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Einleitung

1 Einleitung

Die pathogenen Mikroorganismen in der subgingivalen Plaque werden als
Hauptursache von Parodontalerkrankungen angesehen (FLORES-DE-JACOBY ET AL.,
1996). Mikroorganismen wie z.B. Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia und Peptostreptococcus micros
verursachen hartnackige parodontale Erkrankungen, die sich in verschiedenen
Formen je nach Bakterienzusammensetzung unterscheiden (NAKAWAGA ET AL.,
1994). Diese Erkrankungen sind oftmals nur mit Hilfe von mechanischer Reinigung
der Zahnfleischtaschen, d.h. der Entfernung der subgingivalen Plaque und ihrem
Nahrboden zu bekampfen (MomBELLI ET AL., 2000). Bei aggressiveren
Krankheitsformen, die mit einer Vielzahl an pathogenen Mikroorganismen
einhergehen (DOUNG-UDOMACHA ET AL.,2000), kann neben der mechanischen
Bearbeitung der Wurzeloberflache, eine gezielte Antibiotika-Therapie (lokal oder
systemisch) erforderlich und sinnvoll sein, um diese Mikroorganismen zu bekampfen
(PLAGMANN 1998). Als Standard fur den Nachweis von Mikroorganismen gilt die
Kultur, was bei den hier zu erwartenden anaeroben und mikroaerophilen Organismen
sehr zeitaufwendig ist und eine gewisse Erfahrung voraussetzt (MULLER 2001).
Erganzt, aber nicht ersetzt wird dieses Verfahren heute durch die Analyse
bakterieller DNA aus klinischen Proben (CONRADS 1994). Auch diese
Nachweismethoden sind oft sehr zeit- und kostenintensiv, bieten aber im Gegensatz
zur Kultur einen exakten Nachweis der Mikroorganismen. Da jeder bakterielle
Mikroorganismus eine Art genetischen Fingerabdruck hinterlasst, kann er mit Hilfe
seiner DNA und Uber eine PCR nachgewiesen werden (ASHIMOTO ET AL., 1996).
Anhand dieses Ergebnisses kann dann eine gezielte bzw. rationale Antibiotika-
Therapie erfolgen. In dieser Untersuchung wird die Nachweismethode mit Hilfe eines
DNA-Chips angewendet, der die Analyse der vorhandenen Mikroorganismen

vereinfachen und die gesamte Analyse schneller und gunstiger machen soll.
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1.1 Der Zahnhalteapparat (Parodont)

Zum Parodont gehoren das Wurzelzement, der Alveolarknochen, das Desmodont
und die Gingiva, die man auch als marginales Parodont bezeichnet. Diese vier
Bauelemente verankern den einzelnen Zahn in seinem Knochenfach, der Alveole.
Durch das Parodont sind die Zahne in die Kontinuitat der anderen Gewebe der
Mundhohle eingegliedert, die Zahne stehen zueinander in Korrelation und die
Gingiva ist als eine Art Barriere gegen schadliche Metabolite aus der Mundhéhle zu
verstehen. Das marginale Parodont ist der am meisten peripher gelegene Anteil des
Zahnhalteapparates. Es bedeckt den Alveolarknochen, die Interdentalsepten und
umschliel3t den Zahn in einer Art Manschette, die man Saumepithel nennt. Das
Saumepithel sitzt fest an der Zahnoberflache und sorgt so fur die Kontinuitat der
epithelialen Auskleidung der Mundhdhle. AuRerdem sorgen die Epithelansatze des
Saumepithels fur einen Haftmechanismus an der Zahnoberflache, die epitheliale
Haftung. Diese Haftung erstreckt sich vom apikalen Rand des Saumepithels, die der
Schmelz-Zement-Grenze entspricht, bis hin zum Boden des Sulcus gingivae. Der
Sulcus gingivae ist eine schmale, bis zu 0,5 mm tiefe, rinnenartige Vertiefung
zwischen Gingivalsaum und Zahnoberflache. Zum Zahnhalteapparat gehort als
weiterer Bestandteil der Alveolarknochen, in dem die Zahne in so genannten
Alveolen fest verankert sind und so die Innenseite des Knochens zugewendet
bekommen. Diese Alveoleninnenseite wird auch als Lamina cribriformis bezeichnet.
Sie ist an den Spongiosabalkchen des Knochens befestigt und verbindet so das
Desmodont und das Knochenmark. Das Desmodont ist ein derbes Bindegewebe,
das am Alveolarkamm in das Bindegewebe der angewachsenen Gingiva
kontinuierlich Ubergeht und sich im so genannten Periodontalspalt, der zwischen
dem Wurzelzement und dem Alveolarknochen liegt, befindet. Die desmodontalen
Fasern, auch Sharpey’'sche Fasern genannt, sitzen sowohl im Wurzelzement als
auch im Alveolarknochen und halten den Zahn beweglich in seinem Knochenfach
fest. Das Wurzelzement ist Bestandteil des Zahnes, gehdrt funktionell jedoch zum
Zahnhalteapparat. Es uUberzieht in einer variablen dicken Schicht das Wurzeldentin

und verankert die kollagenen Fasern des Desmodonts (SCHRODER 1992).
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1.2 Reaktionen des parodontalen Gewebes auf Bakterieninvasion

Das marginale Parodont, das sowohl Teil der Mundschleimhaut als auch der am
meisten peripher gelegene Abschnitt des Zahnhalteapparates ist, umschlie3t den
Zahnhals eines Zahnes ringférmig mit dem Saumepithel (SCHRODER 1992). Dieser
Ring erstreckt sich bei einem parodontal gesunden Menschen von der Schmelz-
Zement-Grenze bis hin zum Boden des gingivalen Sulkus.

Parodontale Veranderungen sind in den meisten Fallen die Folge von Reaktionen
des Korpers, um auf traumatische oder lokal infektiose Ereignisse zu reagieren
(SCHRODER 1997). Jedoch sind die meisten parodontalen Veranderungen als Folge
von bakteriellen Invasionen zu sehen (LOE ET AL. 1965). Die bakterielle Invasion ist
vermutlicherweise fir den Abbau der epithelialen Gewebe, der Bindegewebe und
sogar des Alveolarknochens verantwortlich (FLORES DE JACOBY ET AL., 1996). In der
Mundhdhle eines parodontal gesunden Menschen gibt es ein ausgeglichenes
Verhaltnis von pathogenen und apathogenen Mikroorganismen. Dieses Verhaltnis
wird gestort, wenn es zur Ansammlung von Mikroorganismen entlang des
Gingivalrandes kommt. Eine Anhaufung von pathogenen Mikroorganismen Iost
Entzindungsreaktionen im Gewebe aus, die zu einer massiven Stérung der
gingivalen Strukturen fuhren konnen. Solange die destruktiven Schadigungen mit
den reparativen Gewebevorgangen im Einklang bleiben, gibt es keine Veranderung
der Haftung des Saumepithels am Zahn. Wird aber das Verhaltnis massiv gestort,
z.B. durch eine qualitative oder quantitative Veranderung der Mikroflora bzw. wenn
die Mikroorganismen die polymorphkernigen Zellenbarrieren des Saumepithels
uberschreiten (FLORES-DE-JACOBY ET AL., 1996), kommt es zu einer bakteriellen
Entzindung des parodontalen Stitzgewebes, was zu einer Gewebsdestruktion
fuhren kann (LINDHE 1986). Der Hauptanteil der parodontalen Destruktion erfolgt
allerdings durch entzindliche Reaktionen und Immunreaktionen des Wirts, dem
Menschen  (MULLER 2001). Ob sich eine destruktive, entzundliche
Parodontalerkrankung entwickelt, hangt von der Immunstarke des Organismus ab.
Das bedeutet, dass nur in Zusammenarbeit von korpereigenen neutrophilen

Leukozyten, Antikorpern und Komplement eine Entzindung des parodontalen
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Bindegewebes mit dentogingivalen Plaquebakterien und ihrer Stoffwechselprodukte
verhindert werden kann. In diesem Fall kommt es nur zu einer leichten Form der
Erkrankung. Es gibt Patienten, bei denen die Anlagerung der dentogingivalen Plaque
und der bakteriell neuen Gegebenheiten eine allgemein oder lokal tUberschiel3ende,
verminderte oder inadaquate Reaktion des Kdorpers hervorruft. Vermutlich gibt es fur
diese Reaktionen eine genetische Determinante (MULLER 2001). Bei Anwesenheit
von pathogenen Mikroorganismen wie Actinobacillus actinomycetemcomitans und
Porphyromonas gingivalis reagiert der Korper mit der Bildung von Antikorpern, die
auf die Antigene der gramnegativen Mikroorganismen des Biofilms reagieren
(MULLER 2001). Die Pathogenitat der Mikroorganismen beschreibt sich Uber deren
Virulenzfaktoren, z.B. Adhasion an den Geweben des Wirtsorganismus, Umgehung
der wirtseigenen Abwehrmechanismen und der aktiven Destruktion des besiedelten
Gewebes (MULLER 2001). Die zerstorerischen Effekte dieser Faktoren addieren sich
innerhalb der Zahnfleischtasche und durch Abwesenheit von nutzlichen
Mikroorganismen in derselben kommt es dann zur multifaktoriellen Erkrankung, der
Parodontitis in ihren unterschiedlichen Krankheitsformen (NONNENMACHER ET AL.,
2001). Jede Form der Parodontitis erfolgt aus den Folgen der korpereigenen
Reaktion (lokal und systemisch) auf den lokal subgingival erfolgenden bakteriellen
Infekt (SCHROEDER 1997).

1.3 Die Taschenbildung

Bei einer klinisch und histologisch gesunden Gingiva endet diese marginal flach
auslaufend und scharfkantig an der Zahnoberflache. Das Saumepithel erstreckt sich
ohne einen Sulcus gingivae zu bilden (SCHRODER 1992). Die Anlagerung von
Mikroorganismen an den Zahn und die daraus folgende Schwellung der Gingiva
(Gingivitis) als Reaktion auf die supragingivale Plaque, die sich im Laufe weiterer
Anlagerungen von Mikroorganismen verdickt und von supragingival nach subgingival
wandert, leitet eine Vertiefung des Sulcus gingivae und damit die Taschenbildung ein
(MULLER 2001). So erzeugt die Plaque eine Gingivitis und der Entzindungsprozess
fordert die Taschenbildung (SCHRODER 1997). Es hat sich so eine 6kologische Nische
gebildet, in der sich nun die pathogenen Mikroorganismen vermehren konnen und es

10
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entsteht eine Mischinfektion (MULLER ET AL., 1997). In dieser Mischflora bildet sich ein
entzundliches Exsudat, welches in direkter Wirkung den Knochen, das Bindegewebe
und die Epithelzellen schadigt. Die Taschenbildung ist das Resultat von
Zusammenwirken von bakterieller Proliferation, subgingival gerichteter Ausdehnung

der bakteriellen Plaque und der entzindlichen Exsudation (SCHRODER 1997).

1.4 Mikroorganismen

Parodontale Erkrankungen werden durch Bakterien bzw. Mikroorganismen
verursacht. Der Entstehung der oralen Mikroflora zwischen Geburt und dem ersten
gefundenen Bakterium im Mund eines Kindes leitet sich von der Mutter ab. Der
Beweis fur die Transaktion zwischen Eltern und Kindern lieferte eine Studie aus dem
Jahre 1997 (GREENSTEIN ET AL., 1997). Dabei konnten 200 bis 500 morphologisch
und biochemisch verschiedene Spezies in der Mundhohle bzw. in den subgingivalen
Bereichen nachgewiesen werden (LINDHE 1986; MULLER 2001). Nur ein kleiner Anteil
der Bakterien, die den Zahnsaum und den Biofilm belagern, ist in der Lage, das
parodontale Gewebe schwerwiegend zu schadigen. Die meisten dieser
parodontalpathogenen Bakterien sind gramnegativ und obligat anaerob. Sie sind in
den Taschen vor Entfernung durch Mundhygienemalinahmen geschutzt, erhalten
aber Wachstumsfaktoren aus dem Entzundungsexsudat (MULLER 2001) und die
Kolonisierung des subgingivalen Bereiches kann ohne Behinderung erfolgen. Als
besonders pathogen gelten  Actinobacillus  actinomycetemcomitans  und
Porphyromonas gingivalis, aber auch Prevotella infermedia und Peptostreptococcus
micros sind signifikante Marker flr eine destruktive parodontale Erkrankung (VAN
WINKELHOFF ET AL., 2002). In einer Studie Uber die Verteilung von Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis und Prevotella intermedia in
einer australischen Patientengruppe wurde demonstriert, dass die genannten
Parodontalpathogene ein Teil der Flora der subgingivalen Plaque sind (HAMLET ET
AL., 2001). Nachfolgende Studien sind noétig, um mit Hilfe von Angaben uber
Taschentiefe und Uber die Prasenz der Pathogene eine Aussage Uber den Beginn
und/oder den Verlauf einer Parodontalerkrankung treffen zu kdnnen (HAMLET ET AL.,

2001). Keiner dieser Bakterien alleine vermag eine Destruktion des parodontalen

11
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Gewebes hervorzurufen, aber in Kombination und im Zusammenschluss ihrer
virulenten Faktoren, sind sie pathogen und verursachen je nach Zusammensetzung
der Taschenmikroflora eine bestimmte Parodontitiserkrankung (NONNENMACHER
2003).

1.4.1 Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa)

Actinobacillus  actinomycetemcomitans ist ein  kleines,  unbewegliches,
gramnegatives, fakultativ anaerobes Stabchenbakterium (HOFFMANN 2000).

Die Kolonien konnen auf Agar eine sternformige Struktur aufweisen (GRAEVENITZ ET
AL., 2003). Er bildet eine Vielzahl von Virulenzfaktoren z.B. ein wirkungsvolles
Leukotoxin, Kollegenase, immunsupprimierende Faktoren und Proteasen (MARSH ET
AL., 2003). Actinobacillus actinomycetemcomitans kommt sowohl in der
supragingivalen wie auch in der subgingivalen Plaque bei parodontal gesunden
Patienten und bei parodontal erkrankten Patienten vor (XIMENEZ- FYVIE ET AL., 2000).
Bei parodontal erkrankten Patienten lag ein hoherer Prozentsatz an Actinobacillus
actinomycetemcomitans in subgingivaler Plaque vor (XIMENEZ- FYVIE ET AL., 2000),
aber nur das hartnackige Vorkommen von Actinobacillus actinomycetemcomitans
allein ist kein diagnostischer Parameter fur eine parodontale Erkrankung (BUCHMANN
2000).

Actinobacillus actinomycetemcomitans ist ein entscheidender Faktor bei der
juvenilen Parodontitis (SUMMANEN ET AL., 1993; CONRADS 1994). Eine der engsten
Verbindungen zwischen anscheinend pathogenen Mikroorganismen und destruktiven
Parodontalerkrankungen wird mit dem Vorkommen von Actinobacillus
actinomycetemcomitans beschrieben (MULLER ET AL, 1997). Bei gesunden
parodontalen Verhaltnissen sind besonders die virulenten Varianten von

Actinobacillus actinomycetemcomitans nicht zu finden (MULLER 2001).

1.4.2 Porphyromonas gingivalis (Pg)

Prophyromonas gingivalis ist ein gramnegatives, asaccharolytisches, obligat

anaerobes Stabchen (HoFFMAN 2000), dass beim Wachstum auf Blutagar schwarz-
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grune Kolonien bildet. Porphyromonas gingivalis Uberlebt ausschlief3lich an Orten mit
eingeschranktem Sauerstoffgehalt (LAMONT ET AL., 2000) und findet sich so fast
ausschlieBlich an subgingivalen Stellen bevorzugt bei fortgeschrittenen
Parodontallasionen. Porphyromonas gingivalis ist hochvirulent und bildet eine Reihe
von mutmallichen Virulenzfaktoren, die mit der Zerstorung des Gewebes und der
Umgebung der Wirtsabwehr in Verbindung gebracht werden. So hat Porphyromonas
gingivalis die SchlUsselrolle fur den so genannten ,parodontalen Gewebs-
Breakdown® inne (GHARBIA ET AL., 1994). Zu den zerstérenden Faktoren gehéren
hoch aktive Proteasen, die die Immunantwort und die Regulierung der Entzindung
durch wirtseigene Molekule zerstoren bzw. abbauen (MARSH ET AL., 2003).
Porphyromonas gingivalis ist gut ausgestattet mit strukturellen und funktionellen
Charakteristiken, die es Porphyromonas gingivalis ermdglichen, sowohl den
gingivalen Sulcus als auch die parodontale Tasche zu besiedeln (TRAVIS ET AL,
1997). Des Weiteren kann Porphyromonas gingivalis dank seiner Fimbrien auf der
Zahnoberflache und Epithelzellen haften (MARSH ET AL., 2003). Porphyromonas
gingivalis scheint aufgrund seiner leichten Anpassungsfahigkeit an sich verandernde
Umstande der Mikroorganismus zu sein, der den groften Beitrag zu einer
parodontalen Erkrankung, besonders der Zerstorung der weichen Gewebe,
beisteuert (KESAVALU ET AL., 2003). Zusatzlich zeigt sich ein hoch signifikanter
Unterschied zwischen der Menge der assoziierten Bakterienzellen und lebenden und
abgestorbenen Epithelzellen. Die rasche morphologische Wandelbarkeit von
Porphyromonas gingivalis und der damit hohen Virulenz ist eng verbunden mit dem

Absterben der Epithelzellen (DIERICKX ET AL., 2002).

1.4.3 Prevotella intermedia (Pi)

Prevotella intermedia ist ein gramnegatives, obligat anaerobes Stabchen. Es bildet
beim Wachstum auf Blutagar dunkle Kolonien, die aber im Gegensatz zu
Porphyromonas gingivalis eher braun als schwarz sind (MARSH ET AL., 2003).
Prevotella intermedia bildet Essigsaure, Bernsteinsaure und andere Sauren aus
Glucose und besitzt eine hohe Peptidase-Aktivitat. Es deutet sich an, dass Prevotella
intermedia als wichtiger pathogener Mikroorganismus an der Entstehung von

Parodontalerkrankungen (CONRADS ET AL., 1997), wie der Gingivitis (LIE ET AL., 2001),
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der akuten, nekrotisierenden, ulzerierenden  Gingivitis (ANUG), der
Schwangerschaftsgingivitis und besonders der Erwachsenenparodontitis beteiligt ist.
Mit Hilfe einer PCR wies die Gruppe um Riggio 1998 Prevotella intermedia in
subgingivaler Plaque von Erwachsenen mit einer Parodontalerkrankung nach (RIGGIO
ET AL., 1998). Bei parodontal gesunden Patienten ist Prevotella intermedia selten
nachweisbar (MARSH ET AL., 2003), aber als opportunistischer Keim der Mundhdhle
ist er auch in geringen Mengen in dieser Patientengruppe vorhanden. Allerdings
variiert der Mengenanteil im Bereich der subgingivalen Plague zwischen gesunden

und erkrankten Parodontien erheblich (BECK 1997).

1.4.4 Peptostreptococcus micros (Pm)

Peptostreptoccus micros ist eine grampositive, anaerobe, asaccharolytische Kokke,
die stark proteolytisch ist (MARSH ET AL., 2003) und bildet beim Wachstum auf
Blutagar-Platten ublicherweise glatte Kolonien (VAN DALEN ET AL., 1998).
Peptosteptococcus micros ist als ein Pathogen in der Atiologie einer anaeroben
Mischinfektion wie der Parodontitis anzusehen (VAN DALEN ET AL., 1998). In
verschiedenen Studien wird sein Vorkommen mit einer aktiven fortschreitenden
Parodontalerkrankung in Zusammenhang gebracht (KREMER ET AL., 2000). Eine
Studiengruppe belegte, dass Peptostreptoccus micros eine hohere Pravalenz bei
Patienten mit einer aktiven Parodontalerkrankung als bei Patienten mit einer
inaktiven Parodontalerkrankung besitzt (RAMS ET AL., 1992). Peptostreptococcus
micros findet man in Kombination mit anderen Organismen, d.h. in einer Mischkultur
(MARSH 2003). Neben den Zahn bezogenen Fundorten, wie der parodontalen
Tasche, dem Wurzelkanal oder bei Dentalabszessen, kann man ihn auch bei tief
sitzenden Abszessen in anderen Korperregionen finden. Nach neuer Nomenklatur

tragt er nun den Namen Micromonas micros (MARSH ET AL., 2003).
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1.5 Bakterielle Infektionserreger und Allgemeine Erkrankungen

Parodontale Erkrankungen, hervorgerufen durch bakterielle Infektionserreger, stehen
im Vordergrund vieler Untersuchungen. Ein besonderes Augenmerk der
Untersuchungen gilt einem eventuellen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen
der parodontalpathogenen Bakterien und allgemeinen Erkrankungen.

Es gibt Hinweise, dass es eine Verbindung zwischen einer Parodontalerkrankung
und dem allgemeinen Gesundheitszustand, besonders im Hinblick auf Herz-
Kreislauf-Erkrankungen (NONNENMACHER 2003), Diabetes mellitus (MARSH ET AL.,
2003) und das Risiko fir fruhzeitige Wehen und die Geburt von Kindern mit
niedrigem Geburtsgewicht (MITCHELL-LEWIS ET AL., 2001) geben kdénnte. So wurde
schon im Jahr 2000 festgestellt, dass parodontale Infektionen einen starken Einfluss
auf Diabetes mellitus, Schwangerschaft und kardiovaskulare Erkrankungen haben
(SUPPLEMENTJOURNAL PERIODONTAL 2000). Erklarend zu diesen Zusammenhangen
gibt es eine Hypothese: Die Parodontalerkrankung ist eine Entziindungsreaktion des
Wirts auf die Ansammlung der Plaque und uber die grol’e Oberflache des
Parodontiums kommen der Wirt und die Mikroorganismen miteinander in Kontakt.
Durch die starke Durchblutung des Parodontiums ist es mdglich, dass dieser Bereich
als Quelle fur die Entziindungsmediatoren gilt und es so zu einer Uberschwemmung
des Blutes mit Mikroorganismen kommt (Bakteriamie), die an anderer Stelle des

Korpers Reaktionen hervorrufen konnen (MARSH ET AL., 2003).

1.5.1 Herzerkrankungen

Die Arteriosklerose ist eine sich chronisch entwickelnde Erkrankung mit einer
Vielzahl von Risikofaktoren, von denen die meisten mit den Risikofaktoren der
marginalen Parodontitis identisch sind (LOSCHE ET AL., 2002). Da arteriosklerotische
Veranderungen zu den haufigsten Todesursachen der westlichen Welt gehéren und
die parodontale Veranderung als Risikofaktor in der Diskussion steht (DORN ET AL.,

1999), gibt es viele Studien zu diesem Thema.
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Zwischen der Schwere der Parodontalerkrankungen und dem Risiko fur Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und Schlaganfallen gibt es eine Korrelation (MARSH 2003).

In der vorliegenden Studie wurden Patienten untersucht, die durch eine
koronarangiographische Untersuchung als Patienten mit einem positiven Befund
bzw. einem negativem Befund in Bezug zu einer koronaren Herzerkrankung
unterschieden wurden. Mehrere Studien bestatigten das gemeinsame Vorkommen
von Parodontitis und Myokard-Infarkten (MATTILA ET AL., 1989; DORN ET AL., 1999).

Die Gruppe um Loos versuchte 2000 einen Zusammenhang zwischen dem
Vorkommen von systemischen Markern (CRP), einer Parodontitiserkrankung und
einer Herzerkrankung darzustellen (Loos ET AL., 2000). Vorhergegangene Studien
haben einen Zusammenhang zwischen verschiedenen parodontalen
Entzindungsparametern und dem Vorkommen von koronaren Herzerkrankungen
erkannt (LoPeEz ET AL., 2002) und festgestellt, dass auch ein Zusammenhang
zwischen oraler Gesundheit und koronaren Herzerkrankungen besteht (BUHLIN ET AL.,
2002). Die Erreger aus den parodontalen Taschen gelangen durch die tagliche
Zahnpflege oder durch Taschensondierung bei Patienten mit einer parodontalen
Erkrankung (Gingivitis bzw. Parodontitis) in den Blutkreislauf und kénnen so zu einer
Bakteriamie des Blutes fuhren (STELZEL ET AL., 2002). In einer Untersuchung wurde
versucht mittels klinischer Ergebnisse (Taschentiefe, Bluten auf Sondierung,
Attachmentverlust), die eine parodontale Erkrankung bestatigten, einen Beweis fur
den Zusammenhang zu erbringen (LOPEZ ET AL., 2002). In einer anderen Studie sind
Patienten einer Befragung uber ihre Mundgesundheit und einer Herzerkrankung
unterzogen worden (BUHLIN ET AL., 2002). Bei allen dieser Studien wurden aber nie
die pathogenen Erreger ermittelt. Mit endothelialen und glatten Muskelzellen aus
menschlichen Koronararterien testete die Gruppe um Dorn mit Hilfe von Kulturen die
Fahigkeit der parodontalpathogenen Mikroorganismen Porphyromonas gingivalis und
Prevotella intermedia, die oben genannten Zellen zu infizieren (DORN ET AL., 1999).
Mittels Kulturen und PCR mit Probenmaterial aus den subgingivalen Taschen
koronar erkrankter Patienten bzw. gesunder Patienten zum Nachweis von
Actinobacillus actinomycetemcomitans und Porphyromonas gingivalis beschaftig sich
eine weitere Studie (NONNENMACHER 2003). Mit Gewebssticken aus der Aorta und
einer anschlieBende PCR konnte bakterielle DNA in Aortenwanden nachgewiesen
werden, die nach der klinischen Beurteilung nicht sklerotisch verandert waren

(STELZEL ET AL., 2002). Bei allen Untersuchungen konnte kein signifikanter
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Zusammenhang zwischen koronaren Herzerkrankungen und parodontalen
Erkrankungen gefunden werden. Dennoch besteht weiterhin der Verdacht und es
sind weitere Untersuchungen mit neueren und fortschrittlicheren
Untersuchungsmethoden nétig, um die bisherigen Untersuchungsergebnisse zu

untermauern.

1.5.2 Allgemeine Gesundheit

Es ist bekannt, dass eine parodontale Erkrankung bei einer Schwangeren gewisse
Risiken mit sich bringt. Durch die hormonelle Umstellung kommt es gelegentlich zu
der so genannten Schwangerschaftgingivitis, die aber nach der Niederkunft mit
Umstellung zum normalen hormonellen Haushalt wieder abklingt. In einer sorgfaltig
kontrollierten Studie an 124 Mattern fand man heraus, dass schwere
Parodontalerkrankungen das Risiko fur die Frihgeburt von Kindern mit niedrigem
Geburtsgewicht erhdhen (MARSH ET AL., 2003). Ein regelmalliger Recall von
Schwangeren senkt das Risiko eines niedrigen Geburtsgewichts und das
Vorkommen parodontal pathogener Keime bei Muittern, deren Kinder zu frih und mit
zu wenig Gewicht geboren worden, war erhoht (MITCHELL-LEWIS ET AL., 2001). In
einer anderen Studie bestatigten sich die Ergebnisse aus amerikanischen und
englischen Studien Uber den Zusammenhang einer profunden generalisierten
Parodontitis marginalis und Frihgeburtlichkeit, so dass dort eine Aufklarung der
Schwangeren Uber die Zusammenhange von Frihgeburten bei einer generalisierten
Parodontitis gefordert wird (BERKENHAGEN-HAPKE 2002).

Diabetes mellitus gehdrt zu den systemischen Bedingungen, die ein relatives Risiko
fur eine Parodontalerkrankung beeinflussen. Es gibt zahlreiche Hinweise daflir, dass
nicht nur eine Parodontitis selbst eine Komplikation flr Diabetes mellitus darstellt,
sondern sie die Auspragung der Diabetes mellitus verstarkt bzw. dessen Kontrolle
erschwert (SCULEAN ET AL., 2002). Patienten mit Diabetes mellitus haben so einen
eigenstandigen Parodontitis-Risikofaktor und die Parodontitis gilt als diabetische
Komplikation (AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY 2000).

Schon 1947 wurde Uber den Zusammenhang zwischen nekrotisierenden Formen von
Parodontalerkrankungen und  Tabakkonsum (AMERICAM ~ ACADEMY  OF

PERIODONTOLOGY 2000) berichtet. Heutzutage ist es realistischer bei Rauchern von
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einem 2,5 bis 6 fach hoherem Risiko fur Parodontalerkrankungen auszugehen als bei
Nichtrauchern (AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY 1999). Es bestatigt sich die
Annahme, dass Raucher eine veranderte Wirtsantwort haben und die der
neutrophilen Funktion im Besonderen. Rauchen beeinflusst die orale neutrophile
Chemotaxis und Phagozytose. Zur Zeit wird Rauchen als Risikofaktor, um an einer
destruktiven Parodontalerkrankung zu erkranken, angesehen (KREMER ET AL., 2000).
Auch der Faktor Stress scheint einen Einfluss auf die Entwicklung parodontaler
Erkrankungen zu haben. Noch sind aber die Vorgange dazu weitgehend ungeklart.
Ebenso soll zwischen dem Alter der Patienten und dem Risiko, an einer
Parodontalerkrankung zu erkranken, ein Zusammenhang bestehen (OGAWA ET AL.,
2002).

1.6 Nachweismethoden zur Identifizierung pathogener

Mikroorganismen

Der Nachweis von vier pathogenen Mikroorganismen (Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia  und
Peptostreptococcus micros) stand im  Mittelpunkt dieser Studie. Viele
Nachweismethoden stehen heute der mikrobiologischen Diagnostik zur Verfugung.
Nach wie vor gelten die Nachweise der Mikroorganismen Uber die
Nachweismethoden der Kulturen als ,goldener® Standard (ZAMBON ET AL., 1996) in
der Mikrobiologie und werden nach wie vor bei jeder alternativen Nachweismethode
als Vergleich oder bei der Erprobung neuer Nachweistechniken (z.B. PCR)
angewendet. Die Nachweismethode mit Hilfe der Mikroskopie und
Dunkelfeldmikroskopie beschrankt sich auf den Nachweis morphologischer
Merkmale. Zu den neueren Methoden gehdéren Nachweismethoden, die mikrobielle
Antigene mit bekannten Antikorpern nachweisen (z.B. ELISA) oder uber den
Nachweis der mikrobiellen Nukleinsauren (z.B. Gensonden, PCR). Mit diesen
Methoden glaubt man schneller und genauer die einzelnen Bakterienarten
bestimmen zu kénnen, doch auch hier gibt es die ein oder anderen Probleme (MARSH
ETAL., 2003).
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1.6.1 Kultureller Nachweis

Die Kochschen Postulate fordern fur den exakten Beweis einer kausalen
Verknipfung zwischen Krankheit und Erreger eine Anzichtung (HOF ET AL., 2002).
Somit ist die Kultivierung das klassische Verfahren zum Erregernachweis speziell
von Bakterien in der Anzlichtung in vitro auf festen oder in fliissigen Kulturenmedien,
der Isolierung der gesuchten Erreger in Reinkultur und der folgenden Identifikation
mit geeigneten Methoden (MIKITS ET AL., 1999). Ublicherweise nutzt man zur Anzucht
von Bakterien ein Set von Anzuchtmedien (hier: Columbia Agar, Schadler Agar,
Schadler KV Agar, Chocolate Agar und TSBV Agar), um ihren zum Wachstum
noétigen Grundbedarf (z.B. Proteine, Lipide, Kohlenhydrate und Vitamine) zu decken
und gleichzeitig mit Hilfe von Spezialnahrbéden (hier: Schadler KV Agar und TSBV
Agar) einzelne Erreger im Wachstum zu unterdricken bzw. zu férdern (HOF ET AL.,
2002). Mit Hilfe dieser Selektivmedien kann die antibiotische Sensibilitat und
Resistenz der Mikroorganismen getestet werden (ZAMBON ET AL., 1996). Des
Weiteren bendtigen die Bakterien eine optimale Wachstumstemperatur (37°C), einen
neutralen ph-Wert und den entsprechenden Sauerstoffgehalt, d.h. dass die aeroben
Bakterien nur bei Anwesenheit von Sauerstoff wachsen, da sie ihn als essentiellen
Protonenakzeptor verwenden, und dass anaerobe Bakterien unter Sauerstoffzugabe
nicht wachsen kénnen (HOF ET AL., 2002). Gerade die obligaten Anaerobier verlieren
ihre Lebensfahigkeit bei zu langer Sauerstoffzufuhr (MARSH ET AL., 2003) und das
muss besonders bei der Probenentnahme beachtet werden (MULLER 2001). Auf die
besondere Aufmerksamkeit bei der Probenentnahme und die nachfolgende Sorgfalt
in der Aufbewahrung und Verwendung des Probenmaterials wird hingewiesen
(GOBEL ET AL., 1992). Nur bei sorgfaltiger Beachtung im Umgang mit dem
Probenmaterial kann ein Erfolg in der Diagnose erfolgen (GOBEL ET AL., 1992). Nach
dem Anzichten und der Isolierung gibt es weitere Moglichkeiten, die
Mikroorganismen zu identifizieren (HAHN ET AL., 1999). Mit Hilfe der Gramfarbung
(MARSH ET AL., 2003) und den Tests uber den Nachweis der Indolproduktion und der
Katalasefahigkeit, kbnnen dann gezieltere Tests (z.B. BBL Crystal) erfolgen, um das
Bakterium einer genauen Art zuordnen zu konnen. Alles in allem sind bis zur

eindeutigen ldentifizierung eines Mikroorganismus langwierige Schritte notwendig,
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die auch sehr kostenintensiv sein konnen. Erschwerend kommt hinzu, dass die orale
Mikroflora aus vielen verschiedenen Mikroorganismen besteht, von denen viele in
nur geringfigigen Mengen vorhanden sind (MARSH ET AL., 2003) und teilweise nicht
kultivierbar sind (ZAMBON ET AL., 1996). Ein grof3er Vorteil der Kulturen ist allerdings
die gleichzeitige Anzucht aller kultivierbaren Mikroorganismen einer Probe (ZAMBON
ETAL., 1996).

1.6.2 Alternative Nachweismethoden

Es gibt viele Studien, die sich mit dem Nachweis von Mikroorganismen mittels
alternativer Nachweismethoden beschaftigen. Mit der Dunkelfeld- und
Phasenkontrastmikroskopie konnte die Form der Mikroorganismen (z.B. Kokken,
Stabchen) identifiziert werden (FLORES-DE-JACOBY ET AL., 1996). Allerdings ist die
Mikroskopie nicht in der Lage, Artdifferenzierungen vorzunehmen, wie es
beispielsweise mit der Weiterentwicklung der Anaerobierkulturtechniken moglich ist
(Conrads 1994). Mit dem Nachweis von IgG-Antikbrpern gegen A. actino-
mycetemcomitans, P. gingivalis und P. intermedia mittels ELISA (Enzyme Linked
Immun Sorbet Assay) -Technik versuchte eine Studiengruppe einen Zusammenhang
zwischen dem Vorkommen von Antikdrpern bei gesunden bzw. an
Parodontitisformen erkrankten Patienten zu belegen (ZAFIROPOULUS ET AL., 1992). Sie
konnten eine verstarkte Reaktion von IgG-Antikérpern auf gramnegative Bakterien
nachweisen. Die ELISA-Technik wird zwar angewandt, ist aber sehr aufwendig. Fur
diese Art des indirekten Mikroorganismus-Nachweises wird Serum benotigt und
dessen Verarbeitung ist sehr zeitaufwendig. Da die Verschiedenheit der Organismen
auf Unterschieden der DNA- bzw. RNA-Sequenzen beruht, basiert der
molekularbiologische Nachweis von Mikroorganismen auf der Kenntnis von
erregerspezifischen Nukleotidsequenzen. Die DNA ist relativ unempfindlich gegen
aulBere Einfluisse und die Nachweismethoden sind unabhangig von der
Vermehrungsfahigkeit des gesuchten Mikroorganismus (MIKITS ET AL., 1999). DNA-
Sonden, PCR und Microarrays bzw. DNA-Chips werden heute in der Diagnostik
eingesetzt. Mit DNA-Sonden werden durch spezielle mikrobiologische Verfahren
bestimmte spezifische Nucleotidsequenzen in einer Bakterien-DNA nachgewiesen

und es wird ein passendes radioaktiv markiertes (NONNENMACHER 2003) oder
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passendes nicht radioaktiv markiertes (CONRADS ET AL., 1992) Gegenstuck entworfen.
Dafur ist eine Sammlung an Referenzstammen der Parodontitis assoziierten Keime
fur eine verlassliche Diagnostik, d.h. fur das Finden des passenden Gegenstlcks
nétig (MUTTERS 1990). Dieses Gegenstlck lagert sich nach Aufspaltung der
Doppelhelix an und der Erregernachweis erfolgt entweder Uber Messung der
Radioaktivitdt oder Uber eine Enzymreaktion (NONNENMACHER ET AL., 2003). Im
Vergleich von mikrobiologischer Kultivierung und einem kommerziellen auf
Nukleinsauren basierendem Test zum Nachweis von parodontalpathogenen Keimen
(Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis und Prevotella
intermedia) mit Hilfe von DNA-Sonden wird gefordert, dass die Methoden der
Kultivierung als Goldstandard durch diese Methode ersetzt wird (EICK ET AL., 2002).
Im Vergleich DNA-Sonde versus Kultur fand man heraus, dass bei der DNA-Sonde
eine bessere Korrelation im Nachweis von Porphyromonas gingivalis besteht (TSAIET
AL., 2003). Mit Hilfe einer PCR (Polymerase chain reaction = Polymerase
Kettenreaktion) ist durch die Vervielfaltigung von DNA-Abschnitten eine
Identifizierung der Bakterien moglich (NONNENMACHER 2003). Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia und Porphyromonas gingivalis
wurden mit Hilfe einer multiplex PCR nachgewiesen, die einen schnellen, einfachen
und gleichzeitigen Nachweis aller drei Mikroorganismen ermdéglichte (GARCIA ET AL.,
1998). Im Vergleich von Kulturen und einer PCR wird es als sinnvoll erachtet, eine
Kombination beider Nachweismethoden anzuwenden, um eine moglichst geringe
unbekannte Komponente in den Untersuchungsergebnissen vorzufinden (PRATTEN ET
AL., 2003). Abschlieldend lasst sich sagen, dass auch die mit DNA der Bakterien
arbeitenden Methoden nicht zeitsparend sind, aber dank des ,genetischen
Fingerabdruckes® jedes einzelnen Bakteriums ist es mdglich, eine exakte und direkte

Identifizierung zu erreichen.

1.6.3 DNA-Chip

Die nach einer PCR erfolgte Hybridisierung an mikroskopisch kleinen Punkten eines
DNA-Chips ermdglicht eine zeitgleiche Analyse von zwanzig Mikroorganismen.
Gemessen wird mit einem speziellen Lesegerat die Fluoreszensaktivitat der zuvor

markierten Amplifikate, die sich an die DNA- spezifischen Punkte angelagert
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(hybridisiert) haben. Dieses Verfahren beinhaltet die Vorteile der PCR und ermdglicht
zusatzlich einen  gleichzeitigen Nachweis von zwanzig verschiedenen

Mikroorganismen.

1.7 Ziel der Untersuchung

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die vier Mikroorganismen
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intfermedia und Peptostreptococcus micros mit Hilfe von Kulturen und mit Hilfe eines
Microarrays bzw. DNA- Chip aus den vorliegenden Proben zu identifizieren.

Der Vergleich der beiden Untersuchungsmethoden mit Hilfe der nachgewiesenen
Mikroorganismen stand bei dieser Untersuchung im Vordergrund. Auf diesem Weg
sollte herausgefunden werden, ob der Chip im Vergleich zur Kultur eindeutige
Vorteile im Nachweis der Mikroorganismen aufweisen kann. Die Proben stammten
von 112 Patienten, die in der Klinik flr Innere Medizin-Kardiologie des Klinikums der
Philipps-Universitat Marburg behandelt worden sind. Als Randbetrachtung kam es
zum Vergleich zwischen dem Vorkommen der oben genannten Mikroorganismen und
dem Vorhandensein einer koronaren Herzerkrankung bzw. dem Fehlen einer
koronaren Herzerkrankung sowie zur Gegenulberstellung vom Alter der Patienten

bzw. dem Geschlecht der Patienten und dem Vorkommen der vier Mikroorganismen.
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2 Material und Methode

2.1 Studiendesign

In dieser Studie sollten vier Mikroorganismen (Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia und
Peptptreptoccus  micros), die mallgeblich an der Entstehung einer
Parodontalerkrankung beteiligt sind, Uber die Methoden der Kultur und Uber eine
alternative = Nachweismethode, einem  Microarray, aus Patientenproben

nachgewiesen werden.

2.2 Patientengruppe

An dieser Untersuchung nahmen insgesamt 112 Patienten teil, die in
Zusammenarbeit mit der Abteilung fur Parodontologie des medizinischen Zentrums
fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde der Philipps-Universitat Marburg, der Klinik flr
Innere Medizin-Kardiologie des Klinikums der Philipps-Universitat Marburg und des
Instituts fur Mikrobiologie der Philipps-Universitat Marburg untersucht wurden.

Die Anzahl von 112 Patienten teilte sich in 2 Gruppen auf. Bei 83 der Patienten lag
eine koronare Herzerkrankung vor (KHK+) und bei 29 Patienten lag keine
Herzerkrankung vor (KHK-). Die Kontrollgruppe bestand aus Patienten, bei denen
sich der Verdacht auf eine koronare Herzerkrankung nicht bestatigt hatte oder
Patienten ohne Verdacht oder Hinweis auf eine koronare Herzerkrankung.

2.3 Ethische Grundlage

Die Patienten dieser Studie wurden ursprunglich fur eine Querschnittsstudie Uber die

parodontale Erkrankung als Risikofaktor der koronaren Herzerkrankung ausgewahlt.
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Diese Studie wurde der Ethikkommission des Fachbereiches Humanmedizin
vorgelegt und befurwortet.

Die Patienten wurden Uber den Inhalt dieser urspringlichen Studie informiert und
gaben ihre schriftliche Einverstandniserklarung, dass ihre Daten und die Ergebnisse
der Untersuchung fur weitere Untersuchungen zuganglich sein durfen. Aul3erdem
stand es jedem Patienten frei, jederzeit ohne Angaben von Grinden und ohne

jegliche Konsequenz fur seine weitere Behandlung aus der Studie auszuscheiden.

2.4 Mikrobiologische Parameter

Die lIsolierung und qualitative Bestimmung der Mikroorganismen, die sich in der
Sulcusflussigkeit fanden, wurde mit den Methoden der Kulturen und mit dem DNA-
Chip  durchgeflhrt.  Actinobacillus  actinomycetemcomitans,  Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia und Peptostreptococcus micros wurden untersucht.
Diese vier Mikroorganismen sind mitverantwortlich fur die Entstehung und den
Verlauf von Parodontalerkrankungen. Neben dem Nachweis der vier oben genannten
Mikroorganismen wird auch noch kurz auf den mit dem Chip moglichen Nachweis
von insgesamt 20 Mikroorganismen und deren Vorkommen in Bezug zu einer

Herzerkrankung eingegangen.

2.5 Probenentnahme

Die Probenentnahme erfolgte, nachdem die Zahnoberflache mit Watteklgelchen
gereinigt wurde. Bei den Patienten wurde aus den vier tiefsten Zahnfleischtaschen
Sulcusflissigkeit mit Hilfe von sterilen Filterpapierspitzen (Antaeos, Muinchen)
entnommen. Die Papierspitzen wurden zur Aufnahme der Sulcusflussigkeit 20
Sekunden in der Tasche belassen. Sofort nach Entnahme der Proben wurden diese
Papierspitzen in sterile Eppendorfrohrchen mit RTF- Medium (reduced transport fluid
mit 25% Glucose) (SYED ET AL., 1972) gegeben. Die Rohrchen wurden dann an das
Institut fur Medizinische Mikrobiologie weitergegeben und bei -80°C bis zur
mikrobiologischen Analyse tiefgefroren. Dieses speziell fir den Transport von
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Mikroorganismen entwickelte Medium enthalt Reduktionsmittel zur Aufrechterhaltung
eines niedrigen Redoxpotentials, so dass die Lebensfahigkeit der anspruchsvollen
anaeroben und aeroben Mikroorganismen wahrend der Aufbewahrung erhalten bleibt
(MARSH ET AL., 2003). AuRerdem ermoglicht das RTF Medium ein Einfrieren der
Proben ohne Veranderung der Lebensfahigkeit der Mikroorganismen, was
entscheidend ist fur spatere Untersuchungen.

2.6 Mikrobiologische Verfahren

2.6.1 Kultur

2.6.1.1 Materialien

» Schadler Blutagar Platten werden fur den Nachweis von Anaerobiern genutzt:
Aufschlussprodukt von dem Casein USP

aus dem Pankreas 10,0 g

Verdauungsforderndes Aufschlussprodukt

aus tierischem Gewebe 10,0 g
Hefeextrakt 20g
Glukose 109
Sodium chlorid 509
Sodium bisulfit 0,19
Agar 15,0 g
Destilliertes Wasser 1,0 liter
ph Wert 7,0

» Schadler KV (Kanamycin-Vancomycin) Agar ist speziell fur den Nachweis von

obligat anaeroben gram-negativen Mikroorganismen entwickelt worden.
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= Kocblut- oder Schokoladenagar wurde fur

aeroben/mikroaerophilen Mikroorganismen benutzt:
Aufschlussprodukt von dem Casein USP
aus dem Pankreas 7549

Verdauungsforderndes Aufschlussprodukt

aus tierischem Gewebe 759
Starke 109
Dipotassium phosphat 4049
Monopotassium phosphat 109
Sodium chlorid 50¢g
Agar 10,0 g
Destilliertes Wasser 1,0 liter

Kultivierung

von

= TSBV (Trypticase-Bacitracin-Vancomycin) Agar ist fur die spezielle Identifikation

von Actinobacillus actinomycetemcommitans, der sich idealerweise sternformig

zeigt, entwickelt worden (SLOTS 1982):

Trypticase Soja Agar 40,0 ¢
Bacitracin 75 mg
Hefeextract 109
Glukose 20g
Vancomycin 5mg
Destilliertes Wasser 1,0 liter

= Columbia Agar wird fur die Kultivierung von aeroben/mikroaerophilen und von

anaeroben Mikroorganismen genutzt:

Spezialpepton 10,0 g
Biosat oder Biton 10,0 g
Myosatisches Aufschlussprodukt

aus Rinderherz 3,09
Starke 109
Sodium chlorid 509
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Agar 13,59
Destiliertes Water 1,0 liter
ph-Wert 7,3

2.6.1.2 Identifikation der Mikroorganismen

Die Probenflissigkeit mit den Papierspitzen wurde aufgetaut und auf dem Vortexer
20-30 Sekunden geschduttelt. Fir die Analyse der Zahntaschenmaterialen bzw. die
Identifikation der Mikroorganismen wurden jeweils 0,05 ml Medium auf Kulturen
(Agarplatten) ausgestrichen; fur die Analyse der Aerobier jeweils 0,05 ml auf
Columbia Blutagar, Chocolate Agar und TSBV Selektivagar, fir den Nachweis der
Anaerobier jeweils 0,05 ml Medium auf Schadler Blutagar, Schadler KV Agar sowie
Columbia Agar. Die Schadler Blutagar-, Schadler KV- und Columbia Agar-Platten
wurden fur 7 Tage bei 36°C bei anaeroben Bedingungen (BBL GasPack System von
Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, Md.) inkubiert. Fur die
Analyse der mikroaerophilen Mikroorganismen wurden die Columbia Blutagar-, die
Chocolate Agar- sowie die TSBV Agar-Platten fur 3 Tage unter mikroaerophilen
Bedingungen (BBL Campypack plus von Becton Dickinson Microbiology Systems,
Cockeyville, Md.) bei 36°C inkubiert worden. Nach 3 bzw. 7 Tagen wurden die
Platten begutachtet. Um eine genaue Aussage Uber eine Bakterienkolonie treffen zu
konnen, isolierte man eine oder mehrere Bakterien eines Typs und inkubierte sie
erneut. Nach dem isolierten Wachstum der einzelnen Mikroorganismen identifizierte
man jedes einzelne mit Hilfe von Nachweisen auf lhre Zellmorphologie; dazu
gehorten die Gram-Farbung, die Indol-Produktion sowie durch Auftropfen von H,O,
auf isolierte Bakterienstamme, was die Katalase Aktivitat der einzelnen
Bakterienarten darstellen sollte. Zusatzliche Nachweismethoden, die auf
enzymatische Reaktionen zur ldentifikation von Porphyromonas gingivalis, Prevotella
infermedia und Peptostreptoccus micros beruhen, wurden zur genaueren
Identifizierung hinzugezogen. In dieser Studie ist BBL Crystal ANR ID Kit (Becton
Dickinson Microbiology Systemy, Conckeyville, Md) zur Anwendung gekommen.
Unter dem Mikroskop findet man bei dem TSBV Agar sternférmige Kolonien, die man
als Actinobacillus actinomycetemcomitans identifizieren kann; sie sind Katalase,

Galactose, Maltose und Xylose positiv (MUTTERS 1999).
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2.6.2 DNA-Chip (Microarray)

2.6.2.1 Konzept und Konfiguration des DNA-Chips

Greiner-Bio-One produziert mit dem ParoCheck | Chip den zur Zeit einzigen,
kommerziell erhaltlichen Bio Chip in der zahnmedizinischen Diagnostik. Dieser DNA-
Chip ist der erste Chip, der fur den semi-quantitativen Nachweis von Parodontitis
assoziierten Keimen anwendbar ist. Der DNA-Chip erlaubt eine schnelle und
zuverlassige Bestimmung von 10 bzw. 20 verschiedenen Keimen. In dieser Studie
wurden Chips genutzt, welche 20 Keime analysieren kdnnen. Somit kdnnen bei allen
Parodontopathien wie z.B. chronischer Erwachsenenparodontitis die verursachenden
Mikroorganismen bestimmt werden. Der Nachweis der Mikroorganismen erfolgt mit
Hilfe von molekularbiologischer Technik und basiert auf dem Nachweis des 16S rRna
Gens, dass fur jedes Bakterium spezifisch ist. Nach der Probenentnahme bei dem
Patienten extrahiert man die bakterielle DNA und fuhrt eine Polymerasen-Ketten-
Reaktion (PCR) durch, bei der Teile des 16S rRna codierenden Gens in Gegenwart
von fluoreszenzmarkierten Primern amplifiziert werden. Danach erfolgt die
Hybridisierung der markierten Amplifikate an keimspezifischen DNA-Oligomeren aus
dem Bereich des 16S rRna Gens, die auf dem DNA-Chip fixiert sind. Die Detektion
gebundener DNA erfolgt mit Microarray Scannern. Der DNA-Chip ist ein
beschichteter Glasobjekttrager (25mmx75mm) mit insgesamt 96 DNA Messpunkten.
Dieses Chip Design ermdglicht neben dem Nachweis der pathogenen
Mikroorganismen auch eine Kontrolle uber alle mikrobiologischen Arbeitsschritte
(PCR, Hybridisierung) sowie eine Aussage Uber die Qualitat des Chips (Spot-
Homogenitat, Printing). Eine Kombination von funf internen Kontrollsystemen schlief3t

falsch positive und falsch negative Ergebnisse aus.

28



Material und Methode

2.6.2.2 Arbeiten mit dem DNA-Chip

Bei den Analysen mit Hilfe des DNA-Chips wurde zuerst die bakterielle DNA aus den
in den Proben vorhandenen Mikroorganismen mit Hilfe des Sigma's GenElute
Mammalian Genomic DNA Kit der Fa. Sigma (St. Louis, MS, USA) extrahiert. Dieser
Kit ermdglicht einen einfachen und komfortablen Weg, die pure DNA aus einer
groRen Variation von Zellen und Geweben zu isolieren (SIGMA ALDRICH 2000). Der
Ablauf der DNA-Isolation aus grampositiven und gramnegativen Bakterien verlief wie
folgt: In 200 yl Zuchtmedium wurden zuerst mit 180 ul Lysis Solution B 6678 und 20
JI Proteinase K pipettiert. Die Lysis Solution soll das Auflésen von Gewebe z.B. der
Bakterienzellwande ermoglichen und die Proteinase K knackt® die
Basenverbindungen in der DNA. Nach kurzem Vortexen wurde diese Ldsung fur 10
Minuten bei 55°C inkubiert. Danach wurde 200 ul Lysis Solution B 8803, die ein
chaotropisches Salz enthalt, hinzugegeben. Dieses Salz ermdglicht die
Denaturierung der Makromolekule (SIGMA ALDRICH 2000). Die daraus entstandene
Lésung wurde dann nach kurzem Vortexen fur 5 Minuten bei 95°C inkubiert.
Nachfolgend kamen 200 pl Ethanol absolut in das Probengefald hinzu. Ethanol sorgt
spater bei den Zentrifugationen fur ein Anhaften der DNA an der Silica Membran des
Column Binding Tube (SIGMA ALDRICH 2000). Nach erneutem Vortexen wurde die
Lésung in ein ,binding column tube® pipettiert und fur 1 Minute bei 8.000 rpm bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Die Reinigungssaule musste dann in ein neues Gefal}
uberfuhrt werden. Die nun folgenden Zentrifugationen mit Wash Solution haben die
Aufgabe, die fur die Analyse uUberflissigen Lysis Solutions auszuspulen. Nach dem
Zufugen von 500 pl Wash Solution wurde fur 1 Minute bei 8.000 rpm bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Nachdem die Reinigungssaule in ein neues Gefal}
uberfuhrt worden ist, kamen 500 uyl Wash Solution hinzu und es folgte eine
Zentrifugation far 3 Minuten bei 13.000 rpm und Raumtemperatur. Danach musste
die Reinigungssaule in ein DNAse freies Gefal® uberfihrt werden, um alle
Fremdstoffe, die zu einer Verunreinigung der Losung und letztlich der DNA fihren
wulrden, zu entfernen. Nach Zugabe von 150 pl Elution Solution wurde ein letztes Mal
fur 1 Minute bei 8.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Das die DNA
enthaltene Eluat wurde in ein 1,5 ml Gefal® pipettiert (s. Tab. 1). Mit Hilfe von hoch
konservierten Primern, die in dem mitgeliefertem speziellem Master Mix enthalten
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waren, wurde die extrahierte bakterielle DNA bzw. das 16 S rRNA Gen aller
vorhandenen Bakterien der Probe einer PCR unterzogen. Dabei kam es zur
Amplifikation der Bakterien-DNA mit den floureszens-markierten Primern. Das
Design der PCR wurde so gewahlt, dass einzelstrangige DNA-Fragmente entstehen,
die dann mit Cy5 Fluorophor Molekulen markiert sind. Zuerst wurde fur jede Reaktion
19,3 pl Master Mix mit 0,5 yl DNA-Template des DNA-Isolats (Eluat) jeder Probe und
0,2 yl Taqg DNA-Polymerase gemischt (Gesamtvolumen 20 pl) (s. Tab. 2). Die PCR
Gefalke wurden im Thermal Cycler (Heizrampe 1°C/Sek.) platziert und das
Reaktionsvolumen auf 20 ul gesetzt. Dann erfolgte die PCR laut Protokoll (s. Tab. 3).
Nach erfolgter PCR konnten die Amplifikate entweder sofort oder nach Lagerung im
Dunkeln flir einige Tage bei 4°C hybridisiert werden. Die Chips wurden fur die
Hybridisierung in gesattigter Luftfeuchte flir mindestens 5 Minuten bei 60°C
vorgewarmt. Die Chips mussten wahrend der gesamten Hybridisierung bei 60°C
erwarmt bleiben. 15 pl Hybridisierungspuffer und 5 pl Amplifikats wurden bei
Raumtemperatur gemischt. Von dieser Mischung sind 15 pl auf den Chip an die so
genannte Hybridisierungszone, an der sich die 96 DNA-Messpunkte befinden,
transferiert worden. Die Zone wurde mit einem Deckglas Uberlagert und der Chip fur
15 Minuten in gesattigter Luftfeuchte bei 60°C inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte
die Waschung des Chips mit Hilfe der verdinnten Pufferloésungen I-lll, die im
Gesamtpaket des Chips mit gesendet wurden (s. Fig. 1). Dann ist der Chip bereit
zum Einlesen bzw. zum Scannen der Hybridisierungszone. Nach Hybridisierung und
Einlesung erfolgt die semi-automatische Analyse mit der mitgelieferten Software. Im
Fall dieser Untersuchung wurden die Aufreinigung der DNA, die PCR und die
Hybridisierung im Institut fir Mikrobiologie durchgefuhrt und die hybridisierten DNA-

Chips zur Auswertung nach Osterreich zum Hersteller geschickt.

2.6.2.3 Auswertung des DNA-Chips

Die hybridisierten bzw. ,beladenen® Chips wurden zur Erzeugung eines Ergebnis-
Reports gescannt und danach mit der GenePix Software aufgearbeitet. Bei diesem
Verfahren sind die einzelnen Spots der Hybridisierungszone mit einem dazu
passenden Raster eingelesen worden (s. Fig. 2). Das Computerprogramm GenePix

erkannte anhand der Kontrollspots, ob die mikrobiologischen Arbeitsschritte
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(Hybridisierung und PCR) korrekt durchgefuhrt worden sind (s. Fig. 3 und s. Fig. 4).
Wenn nicht konnte keine Aussage uUber das Vorkommen der Mikroorganismen
erfolgen und die gesamten Arbeitsschritte mussten wiederholt werden. Bestatigten
die Kontrollspots allerdings die korrekte Arbeitsweise, konnte die Auswertung der
markierten Amplifikate, die sich an die keimspezifischen DNA-Oligomere angelagert
hatten, erfolgen. Dieses ,Anheften® und die damit positive bzw. negative Aussage
uber den Spot, zeigte die vorhandenen bzw. nicht vorhandenen Mikroorganismen in
der Probe an und es kdnnten sogar zusatzlich noch semi-quantitative Aussagen

erfolgen (s. Fig. 5).

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des SPSS (Statistical Package of Social
Science) im Hochschulrechenzentrum der Philipps-Universitat Marburg ermittelt. Von
den 112 Patienten hatte man das Geburtsdatum, das Geschlecht der Patienten
sowie eine Zugehorigkeit zur Gruppe der Patienten mit einem KHK positiven Befund
bzw. zur Gruppe der Patienten mit einem KHK negativen Befund. Diese Daten
wurden in einer Standardabweichung miteinander verglichen. Nach dem gleichen
Verfahren wurden die Mikroorganismen mit ihrem Vorkommen in einer der
Untersuchungsmethoden abgeglichen. Der Chi-Quadrat-Test nach Paerson wurde
angewendet, um die Signifikanz im Vorkommen der vier untersuchten
Mikroorganismen in der Gruppe der KHK+ - bzw. KHK- -Proben und deren Nachweis
in den beiden Untersuchungsmethoden darzustellen. Mit Hilfe der Spearman-Rho
nichtparametrischen  Korrelation wurde versucht, zwischen den beiden
Untersuchungsmethoden und den Ergebnissen eine Relation zu finden.

Im Falle der 20 Mikroorganismen wurde das Sperman-Rho Ranking zum Vergleich
von Anzahl der Mikroorganismen zu KHK, Geschlecht und Alter angewendet, um

eine eindeutige Signifikanz nachzuweisen.
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3 Ergebnisse

3.1 Eigenschaften der Patientengruppe

An der Untersuchung nahmen 81 mannliche und 31 weibliche Patienten teil, so dass
sich eine Gesamtzahl von 112 Proben ergab. Von den 81 mannlichen Patienten
hatten 65 einen positiven KHK-Befund (KHK+) und 16 Patienten einen negativen
KHK-Befund (KHK-). Bei den weiblichen Patienten lag die Verteilung bei 18 KHK
positiv zu 13 KHK negativ (s. Abb. 1.1). Bezogen auf das Durchschnittsalter aller
Patienten versus KHK positiv bzw. KHK negativ ergab sich bei den Patienten mit
einem KHK positiven Befund ein durchschnittliches Alter von 63,85 Jahren und bei
den Patienten, bei denen ein negativer KHK Befund vorlag, stellte sich ein
Durchschnittsalter von 55,7 Jahren dar (s. Abb. 1.2). Das Alter der Patienten lag
zwischen 32 und 81 Jahren. Bei den KHK+ Patienten lag der Altersdurchschnitt bei
den Mannern bei 63,5 Jahren und bei den Frauen bei 62,2 Jahren. In der KHK-
Gruppe lag der Altersdurchschnitt bei den Mannern bei 54,4 Jahren und bei den
Frauen bei 57 Jahren (s. Abb. 1.3).

3.2 Mikrobiologische Ergebnisse

Zwei Methoden sind zum Nachweis der pathogenen Bakterien Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia und
Peptostreptoccus micros mit unseren Patientenproben angewendet worden. Zum
einen kam als Standardtechnik zur ldentifizierung von Bakterien, die Kultur, zum
Einsatz. Des Weiteren wurden die Proben dem Nachweisverfahren eines DNA-Chips
oder Microarray unterzogen, bei der es nach einer PCR zum Nachweis der Bakterien
uber die 16 S rRna kommt. In dieser Studie wird das Vorkommen von Actinobacillus

actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia und
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Peptostreptococcus micros mit beiden Verfahren gepruft und die Verfahrensweisen

beider Verfahren miteinander verglichen.

3.2.1 Kultur

Kulturen gelten nach wie vor als ,goldener Standard® in der Charakterisierung der
Bakterien in der dentalen Plaque und gehoren zur Routine an den mikrobiologischen
Instituten (TsAI ET AL., 2003). Die Identifikation der pathogenen Bakterien mit Hilfe von
Kulturen ist unumstritten und wird nach wie vor als Standard flir die Entwicklung
neuer Nachweismethoden bei den komplexen, parodontalen Erkrankungen genutzt.
Mit Hilfe der Kulturen kann der am starksten vorkommende Organismus erkannt
werden. Des Weiteren ist es mit verschiedenen Zusammensetzungen des Agars
mdglich, Eigenschaften des Bakteriums zu ermitteln (z.B. antibiotische Anfalligkeit
oder Resistenz). Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigt, dass auf diese Weise alle

vier Mikroorganismen ermittelt werden konnten.

3.2.1.1 Ergebnisse bei Gesamtzahl der Proben mit Kulturen

Bezogen auf die Gesamtzahl von 112 untersuchten Proben ergeben sich folgende
Ergebnisse:

Actinobacillus actinomycetemcomitans kam bei 9 Proben (8%) vor und bei 103 (92%)
konnte er nicht nachgewiesen werden. Porphyromonas gingivalis ergab bei 9 (8%)
Proben ein positives Ergebnis und bei 103 (92%) Proben war das Ergebnis negativ.
Prevotella intermedia war bei 16 (14,3%) Proben positiv nachweisbar und bei 96
(85,7%) Proben nicht nachzuweisen. Peptostreptococcus micros fand sich bei 50
(44,6%) Proben, bei 62 (55,4%) Proben war er nicht vorhanden (s. Abb. 2.1).

3.2.2 DNA-Chip

Der in dieser Untersuchung angewendete DNA-Chip erbringt den qualitativen

Nachweis der vier Mikroorganismen, ist aber daruber hinaus in der Lage, 20
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verschiedene Mikroorganismen zu analysieren und eine semiquantitative Aussage zu

treffen.

3.2.2.1 Ergebnisse bei Gesamtzahl der Proben mit dem DNA-Chip

Von 112 Proben war Actinobacillus actinomycetemcomitans bei 73 (65,2%) Proben
nachzuweisen und bei 39 (34,8%) Proben konnte man ihn nicht nachweisen.
Porphyromonas gingivalis fand sich in den Proben von 72 Patienten (64,3%) und in
den Proben von 40 Patienten (35,7%) war er nicht auffindbar. Prevotella intermedia
war nachweislich bei 22 (19,6%) Proben ein positiver und bei 90 (80.4%) Proben ein
negativer Befund. Bei den Proben von 82 (73,2%) Patienten zeigte sich bei
Peptostreptoccus micros ein positives Ergebnis und bei 30 Patienten Proben
(26,8%) ein negatives Ergebnis (s. Abb. 2.2).

3.3 Vergleich der Ergebnisse von Kultur und DNA-Chip

3.3.1 Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa)

In dem Nachweis der Mikroorganismen mit Hilfe der Kultur war Actinobacillus
actinomycetemcomitans bei 9 Proben (8%) positiv nachzuweisen. Bei Nachweis von
Actinobacillus actinomycetemcomitans Uber den DNA-Chip kam er in 73 (65,2%)
Proben vor. In 103 (92%) Fallen war Actinobacillus actinomycetemcomitans in der
Kultur ein negativer Befund; dies traf auch fur 39 (34,8%) Proben, die mit Hilfe des
Microarrays bearbeitet worden sind, zu (s. Abb. 2.3). Im Vergleich von Kultur und
Chip zeigte sich, dass eine Ubereinstimmung der Ergebnisse bei positiv
Actinobacillus actinomycetemcomitans in 4 Fallen und bei negativ Actinobacillus
actinomycetemcomitans in 34 Féllen bestand. Keine Ubereinstimmung der

Ergebnisse zwischen Kultur und Chip gab es bei 74 Proben (s. Abb. 2.4).
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3.3.2 Porphyromonas gingivalis (Pg)

In den Untersuchungsergebnissen der Kultur waren 9 (8%) Proben und bei den
Untersuchungsergebnissen mit dem Chip 72 (64,3%) Proben Porphyromonas
gingivalis positiv. Bei 103 (92%) der Proben der Patienten war Porphyromonas
gingivalis in den Ergebnissen der Kultur als negatives Ergebnis zu verzeichnen und
bei 40 (35,7%) Patientenproben des Chips ebenso (s. Abb. 2.5). Ubereinstimmung in
einem positiven Porphyromonas gingivalis Befund gab es bei 8 Proben. Negative
Ubereinstimmung gab es sogar in 39 Fallen. Dem gegeniber stand eine Differenz
der Ergebnisse der beiden Untersuchungsmethoden in Hohe von 65 Proben (s. Abb.
2.6).

3.3.3 Prevotella intermedia (Pi)

Prevotella intermedia fand sich in 16 (14,3%) Patientenproben, die der
Untersuchungsmethode der Kultur unterlagen. Bei 22 (19,6%) der Proben, die mit
Hilfe des Microarray untersucht worden sind, war Prevotella infermedia zu finden.
Nicht nachzuweisen war Prevotella intermedia in 96 (85,7%) Proben mit Methode der
Kultur. Prevotella intermedia war auch nicht nachweisbar bei 90 (80,4%) Proben, die
der Chip-Untersuchung unterzogen worden sind (s. Abb. 2.7). Ubereinstimmende
Ergebnisse gab es im positiven Nachweis von Prevotella intermedia bei 4 Proben. Im
negativen Nachweis waren es sogar 78 Proben. Unterschiede zwischen den

Untersuchungsergebnissen bestanden bei 30 Proben (s. Abb. 2.8).

3.3.4 Peptostreptococcus micros (Pm)

Im Nachweisverfahren Uber die Kultur sind 50 (44,6%) Proben Peptostreptococcus
micros positiv getestet worden; beim Nachweisverfahren Uber den Chip waren 82
(73,2%) Proben positiv getestet. Dem gegenuber stand ein Fehlen von

Peptostreptococcus micros in 62 (55,4%) Proben, die mit Hilfe der Kultur untersucht
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worden sind, und das Fehlen von Peptosteptococcus micros in 30 (26,8%) Proben,
die die Untersuchung mit dem Chip durchlaufen haben (s. Abb. 2.9). Der Vergleich
beider Verfahren zeigte Ubereinstimmung in einem positiven Peptostreptococcus
micros Befund in 39 Proben und in einem negativen Peptostreptococcus micros
Befund in 19 Proben. Differenzen gab es dagegen in den Befunden von 54 Proben
(s. Abb. 2.10).

3.4 Vergleich der Ergebnisse in Bezug zu KHK positiv/ negativ,

Geschlecht und Alter

Als Betrachtung am Rande wurde in dieser Untersuchung Uber einen
Zusammenhang zwischen dem Vorkommen der pathogenen Bakterien und
Herzerkrankungen nachgedacht. AulRerdem sollte untersucht werden, ob ein Bezug

zum Alter und zum Geschlecht der Patienten hergestellt werden konnte.

3.4.1 Herzerkrankungen

Bei allen 112 Patienten, von denen 83 einen positiven KHK-Befund und 29 einen
negativen KHK-Befund vorwiesen, wurde das Vorkommen der pathogenen Bakterien
in Bezug zu KHK positiv bzw. KHK negativ sowohl mit Hilfe Kultur als auch mit Hilfe
des DNA-Chips getestet. Gezeigt werden sollte auch der Vergleich der beiden

Nachweismethoden.

3.4.1.1 Actinobacillus actinomycetemcomitans versus KHK

Bei den Patienten, bei denen ein positiver KHK-Befund vorlag, sind 8 (9,6%) Proben
mit Hilfe der Kultur Actinobacillus actinomycetemcomitans positiv getestet worden.
Mit Hilfe Chips sind es 56 (67,5%) Proben mit positivem Actinobacillus
actinomycetemcomitans Befund gewesen. Von insgesamt 29 KHK negativ
getesteten Patienten war nur eine Probe (3,4%) in der Kultur Actinobacillus
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actinomycetemcomitans positiv aufgefallen. Mit Hilfe des Chips konnte in dieser
Patientengruppe ein Actinobacillus actinomycetemcomitans positives Ergebnis von
17 (58,6%) Proben erreicht werden (s. Abb. 2.11).

3.4.1.2 Porphyromonas gingivalis versus KHK

In der KHK positiv nachgewiesenen Patientengruppe ist Porphyromonas gingivalis im
Nachweis Uber die Kultur in 6 (7,2%) Proben nachgewiesen worden. Die gleiche
Gruppe Uber den Chip getestet, ergab ein Ergebnis von 58 (69,9%) positiven
Porphyromonas gingivalis Proben.

Bei der Patientengruppe, die keine KHK Erkrankung vorwiesen, waren im Verfahren
der Kultur 3 (10,3%) Proben und im Verfahren des Chips 14 (48.3%) Proben mit
Porphyromonas gingivalis aufgefallen (s. Abb. 2.11).

3.4.1.3 Prevotella intermedia versus KHK

In der Untersuchungsgruppe der positiv KHK Patienten war im Nachweisverfahren
der Kultur ein Ergebnis von 12 (14,5%) positiv Prevotella intermedia Proben und im
Nachweisverfahren des Chips ein Ergebnis von 16 (19,3%) positiv Prevotella
intermedia Proben ermittelt worden. Die Untersuchungsgruppe der negativ KHK
Patienten hatten einen Prevotella intermedia positiv Befund in der Untersuchung mit
Hilfe der Kultur von 4 (13,8%) Proben und mit Hilfe des Chips von 6 (20,7%) Proben
(s. Abb. 2.11).

3.4.1.4 Peptostreptococcus micros versus KHK

Bei der Anzahl von 83 KHK positiven Patientenproben zeigten 41 (49,9%) einen
Peptostreptococcus micros positiven bei der Kulturmethode auf. Die gleiche Gruppe
zeigte uber die Methode des Chips 61 (73,3%) Peptostreptococcus micros positive

Proben auf. Bei den 29 KHK negativen Patientenproben sind Gber das Verfahren der
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Kultur 9 (31%) und im Verfahren des Chips 21 (72,4%) als positiver

Peptostreptococcus micros Befund zu finden gewesen (s. Abb. 2.11).

3.4.1.5 Vergleich Vorkommen pathogene Mikroorganismen versus KHK

Bei allen Untersuchungsmethoden kam es nur bei der Untersuchung KHK versus
Chip bei dem Mikroorganismus Porphyromonas gingivalis und bei KHK versus Kultur
bei dem Mikroorganismus Peptostreptococcus micros zu einem signifikanten
Unterschied zwischen KHK positiv und KHK negativ. Weiterhin lie3 sich ein
signifikanter Nachweis Uber den eventuellen Zusammenhang von Kkoronaren
Herzerkrankungen und dem Vorkommen parodontalpathogener Mikroorganismen

nicht erbringen.

3.4.2 Alter der Patienten versus Bakterienvorkommen

Das Alter der Patienten in dieser Untersuchung lag zwischen 32 und 81 Jahren, der
Altersdurchschnitt der gesamten Patienten von 60,8 Jahren. Sowohl bei den KHK
positiven Patienten als auch bei den KHK negativen Patienten konnte kein
signifikanter Zusammenhang zwischen Alter und Bakterienvorkommen ermittelt

werden.

3.4.3 Geschlecht versus Bakterienvorkommen

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von

Mikroorganismen und dem Geschlecht der untersuchten Patienten gefunden werden.
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3.5 Untersuchung zum Nachweis von Mikroorganismen mit Hilfe des

Microarray

Der DNA-Chip bot die Mdglichkeit, 20 verschiedene Mikroorganismen nachweisen zu
konnen. In dieser Untersuchung sollte nur kurz darauf eingegangen werden, ob es
einen Zusammenhang zwischen einem erhohten Vorkommen von Mikroorganismen
und dem Vorkommen einer Herzerkrankung gibt. AulRerdem wurde untersucht, ob
zwischen dem vermehrten Vorkommen von Mikroorganismen und dem Alter bzw.
dem Geschlecht der Patienten ein Zusammenhang bestand. Bei der Gesamtzahl von
112 Patientenproben waren 2 Proben ohne Nachweis von Mikroorganismen. Bei 19
Proben lielRen sich 1 bis 5 Mikroorganismen nachweisen. 6 bis 10 Mikroorganismen
fanden sich in 17 Proben. Die meisten Proben in der Untersuchung (53) ergaben
einen Nachweis von 11 bis 15 Mikroorganismen. In 21 Proben fanden sich 16 bis 20
Mikroorganismen (s. Abb. 2.12).

3.5.1 Vorkommen Mikroorganismen versus KHK positiv bzw. negativ

Bezogen auf die Patientengruppe mit insgesamt 112 Proben fanden sich 83 Proben
mit einer nachgewiesenen Herzerkrankung (KHK+) und bei 29 Proben war
nachweislich keine Herzerkrankung vorhanden (KHK-). Bezogen auf die Gesamtzahl
von 20 Mikroorganismen bestand somit kein signifikanter Zusammenhang zwischen
den Proben, die einen KHK positiven Befund und den Proben, die einen KHK
negativen Befund aufwiesen und dem Vorkommen von Mikroorganismen. Darlber
hinaus war die Menge der vorkommenden Mikroorganismen nicht in Bezug zu den

KHK positiv und den KHK negativ Proben zu bringen.
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3.5.2 Vorkommen Mikroorganismen versus Alter der Patienten

Das Alter der Patienten stand in keinem signifikanten Zusammenhang mit dem
Vorkommen der Mikroorganismen. Es konnte keine Aussage daruber erfolgen, dass

Patienten mit hdherem Alter mehr Mikroorganismen aufweisen.

3.5.3 Vorkommen Mikroorganismen versus Geschlecht der Patienten

Es konnte anhand dieser Untersuchung keine signifikante Aussage getroffen werden,
die eine geschlechterspezifische Erkrankung mit den untersuchten Mikroorganismen

bestatigte.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methode

Die Patienten, die an dieser Studie teilnahmen, waren in Zusammenarbeit mit der
Abteilung fir Parodontologie des medizinischen Zentrums fur Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde, der Klinik fur Innere Medizin-Kardiologie des Klinikums der Philipps-
Universitat und dem Institut far Mikrobiologie der Philipps-Universitat ausgewahlt
worden. Es handelte sich um eine Fall-Kontrollstudie, an der insgesamt 112
Patienten teilnahmen. Bei 83 Patienten lag eine koronarangiographisch gesicherte
Herzerkrankung vor, bei 29 Patienten lag keine Herzerkrankung vor. Diese so
genannte Kontrollgruppe bestand aus Patienten, bei denen sich keine koronare
Herzerkrankung nachweisen liel3 oder aus Patienten, bei denen kein Hinweis oder
Verdacht auf eine koronare Herzerkrankung bestand.

Die Studie war als Blindstudie ausgerichtet, so dass bei den Untersuchungen nicht
bekannt war, ob es sich um einen Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung

oder um einen Patienten ohne eine nachgewiesene Herzerkrankung handelte.

4.2 Mikrobiologische Techniken

Schon 1965 zeigte eine Untersuchung bei Mannern, die an einer Gingivitis erkrankt
waren, dass die Hauptursache fur parodontale Erkrankungen im Zusammenhang mit
dem Vorkommen von Bakterien in der Zahnplaque steht (LOE ET AL., 1965). Ein
Hauptaugenmerk ging besonders auf das Vorkommen der pathogenen
Mikroorganismen Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia und Actinobacillus
actinomycetemcomitans und den verschiedenen parodontalen Erkrankungen (SLOTS
ET AL, 1988). Allerdings wird hervorgehoben, dass eine Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen Wirt und der Mikroflora innerhalb einer Zahnfleischtasche

erst zu einer Erkrankung in welchem Ausmalf auch immer flihre (LISTGARTEN 1988),

41



Diskussion

denn die parodontale Plaque gilt als komplexes, bakterielles Okosystem, das eine
angeborene Art und Weise in Bezug zur Kolonisation, Selektion und Reife innehat
(OFFENBACHER ET AL., 1988). Nach dem nun mehr eindeutigem Beweis, dass
pathogene Mikroorganismen wie z.B. Porphyromonas gingivalis oder Actinobacillus
actinomycetemcomitans, die als besonders aggressiv hervorzuheben sind (SLOTS ET
AL., 1999), verantwortlich sind fur aggressive Parodontalerkrankungen, beschaftigen
sich einige Studien zum einen mit dem Vorkommen der verschiedenen pathogenen
Mikroorganismen und zweitens mit ihrer Bekampfung mit Hilfe von mechanischen
und/oder medikamentdésen Hilfsmitteln. Untersuchungen, bei denen die
Verbesserung der Mundpflege und das Vorkommen der Mikroorganismen untersucht
wurden, waren die ersten Schritte in dieser Richtung. Mit verbesserter Mundpflege
alleine seien mallige klinische Verbesserungen erreicht worden, den subgingivalen
Mikroorganismen sei auf diese Weise aber nicht nachzukommen (LOOS ET AL., 1988).
Viel Wert wird bei allen Studien auf einen vollstandigen klinischen und
mikrobiologischen Befund gelegt, denn nur so ist eine sinnvolle Therapie einer
Parodontalerkrankung und den daraus folgenden Schritten einer Regeneration des
Knochengewebes z.B. mit Gore-Tex Membranen moglich (MACHTEI ET AL., 1994).
Andere Studien haben zum Ziel herauszufinden, ob es neben der Erkrankung des
Zahnbettes noch weitere Erkrankungen gibt, die einer Parodontitis ausgeldst durch
pathogene Mikroorganismen folgen bzw. mit ihr einhergehen und ob diese
Pathogene in anderen Bereichen nachweisbar sind. Ein Zusammenhang wird
zwischen dem Vorkommen von parodontalpathogenen Bakterien bzw. an
Parodontitis  erkrankten  Patienten und einer Herzerkrankung vermutet
(NONNENMACHER 2003). Schon 1999 zeigte die Gruppe um Progulke-Fox, dass z.B.
Porphyromonas gingivalis in der Lage ist, die endothelialen Zellen der
Koronararterien zu durchdringen (PROGULSKE-FOX ET AL., 1999). Auch wurde
Zellmaterial aus der Aorta mit Hilfe einer PCR untersucht, ob Porphyromonas
gingivalis in der Aortenwand nachzuweisen ist (STELzEL ET AL., 2002). In der
vorliegenden Arbeit handelte es sich um 112 Proben von Patienten, bei denen eine
gesicherte Herzerkrankung vorlag oder ausgeschlossen werden konnte. Bei diesen
Patienten wurde Sulcusflussigkeit zur Analyse und eventuellem Nachweis von
Mikroorganismen mit Schwerpunkt auf Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia und Peptostreptococcus micros

entnommen. Auch allgemeine Erkrankungen wie z.B. der Diabetes Typ 1 und auch

42



Diskussion

die Lebensumstande der Patienten (Rauchen, schlechte Zahnpflege) gelten als
Risikofaktoren fur eine Parodontalerkrankung (PIHLSTROM 2001). In der Studie von
Philstrom sind als hervorzuhebende Risikofaktoren flr eine Parodontalerkrankung
Rauchen, Diabetes und das Vorkommen von Porphyromonas gingivalis und
Prevotella intermedia angegeben.

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht untersucht, ob die Probanden Raucher oder
Nichtraucher waren. Durch Rauchen wird die mikrobiologische Flora beeinflusst und
es bendtigt weitere Studien, um einen signifikanten Zusammenhang zu den
parodontalen Erkrankungen herzustellen (RIVERA-HIDALGO 2003).

Mit dem Nachweis der Mikroorganismen beschaftigt sich eine weitere Gruppe von
Studien. Sinnvolle mikrobiologische Diagnostik muss folgenden Anforderungen
gerecht werden. Die Testergebnisse mussen reproduzierbar sein, die Genauigkeit
und Prazision des Testverfahrens mussen bekannt sein und die Empfindlichkeit und
Spezifitat des Testverfahrens sollte zuverlassig im Vergleich zu einem Referenz-Test
sein (CHEN ET AL., 1999). Das klassische Nachweisverfahren, der Nachweis von
Mikroorganismen Uber ein Kulturmedium, wurde in letzter Zeit zunehmend durch die
Nachweismethoden, die auf dem Nachweis der jeweiligen Bakterien-DNA basieren,
in den Hintergrund gedrangt. Dennoch gelten die Methoden zum Nachweis von
Mikroorganismen nach wie vor als Standard und wurden schlieBlich mit Erfolg
angewendet (SLOTS 1976; SLoTs 1977). Die Kulturen haben Vorteile gegentber den
Methoden, bei denen die extrahierte Bakterien-DNA den Nachweis erbringt.
Besonders hervorzuheben ist die Anwendung von Antibiotika in den Agarplatten.
Dadurch kann direkt eine vorhandene Resistenz ermittelt werden (MASHIMO ET AL.,
1983). Aulerdem koénnen die vorherrschenden Mikroorganismen einer
Patientenprobe Uber eine Kultur sehr gut gefunden und isoliert werden (ZEE ET AL.,
1996). Zusatzlich kann festgestellt werden, ob gewisse Mikroorganismen zusammen
bestehen konnen oder sogar Gruppen bilden (SOCRANSKY ET AL., 1988). In
unterschiedlichen Studien wurde im Vergleich PCR gegenuber der Kulturen immer
die PCR als die bevorzugte Methode hervorgehoben. Dem liegt zugrunde, dass die
PCR fur genauer und durch ihre Technik als sensibler bewertet wird (RIGGIO ET AL.,
1996). Dies fallt im Nachweis des pathogenen Mikroorganismus Prevotella
intermedia auf. Prevotella intermedia spielt eine wesentliche Rolle bei den
parodontalen Erkrankungen, aber Prevotella nigrescens, welcher Prevotella

intermedia nah verwandt ist und von ihm phanotypisch nicht zu unterscheiden ist, ist
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ein naturlicher Mikroorganismus in einem gesunden Zahnsulcus, wo eine Symbiose
zwischen den Mikroorganismen und den korpereigenen Zellen besteht. Eine
Unterscheidung beider Mikroorganismen ist also wichtig und nur Uber eine PCR
mdglich (CONRADS ET AL., 1997). Die PCR qilt als ,Mittel der Wahl“, wenn man eine
exakte, schnelle Nachweismethode bendtigt wird. Dank bereits vorhandener Primer
der nachzuweisenden Mikroorganismen bekommt man dann eine genaue
Zusammensetzung der Mikroflora und kann die entsprechende Therapie einleiten
oder Vergleiche uber z.B. Untersuchungsarten treffen (APATZIDOU ET AL., 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde noch einen Schritt weiter gegangen. Der Nachweis
der pathogenen Mikroorganismen erfolgte hier nicht nur mit Hilfe von Kulturen,
sondern auch mit Hilfe eines Microarrays. Nach durchgeflhrter und Uberprufter
erfolgreicher PCR wurde die extrahierte Bakterien-DNA auf einen DNA-Chip
aufgelagert  (hybridisiert), der mit Hilfe eines speziell konzipierten
Computerprogrammes ausgewertet wurde. Das Vorkommen der Pathogene konnte
so direkt in einem Diagramm abgelesen werden. Des Weiteren bot dieser Microarray
die Maglichkeit, 20 verschiedene Mikroorganismen gleichzeitig zu identifizieren, was
nicht nur Zeit sparend, sondern auch sehr wirtschaftlich ist. Von den 20
nachweisbaren Mikroorganismen sind 15 direkt oder indirekt relevant fur das
pathologische Geschehen einer Parodontalerkrankung und bei den anderen 5 ist ein
Zusammenwirken mit den anderen Mikroorganismen denkbar. Bei diesem Verfahren
des Chips entfallt ein Anziichten, ein Isolieren und ein zeitaufwendiges Uberpriifen
der Mikroorganismen, da man durch Einlesen des Chips direkt den Nachweis, wenn
erwunscht, auch den semiquantitativen Nachweis der einzelnen Mikroorganismen

erhalt.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte ein Vergleich von zwei unterschiedlichen Nachweismethoden
erfolgen, die in ihrer Art und Weise vollig verschieden sind. Beide haben dem
Nachweis von pathogenen Mikroorganismen gedient. Des Weiteren sollte auch
darauf eingegangen werden, ob sich ein Zusammenhang zwischen den

verschiedenen Komponenten, die diese Patientengruppe bot, darstellt. Die
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diagnostischen Merkmale einer Parodontalerkrankung weisen direkt auf die
verschiedenen charakteristischen Merkmale dieser Krankheit hin. Dazu gehoren die
gingivale Entziindung, die Zerstérung der verbindenden Gewebe und des zervikalen
Sulcus Fluids und dessen Zusammensetzung, sowie die Antwort des Wirts und die
mikrobiologische Plaque. Seit langem gilt es als akzeptiert, dass die Plaque und die
darin enthaltenen Mikroorganismen die Ausloser der Parodontalerkrankungen sind
(POLSON ET AL., 1985). Eine andere Studie beschaftigt sich mit dem Thema, ob es
einen Zusammenhang zwischen den mit Actinobacillus actinomycetemcomitans
infizierten Bakteriophagen und der raschen Destruktion von parodontalem Gewebe
gibt (PREUS ET AL., 1987). Die Untersuchung zeigte, dass durch Neuinfektion einer
gesunden Zahn- bzw. Wurzeloberflache mit nichtaktivem Actinobacillus
actinomycetemcomitans durch Hinzufugen einer mit Actinobacillus
actinomycetemcomitans infizierten Bakteriophage es zu einer ,Aktivierung“ des
nichtaktiven Actinobacillus actinomycetemcomitans kommt.

In dieser Untersuchung wurden die 112 Patientenproben mit den kulturellen
Untersuchungsmethoden und mit der des Microarrays bzw. Chip untersucht. Mit Hilfe
des Chips konnten in mehr Patientenproben die vier pathogenen Mikroorganismen
Actinobacillus  actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
infermedia und Peptostreptococcus micros nachgewiesen werden. Die vorliegende
Untersuchung ist eine der ersten, die diesen Chip vergleichend mit Kulturen
angewendet hat. Es sind keine Vergleichsstudien vorhanden.

Bezug nehmend auf diese Ergebnisse kann die Aussage getroffen werden, dass im
kulturellem Nachweis mehr Fehlerquellen stecken kénnten. Dies betrifft besonders
den Nachweis von Actinobacillus actinomycetemcomitans, da dieser nur in seiner
sternférmigen Ausbildungsform per Mikroskop gesucht wurde und so selten zu finden
war. Eine Fehlerquelle dieser Untersuchung konnte also im Fall von Actinobacillus
actinomycetemcomitans darin liegen, dass hier nur die Routine-Labor Diagnostik bei
Actinobacillus actinomycetemcomitans angewendet wurde. Fur Porphyromonas
gingivalis und Prevotella intermedia, die anaerob wachsen, galt es, sie moglichst
sauerstoffarm zu kultivieren. Dies konnte sich als eine weitere Fehlerquelle erweisen.
Die geringste Differenz zwischen den Ergebnissen zeigt sich bei Peptostreptoccus
micros. Bei dem Nachweis Uber den Chip erfolgte nicht nur ein Nachweis uber die

Mikroorganismen, sondern gleichzeitig auch eine PCR-Kontrolle. Zusatzlich wurde
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mit einem Photometer das Vorhandensein und die Menge der extrahierten Bakterien-
DNA bestimmit.

Zusatzlich sollte auch ein eventueller Zusammenhang zwischen Herz- und
Parodontalerkrankungen Uberpruft werden. In einer Untersuchung von 2001 wurde
festgestellt, dass es einen Zusammenhang zwischen Parodontitis und der Dicke der
Arteria  carotis gibt. Dabei konnen die  Stoffwechselprodukte  der
parodontalpathogenen Bakterien die Ausbildung von arterieller Plaque auslésen
(BECK 1997). Des Weiteren sind Antikdrper gegen die parodontalen Leitkeime im Blut
nachweisbar (HETz 2004). So soll eine enge Zusammenarbeit zwischen
Allgemeinarzten und Zahnarzten stattfinden und die Wichtigkeit der Zahnheilkunde in
diesem Fall der parodontalen Zahnheilkunde hervorgehoben werden (HETz 2004).

Es fanden sich in den Patientenproben teilweise diese Leitkeime, aber es liel3 sich
kein signifikanter Zusammenhang zu Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung
bzw. zu Patienten ohne eine koronare Herzerkrankung feststellen.

Das Alter und das Geschlecht der Patienten sollte ebenfalls in dieser Untersuchung
Beachtung finden. In dieser Arbeit lag der Altersdurchschnitt in der Gruppe der KHK
positiven Patienten bei den Mannern bei 63,5 Jahren und bei den Frauen bei 62,2
Jahren. In der Gruppe der Patienten, die eine negativ KHK aufwiesen, lag der
Altersdurchschnitt bei den Mannern bei 54,4 Jahren und bei den Frauen bei 57
Jahren. Es wurde schon nachgewiesen, dass altere Patienten mehr gingivale
Rezessionen aufwiesen und mehr Zahnplaque hatten (HOLM-PEDERSEN ET AL., 1975 ;
HoLM-PEDERSEN ET AL., 1980). Allerdings ist sowohl die Menge der Plaqueanlagerung
als auch die Entstehung einer parodontalen Entzindung nicht altersabhangig
(WINKEL ET AL., 1987). Dies zeigte sich auch in dieser Arbeit. Es konnte kein
signifikanter Zusammenhang zwischen Alter und erhdéhtem Vorkommen von
Mikroorganismen festgestellt werden.

Epidemiologische Untersuchungen zeigten ubereinstimmend, dass parodontale
Erkrankungen und parodontaler Gewebeverlust bei Mannern haufiger vorkommen
als bei Frauen (ALBANDAR 2002). Da sich die meisten Untersuchungen zur Frage
Geschlecht und Parodontalerkrankungen nur auf die klinischen Ergebnisse beziehen,
lasst sich schwerlich eine Aussage Uber das Vorkommen von parodontalpathogenen
Leitkeimen treffen. Im Fall dieser Untersuchung kann kein signifikanter Unterschied

zwischen Mannen und Frauen und dem Vorkommen von Actinobacillus
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actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia und
Peptostreptococcus micros festgestellt werden.

Mit dem Chip ist der Nachweis von 20 Mikroorganismen mdglich. Bezug nehmend
auf das Vorkommen der Mikroorganismen zeigte sich, dass der Schwerpunkt im
Bereich von 11 bis 15 vorhanden Mikroorganismen lag. Bei 53 Patienten lag eine
solch hohe Bakterienanzahl vor. In 21 Proben fanden sich 16 bis 20
Mikroorganismen. Da in der Studie weder ein Zusammenhang zu KHK positiv oder
negativ bzw. zum Geschlecht oder Alter der Patienten getroffen wurde, kann man
dazu keine Aussagen treffen.

Die Gesamtzahl der nachgewiesenen Mikroorganismen war in dieser

Patientengruppe hoch.
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5 Schlussfolgerung

Diese Studie wurde durchgefuhrt, um einen Vergleich der Nachweismethoden bei
den vier parodontalpathogenen Mikroorganismen Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia und
Peptostreptococcus micros mit Hilfe von Kulturen und mit Hilfe eines Microarrays zu
untersuchen. Auferdem galt es herauszufinden, ob es einen Zusammenhang
zwischen dem Vorkommen der vier pathogenen Mikroorganismen und einer
koronaren Herzerkrankung gibt. Zusatzlich sollte Uberprift werden, ob es eine
Korrelation zwischen dem Vorkommen der vier Mikroorganismen und dem Alter bzw.
dem Geschlecht der Patienten gibt.

Es zeigte sich, dass es keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Vorkommen der vier Mikroorganismen und einer koronaren Herzerkrankung gab. Es
gab auch keine Signifikanz im Vergleich Mikroorganismen und Alter der Patienten
bzw. dem Geschlecht der Patienten. Allerdings lieRen sich Unterschiede in den
Ergebnissen der verschiedenen Untersuchungsmethoden nachweisen.

Mit der Untersuchungsmethode Uber den Chip konnten in einer héheren Anzahl von
Proben die vier Mikroorganismen positiv nachgewiesen werden als mit Hilfe der
Kultur.

Der Nachweis Uber den gepriuften Chip scheint nach den hier vorliegenden
Ergebnissen  sicherer zu sein. Unzulanglichkeiten in der Kkulturellen
Nachweismethode konnen bei dieser Technik nicht auftreten. Da zudem eine
semiquantitative Bestimmung erreicht wird und damit ein pathogenes Potential
nachweisbar ware, bietet der Chip mdglicherweise eine Alternative, wenigstens aber

eine wertvolle Erganzung in der Diagnostik.
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6 Zusammenfassung

In die vorliegende Studie wurden 112 Patienten einbezogen. Bei 83 von diesen lag
eine koronare Herzerkrankung (KHK+) und bei 29 Patienten keine koronare
Herzerkrankung (KHK-) vor. Den Patienten wurde Sulkusflissigkeit mit Hilfe von
Papierspitzen entnommen, die im Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Krankenhaushygiene mit Hilfe von Nachweismethoden auf die Mikroorganismen
Actinobacillus  actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
infermedia und Peptostreptococcus micros untersucht wurden. Diese vier
Mikroorganismen gelten als ursachliche Erreger flr parodontale Erkrankungen. Bei
den beiden Nachweismethoden handelt es sich zum einen um das Kulturverfahren
und zum anderen um den Nachweis Uber einen DNA-Chip bzw. Microarray. Bei
diesem Verfahren erfolgt die Hybridisierung der aus den Mikroorganismen
extrahierten DNA an mikroskopisch kleinen Punkten, den Hybridisierungszonen, auf
einem Objekttrager, dem Chip. Es liel3 sich nachweisen, dass mit Hilfe des Chips in
den Patientenproben eine hohere Anzahl von Mikroorganismen nachgewiesen
werden konnte, als Uber die Kulturen. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen
dem Vorhandensein von Mikroorganismen in Bezug zu einer vorhandenen bzw.
auszuschlieBenden Herzerkrankung konnte nicht erbracht werden. Auch ist kein
Zusammenhang zwischen dem Vorkommen der Mikroorganismen und dem Alter
bzw. dem Geschlecht der Patienten zu sehen. Der Microarray bietet die Mdglichkeit
20 verschiedene Mikroorganismen semiquantitativ nachzuweisen. Die Mehrzahl der
Proben (53) wies 11 bis 15 Mikroorganismen auf.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mehr Untersuchungen nétig sind, um den
wirklichen Vorteil der Nachweismethode mit Hilfe des Microarrays im Vergleich zu
den Nachweismethoden mit Kulturen zu bestatigen. Der Nachweis Uber den hier
angewendeten Chip scheint sicherer im Vergleich zu den kulturellen
Nachweismethoden zu sein, da weniger Fehlerquellen existieren. Zusatzlich gibt es
eventuell durch eine semiquantitative Bestimmung der Mikroorganismen die
Mdglichkeit, eine verlasslichere Aussage zum eigentlichen Krankheitsgeschehen zu

treffen und daraus abgeleitet, eine adaquate Therapie durchzufuhren.
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Es sind weitere Untersuchungen nétig, um den Microarray oder Chip in seiner
Qualitat zu bestatigen. Des Weiteren muss die Frage geklart werden, ob der Chip
wirtschaftlicher ist als die Methoden der Kultur. Der Chip konnte eine Alternative zur

Kultur darstellen, sie aber wenigstens in der Diagnostik unterstitzen bzw. erganzen.
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7 Summary

In this study 112 patients, 83 with a coronary heart disease (CHD +) and 29 without a
coronary heart disease (CHD -), were investigated. Sulcus fluid was taken from all
patients with sterile paper points. These subgingival microbial samples were
analyzed in the Institute of Medical Microbiology and Hygiene to prove the
occurrence of Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia and Peptostreptoccus micros. These four microorganisms are
responsible for parodontal diseases. The microorganisms were proven with two
techniques, microbiological culture and a new DNA-Chip. The microorganisms were
hybridised at microscopic small points, the zone of hybridisation, on the slide, named
chip. As a result, a higher number of microorganisms could be shown with the chip. A
significant correlation between coronary heart disease and the presence of the
micoorganisms could not be shown. Between the occurrence of the microorganisms
and the age or the sex of the patients no correlation has been found.

The DNA chip exhibits the possibility to analyze 20 different microorganisms at once;
it was here just a marginal release, but the most probes have shown 11 to 15
microorganisms. The results of this study show the necessity of further examinations
to consider the advantages of the chip. The chip seems to be safer in pointing out the
microorganisms than the cultures because of less sources of error. It is also possible
to find a reliable conclusion to the real contract of the disease with a semiquantitave
determination. The results show, that more examinations are necessary to validate
the chips quality. It is also important to proof the chips effieciency. The chip could be
an alternative method, at least it could be a support or supplement for the clinical

diagnostics.
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A) Abbildungen

1. Eigenschaften der Patientengruppe
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Abb. 1.1

Verteilung der 112 Patienten in Bezug zu koronaren

Herzerkrankungen
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Durchschnittsalter aller Patienten bezogen auf KHK
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Altersverteilung versus KHK
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Verteilung von KHK auf das Alter und das Geschlecht

der Patienten
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2. Mikrobiologische Ergebnisse
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Vorkommen der Mikroorganismen in der Kultur
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Abb. 2.2

Vorkommen der Mikroorganismen im DNA-Chip
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Vorkommen Aa. Kultur versus Chip
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Vergleich Vorkommen Actinobacillus actinomycetemcomitans in

den Proben nachgewiesen Uber Kultur und Chip
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Ubereinstimmen der Ergebnisse bezogen auf die Anzahl der
Proben bei Actinobacillus actinomycetemcomitans

negativ Aa.
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Vorkommen Pg. Kultur versus Chip
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Vergleich Vorkommen Porphyromonas gingivalis in den Proben

nachgewiesen uber Kultur und Chip
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Abb. 2.6

Ubereinstimmung der Ergebnisse bezogen auf Porphyromonas
gingivalis bei allen Patienten
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Vorkommen von Prevotella intermedia

in den Proben nachgewiesen Uber Kultur und Chip
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Abb. 2.8

Ubereinstimmung Vorkommen Prevotella intermedia in Kultur

und Chip bezogen auf Gesamtzahl der Proben
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Vorkommen Pm. Kultur versus Chip
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Abb. 2.9

Vorkommen von Peptostreptococcus micros in 112 Proben

nachgewiesen uber Kultur und Chip
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Abb. 2.10

Ubereinstimmungen in Kultur und Chip bei Peptostreptococcus

micros bezogen auf alle Proben

58



Abbildungen, Tabellen und Figuren
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Abb. 2.11

Verteilung der Mikroorganismen auf alle Proben in Bezug
zu KHK (K = Kultur; C = Chip)
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Abb. 2.12

Verteilung der 20 Mikroorganismen auf 112 Proben



Abbildungen, Tabellen und Figuren

B) Tabellen

Tab. 1

Protokoll zur DNA Isolation aus grampositiven und gramnegativen Bakterien mit Hilfe

des Gen Elute Mammalian Genomic DNA Kit der Fa. Sigma

Bearbeiten von 200 pl Zuchtmedium

1.

© N o g bk~ WD

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

180 pl Lysis Solution (B 6678) und 20 ul Proteinase K in das Probengefaly

pipettieren; kurz vortexen.

10 Min. bei 55°C und 500 rpm inkubieren.

200 pl Lysis Solution (B8803) in das Gefal pipettieren; kurz vortexen.
5 Min. bei 95°C und 500 rpm inkubieren.

200 ul Ethanol (absolut) in das Probengefald pipettieren; kurz vortexen.
Die Lésung wird in ein ,binding colume tube“ pipettiert.

1 Min. bei 8.000 rpom und RT zentrifugieren.

Nach dem Zentrifugieren muss die Reinigungssaule in ein neues Gefal
uberfihrt werden.

500 pl Wash Solution in das Gefal} pipettieren.

1 Min. bei 8.000 und RT zentrifugieren.

Wiederholung von Schritt 8.

Wiederholung von Schritt 9.

3 Min. bei 13.000 rpm und RT zentrifugieren.

Die Reinigungssaule muss in ein DNAse freies Gefal Uberfuhrt werden.

150 pl Elution Solution in das Gefal} pipettieren.
1 Min. bei 8.000 rpm und RT zentrifugieren.

Das Eluat in ein 1,5 ml Gefal® pipettieren. Das Eluat kann bei -20°C gelagert

werden.
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Tab. 2

Polymerase Ketten Reaktion (PCR) Ansatz fur das Arbeiten mit dem DNA-Chip

Master Mix 19,3 ul

DNA Template 0,5 pl

des DNA Isolats

Tag DNA Polymerase 0,2 ul

1u (0,2 pl zu 0,5u/pl)

Totales Volumen 20 pl

Tab. 3

Protokoll der PCR fir den DNA-Chip

Zeiten Temp. °C Zyklenzahl
1 Min. 94 1

20 Sek. 95

20 Sek. 60 45

30 Sek. 72

1 Min. 72 1

Hold 22
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C) Figuren

Wasch |

a x>

[ > )
|

ParoChec ParoChec v

Alle Schritte bei 60°C

(> waschll & X wasch il

v Bereit zum

Scannen

Bei RT

Fig. 1

Hybridisierungsvorgang des DNA-Chips
(Quelle: Manual Lambda ParoCheck 1)

Wasch I

il
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Analyse des hybridisierten DNA-Chips

Prescan (Erstes Einlesen des Chips mit Hilfe des Computerprogramms)
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Scan (genaues Positionieren des Chips mit Hilfe der Eckpunkte)

i‘?_. GenePix Pro -- Device 1

Image IH\stugramw Lab Euukl Hesullsl Scatter P\UII Hepurt}

Image

" Preview [fast scan)

" wavelength B35 nm
" wavelength 532 nm
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KX [pm} Block: 1
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Positionierung (punktgenaues Positionieren der Orientation Spots tber den Chip)

&, GenePix Pro -- Device 1

Image 1 Hislngram] Lab Bnnk] F\esults] Scatter F'\nt] F!epnrll
Image
" Preview [fast scan) . .
£ Wavelength 635 m Orientation Spots
" Wavelength 532 nm
& Ratio [635 nm./532 nim)

G e e

Feature Viewer

¥ [um): Block: 1

93808110 Feature: 6,2

Marne:

S@

R atio [E35 nm#532 nm|
Rp 0.353
Rm: -0.027
mA: 0.118
R 0.027

Wavelength 532 nm

P 1632
F: 1231
B: 724

Pixels: F=716, B=2068

Ready Disk =15.83 GB B: A: ParaChipE ndversion.g. | 5: ParaChipE ndversion.,
#start|| | 2] @ 51 ||| {4 GenePix Pro — Devic... | (Cil%Mac Saver Lambda\Da...| ¥ Paro Chip Grid varher.bmp ... 3= oass

Eine korrekte Positionierung erfolgte, wenn alle drei Orientierungsspots in den
Eckpositionen wie abgebildet Uberlagert wurden.

Fig. 2

Einscannen des Chips mit Hilfe der speziellen Software in drei Schritten
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Fig. 3

Hybridisierungs Kontrollen und Interne Spotting Kontrollen
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PCR Kontrolle
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Image File Names: 30 uvd.tif
Comment: none

Scanned by: GenePix 4000A [55484]
When scanned: 8/2/02 02:00:00 PM
Image wavelengths: 635 nm, 532 nm
PMT: 700 V, 600 V

Laser Power: 1.5V, 3.1V

Scan Power: 100 %, 100 %

Results file name: (untitled)

635 nm

Printing Control

Positive Control
Sensitivity: Dilution Factor
SNR

Hybridization Control

Sensitivity: Dilution Factor
SNR

Actinobacillus
actinomycetemcomitans, A.a.

Actinomyces odontolyticus, A.o.

Actinomyces viscosus, A.v.

Bacteriodes forsythus, B.f.
Campylobacter, C.c.

Campylobacter gracilis (Bacteriodes
g.), C.g.

Campylobacter rectus, C.r.
Capnocytophaga gingivalis, Cap.g.
Eikenella corrodens, E.c.
Eubacterium nodatum, E.n.

Summary Info

Analyzed by: GenePix Pro 3.0.6.73
GPS file: ParoChipEndversion1.gps
GAL file: ParoChipEndversion.gal
Temperature: 45.8 V

Laser On-time: 1155, 1161
Barcode: none

532 nm

Quality Control

3 of 3 spots have SNR larger than 50
6 of 6 spots have a SNR larger than2
1 2 4 8 16 32 64

6 of 6 spots have a SNR larger than
2

128 256 512 1024
H B B W

1 2 4 8 16 32
Il BN BN BN .
Bacterial Results

Fusobacterium nucleatum,

negative F.n. positive
. Peptostreptococcus micros, .
negative P positive
.m.
negative II:c;’rphyromonas gingivalis, positive
negative Prevotella intermedia, P.i. negative
negative Prevotella nigrescens, P.n. negative
. Streptococcus constellatus, ie
negative S.c positive
negative Streptococcus gordonii, S.g. negative
negative Streptococcus mitis, S.m. negative
negative Treponema denticola, T.d. positive
negative Veillonella parvula, V.p. positive

Fig. 5 Ergebnisbogen DNA-Chip
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