlich auf diese
groRere bakterielle Biomasse zuriickzufiihren ist, denn auch in Taschen von nur 4-6 mm Tiefe konnte F.
alocis signifikant haufiger bei GAP- und CP-Patienten nachgewiesen werden (Pub. 1, Fig. 2¢).

DNA-basierte Nachweisverfahren erlauben es, die Prévalenz eines Organismus in einem Habitat zu
bestimmen, unabhédngig von seiner Fahigkeit, unter Laborbedingungen zu wachsen. Doch auch die in dieser
Arbeit verwendeten Methoden sind gewissen Fehlerquellen unterworfen. Die DNA-Extraktion gelingt bei
verschiedenen Organismen unterschiedlich gut, die Zahl der Kopien des 16S rRNA Gens kann variieren, und
schlieflich konnen Unterschiede in der Affinitdt der verwendeten pan-bakteriellen Primer zu den
verschiedenen 16S rRNA Genen vorliegen [39]. Die Ergebnisse der vorliegenden epidemiologischen
Untersuchung werden jedoch von anderen Studien gestutzt. In parodontalen Lasionen sind fur F. alocis
Préavalenzen von bis zu 90% ermittelt worden [15], und der Organismus wurde bereits in einer longitudinalen
Studie mit voranschreitendem parodontalen Stlitzgewebsverlust assoziiert [16].

Wenngleich F. alocis nicht dazu beitragen kann, zwischen GAP und CP zu differenzieren, so lassen
die Daten dieser Arbeit doch schlielen, dass es sich, und dies mehr noch als bei den Organismen des roten
Komplexes, um einen exzellenten Markerorganismus flir Parodontalerkrankungen handelt.

Die epifluoreszenzmikroskopische Analyse in vivo gewachsener Biofilme von GAP-Patienten konnte
der epidemiologischen Untersuchung weitere wertvolle Informationen hinzufiigen. Es gelang nicht nur, F.
alocis erstmals im subgingivalen Biofilm darzustellen, es konnte dartiber hinaus auch untersucht werden,
welche Bereiche des Biofilms der Organismus vornehmlich kolonisiert. Die verwendeten parodontalen
Trager erstreckten sich Uber die gesamte Tiefe der Tasche und erlaubten, den dort gewachsenen Biofilm
weitgehend intakt und ohne Verlust der rdumlichen Zuordnung zu entfernen und der mikroskopischen

Analyse zuzufuhren. F. alocis fand sich, dhnlich wie es bereits fir Treponemen der Gruppe | gezeigt werden
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konnte [31], vornehmlich in den Regionen des Biofilms, die dem mittleren oder gar apikalen Teil der Tasche
entstammten (Pub. 1, Fig. 4). Die 6kologischen Bedingungen schienen demnach dort fiir eine Besiedlung
durch F. alocis am glinstigsten zu sein.

Naturlich schafft das Einflihren eines Trégers in eine parodontale Lésion eine kinstliche Situation. Der
fur die mikroskopische Untersuchung zur Verfligung stehende Biofilm bildet sich nicht direkt auf der
Zahnwurzel, sondern auf einer ePTFE-Membran. Bald nach der Insertion wird die Membran jedoch
vollstdndig vom Taschenexsudat benetzt, und es hat sich wiederholt gezeigt, dass die Konditionierung der
Oberflache von gréRerer Bedeutung fir die anschlieBende Besiedelung ist als die Oberflache selbst [31, 40].
Gleichzeitig stellt der parodontale Tréger in der Tasche auch eine Barriere dar, die mdglicherweise den
Zugriff der Wirtsabwehr auf die zum Zahn weisende Seite des Biofilms hindert. Auf der dem Zahn
abgewandten Seite des Tragers aber wachst der Biofilm in direktem Kontakt zum Taschenepithel, und gerade
dort kolonisierte F. alocis bevorzugt (Pub. 1, Fig. 4).

Bemerkenswert ist, dass F. alocis stets eng verflochten mit anderen parodontalen Organismen und, oft
palisadenartig angeordnet, in Formationen dargestellt werden konnte, die eine strukturelle Organisation des
Biofilms reflektieren (Pub. 1, Fig. 5). Dies lasst ein enges Wechselspiel oder gar eine Abhdngigkeit zwischen
F. alocis und anderen subgingivalen Organismen vermuten und mag die erschwerte Kultivierbarkeit von F.
alocis zum Teil erklaren. Dass sich der Organismus in den untersuchten Gingivabiopsien in morphologisch
gleichartigen Strukturen nachweisen lieB (Pub. 1, Fig. 6), legt einerseits nahe, dass die auf Tragern
gewachsenen Biofilme natlrlichen subgingivalen Biofilmen &hnlich sind und ist daruber hinaus weiteres
Indiz dafir, dass sich F. alocis nicht nur h&ufig im parodontalen Biofilm findet, sondern auch mafgeblich zu
dessen Architektur beitrégt. F. alocis ist nicht nur ein hervorragender Marker fir parodontale Erkrankungen,
sondern auch ein Organismus, dessen Okologische Rolle im subgingivalen Biofilm es eingehender zu
untersuchen gilt.

Demgegenlber sprechen die Ergebnisse der epidemiologischen Untersuchung zu Selenomonas spp.
gegen eine Verwendung dieser Organismen als Marker parodontaler Erkrankung. Zu gering war die
Pravalenz bei CP-Patienten (10,3%) und auch bei GAP-Patienten (27,3%), und zu hdufig konnten
Selenomonas spp. in der PR-Kontrollgruppe detektiert werden (24,3%). Zudem wiesen alle anderen, zu
Vergleichszwecken untersuchten parodontalen Organismen in beiden erkrankten Patientengruppen eine
hohere Préavalenz auf (Pub. 2, Fig. 2b). Die Entwicklung weiterer Oligonukleotidsonden, um die Préavalenz
einzelner Selenomonas Phylotypen in den Patientenproben bestimmen zu koénnen, erschien vor diesem
Hintergrund nicht zweckmaRig.

FISH mit der Sonde SELE und die anschlieBende mikroskopische Analyse der auf Trdgern
gewachsenen GAP-Biofilme lieBen jedoch erkennen, dass Organismen auch bei insgesamt geringer
Pravalenz in den Fallen, in denen sie eine parodontale Lésion besiedeln, von Bedeutung sein kdnnen. Wenn
nédmlich auf einem der Trager Selenomonas spp. nachgewiesen werden konnten, traten sie stets in hoher Zahl

und zudem in vielen verschiedenen Bereichen des Biofilms auf (Pub. 2, Fig. 3). Es liegt nahe zu vermuten,
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dass eine Gruppe von Organismen, die numerisch einen groRen Anteil der Mikroflora ausmacht, auch
entscheidend zum bakteriellen Zusammenspiel und zum Fortbestehen der L&sion beitragt. Auch wiesen
Selenomonas spp. eine enge rdaumliche Assoziation zu anderen parodontalen Organismen und inshesondere
zu Fusobacterium spp. auf (Pub. 2, Fig. 3c,d). Die in Kulturversuchen beobachtete ausgepréagte
Koaggregation zwischen Spezies beider Genera ist also mdglicherweise auch fur das subgingivale
Biofilmwachstum von Bedeutung [41]. Ebenfalls wvon Interesse waren die Ergebnisse der
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen, die auf einem Trager aus einer mit Hilfe der FISH auf
Selenomonas spp. positiv getesteten Tasche eine Vielzahl von Selenomonas-artigen Morphotypen erkennen
lieBen (Pub. 2, Fig. 5). Die von der konkaven Seite dieser Organismen entspringenden Geifl3eln vermittelten
den Eindruck eines verflochtenen Netzwerkes, und wenn auch nicht auszuschliefRen ist, dass es sich dabei um
ein Fixierungsartefakt handelt, so lIadt diese Beobachtung doch ein zu vermuten, dass das Netzwerk aus
zahlreichen Geifeln eine strukturelle Funktion im Biofilm erfullt.

Die Summe all dieser Observationen verdeutlicht, welchen Wert die mikroskopische Analyse in vivo
gewachsener Biofilme flr unser Verstandnis moglicher pathogenetischer Zusammenhénge haben kann. Und
genau das macht auch in Sonderheit die Untersuchung zu G. bovis deutlich. Der Organismus konnte in
keiner einzigen der im Rahmen dieser Arbeit analysierten brandenburgischen Rinderbiopsien nachgewiesen
werden (Pub. 3, Fig. 1), und auch die in einer Studie bei Schweizer Rindern ermittelte geringe Pravalenz [32]
legte nahe, dass der Keim fiir die Pathogenese der DD keine entscheidende Rolle spielt und méglicherweise
sogar nichts anderes als eine Kontaminante war. Erst die mikroskopische Untersuchung zweier auf G. bovis
positiv getesteter Schweizer Biopsien zeigte, dass der Organismus eventuell doch in einigen Féllen von
entscheidender Bedeutung sein kann. G. bovis konnte mit Hilfe der entwickelten spezifischen Sonde erstmals
im Gewebe in kleinen, zumeist kugelférmigen Kolonien dargestellt werden und fand sich nicht nur inmitten
des bakteriellen Biofilms, sondern auch in augenscheinlich gesunden Gewebsbereichen, die von der
voranschreitenden bakteriellen Front noch nicht erreicht worden waren (Pub. 3, Fig. 5). Es ist also durchaus
denkbar, dass G. bovis, wenn an der Infektion beteiligt, eine Art Vorreiterrolle einnimmt und das Eindringen
anderer in die Pathogenese involvierter Organismen fordert.

In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA-basierte epidemiologische Untersuchung subgingivaler
Patientenproben mit der mikroskopischen Analyse in vivo gewachsener Biofilme kombiniert, um so die
Beteiligung von einerseits Filifactor alocis, andererseits von oralen Selenomonas spp. an
Parodontalerkrankungen zu studieren. F. alocis erwies sich nicht nur als ein exzellenter Markerorganismus
fir CP und GAP, sondern war auch mal3geblich an der bakteriellen Architektur subgingivaler Biofilme von
GAP-Patienten beteiligt und verdient somit héchste Aufmerksamkeit als mogliches Parodontalpathogen.
Selenomonas spp. waren dagegen nicht signifikant mit dem Auftreten parodontaler Erkrankungen Kkorreliert.
Die strukturelle Analyse von Biofilmen zeigte jedoch sowohl fiir Selenomonas spp. als auch fiir G. bovis,
dass auch Organismen, die nicht h&ufig mit einer Erkrankung assoziiert sind, in einigen Féllen eine

gewichtige Rolle in der Biofilmarchitektur spielen kdnnen.
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