Zur atiologischen

Bedeutung

des Zytomegalie-Virus fur
die Parodontitis und die akute
nekrotisierende ulzerative Gingivitis

Zusammenfassung

In der Literatur wurde die Hypothese aufgestellt, dass das
Zytomegalie-Virus (ZMV) eine &tiologische Rolle fir die Gin-
givitis und Parodontitis, speziell fiir die akute nekrotisierende
ulzerative Gingivitis (ANUG) spielt. Ziel der Studie war es, kli-
nische und mikrobiologische Daten zur Prifung dieser Hypo-
these zu sammeln. Zu diesem Zweck wurden bei verschiede-
nen Probandengruppen klinische Parameter erhoben, Serum
auf Antikérper gegen ZMV sowie Speichel und Taschenfliis-
sigkeit auf das Vorhandensein des Virus untersucht.

Von 37 Parodontitispatienten waren 37,8% seropositiv, aber
bei keinem konnte Virus in Speichel oder Taschenfliissigkeit
nachgewiesen werden. Die klinischen Parameter waren bei
den seropositiven Patienten nicht starker ausgeprégt als bei
den seronegativen. Sieben weitere Patienten, bei denen ei-
ne akute ZMV-Infektion diagnostiziert worden war, wiesen
drei bis 16 Wochen spéter keine auffélligen gingivalen oder
parodontalen Messgréssen auf. Bei keinem dieser Patienten
wurde Virus aus Taschenflissigkeit isoliert. Von zehn ANUG-
Patienten waren acht seropositiv, aber auch bei diesen liess
sich kein Virus nachweisen. Einundzwanzig Taschenproben
dieser ANUG-Patienten wurden mit der PCR Technik auf
ZMV-DNS untersucht. In vier der 16 Proben (25%) von sieben
seropositiven Patienten wurde ZMV-DNS nachgewiesen.
Diese Daten kénnen bei unseren Probanden eine &tiologi-
sche Rolle von ZMV bei der ANUG vermuten lassen.
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Einleitung

Der ursdchliche Zusammenhang zwischen der bakteriellen Pla-
que und der Gingivitis ist seit mehr als drei Jahrzehnten be-
kannt (LOE et al. 1965). So ist nicht verwunderlich, dass Hun-
derte von mikrobiologischen Untersuchungen iiber die
Atiologie von Parodontalerkrankungen sich mehrheitlich mit
Bakterien und in einem viel geringeren Ausmass mit anderen
Mikroorganismen befassten (HAFFAJEE & SOCRANSKY 1994,
MOORE & MOORE 1994, ZAMBON 1996). Nur einige wenige Ar-
beiten diskutierten, ob auch Viren in der Atiologie und Pathoge-
nese der Gingivitis, insbesondere der akuten nekrotisierenden
ulzerativen Gingivitis (ANUG) und der Parodontitis eine Rolle
spielen (CASSINGHAM et al. 1971, CARNEY et al. 1981, SABISTON
1986, MAIDEN et al. 1990), und erst kiirzlich wurden dazu auch
einige Daten erhoben (PARRA & SLOTS 1996, CONTRERAS et al.
1997, CONTRERAS & SLOTS 1998).

Es ist denkbar, dass Viren tiber mehrere Schadigungsmechanis-
men die Destruktion von parodontalem Stiitzgewebe erreichen
oder zumindest begiinstigen. Basierend auf den Kenntnissen
iiber die Biologie des Zytomegalie-Virus (ZMV), kann man sich
mehrere Arten der Gewebsschddigung vorstellen:

Erstens wire eine Virusvermehrung und eine daraus folgende
Schadigung von Saumepithelzellen denkbar, welche einen locus
minoris resistentiae bilden und somit als Eintrittspforte fiir Bak-
terien dienen konnten. Diese Bakterien leiteten dann die apika-
le Proliferation des Taschenepithels und durch die Ulzeration
des Taschenepithels die echte Taschenbildung und somit die
Parodontitis ein. Einige Studien zeigten Resultate, die solche
Schlussfolgerungen unterstiitzen: ZMV kann Endothelzellen,
Fibroblasten und Epithel von Speicheldriisen infizieren (DREwW
1988) und in vitro zu einer Lyse von infizierten Fibroblasten
fithren (ALFORD & BRITT 1990). Selten wurde von oralen Ulzera-
tionen als Folge einer ZMV-Infektion berichtet, die iiberwie-



gend bei immungeschwéchten Patienten auftraten (SCHUBERT
1991, ScuLLy et al. 1991).

Eine zweite Moglichkeit wére eine wenig produktive Infektion
weniger Gingivazellen (evtl. im Verlauf einer produktiven In-
fektion, z.B. in der Speicheldriise) ohne Gewebeschaden. Erst
die Immunantwort wiirde in der Gingiva zu Schadigungen
fihren.

Eine dritte Moglichkeit ware eine Gewebeschddigung durch
Plaquebakterien als Folge einer lokalen Abschwichung von
Schutzmechanismen des Immunsystems im Verlauf einer ZMV-
Infektion. So kann ZMV Lymphozyten und Monozyten infizie-
ren und auf diese Weise eine signifikante Reduktion der Inter-
leukinproduktion und eine Verminderung der reaktiven Prolife-
ration als Antwort auf Mitogene bewirken (Karasi & RICE 1988).
Andere Studien zeigten eine generelle Abnahme der zelluldren
Immunantwort durch die virale Infektion und eine darauf fol-
gende Sekundarinfektion durch eine bakterielle Flora (MERIGAN
1981, ROBERTSON & PENNINGTON 1984, ROOK 1988). Ob diese
dritte Moglichkeit bei der Parodontitis von praktischer Bedeu-
tung ist, scheint fraglich, weil eine lokale Abnahme der zel-
luldren Immunitét bei ZMV nicht nachgewiesen ist und bei der
Abwehr bakterieller Infekte die zelluldre Immunitdt weniger
wichtig als die humorale ist.

Zusammenhinge zwischen einer Gingivitisform (ANUG) und
ZMV wurden schon vor iiber zehn Jahren vermutet. Aufgrund
dreier epidemiologischer Ahnlichkeiten schlug SABISTON (1986)
einen ursdchlichen Zusammenhang zwischen ZMV-Infektion
und Gingivitis, insbesondere der ANUG vor: Die Altersberei-
che der Erstinfektion mit ZMV und des Vorkommens der
ANUG korrelieren sowohl in Industrie- als auch in Entwick-
lungslandern. In den USA und in Nordeuropa treten die
ANUG- und die ZMV-Serokonversion tiberwiegend in einem
schmalen Altersabschnitt zwischen 15 und 25 Jahren auf. Im
Gegensatz dazu trifft man diese Erkrankung wie auch die
ZMV-Serokonversion in gewissen Drittwelt- und Entwick-
lungsldndern in noch jlingeren Altersgruppen an, namlich
deutlich vor der Pubertat (Ho 1990, Taiwo 1993). Hier scheint
die Untererndhrung den wichtigsten pradisponierenden Faktor
darzustellen, wohingegen das Rauchen und der Stress in den
zivilisierten Landern grossere Bedeutung haben. Bei jungen
homosexuellen Mannern ist ein héufigeres Vorkommen so-
wohl der ZMV-Infektion (DREw et al. 1981, 1982, JACOBSEN &
MIiLLs 1988) wie auch der ANUG (DENNISON et al., ] Dent Res
64: Special Issue/abstract #204,1985) anzutreffen. Sowohl bei
der ANUG als auch bei ZMV-Infektion wurde eine Verminde-
rung der zelluldren Immunitdt beobachtet, welche u.a. eine
Beeintrachtigung der Phagozytose- und Chemotaxisaktivitat
der polymorphkernigen Granulozyten beinhaltet (COGEN et al.
1983).

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung von ZMV als Ursa-
che der Gingivitis und Parodontitis abzuschatzen. Wenn das
Virus eine wichtige Rolle spielen wiirde, miisste der Durchseu-
chungsgrad im Parodontitis-Patientenkollektiv hoher sein als in
der parodontal gesunden Kontrollgruppe. Man kénnte weiter
erwarten, das Virus nicht nur im Speichel, sondern auch in gin-
givalen, vielleicht spéter auch in parodontalen Taschen nachzu-
weisen.

Um diese Frage abzukldren wurde versucht, bei verschiedenen
Probandengruppen (Parodontitispatienten, Patienten mit einer
akuten ZMV-Vermehrung und ANUG-Patienten) das ZMV aus
der Taschenfliissigkeit zu isolieren und in Beziehung zu klini-
schen Parametern, zum Antikdrpertiter und zu bakteriologi-
schen Daten zu setzen.

Zytomegalie-Virus bei Parodontitis und ANUG

Material und Methoden
Probandinnen und Probanden

In dieser Studie wurden insgesamt 74 Probanden untersucht,
welche in die nachfolgend definierten vier Gruppen eingeteilt
waren (I-1IV). Alle Patienten wurden vor den klinischen Unter-
suchungen durch eine umfassende miindliche Besprechung so-
wie ein Patienteninformationsblatt iber Art und Ziel der Studie
aufgeklart und erst nach miindlicher Einverstandniserklarung
untersucht.

Bei jedem Patienten wurde eine medizinische Anamnese durch-
geftihrt, mit der auch Kontraindikationen fiir die Studienteil-
nahme eruiert wurden. Kontraindikationen waren: (1) HIV-Tra-
ger, (2) eine Antibiotikatherapie innerhalb der letzten drei
Monate vor Studienbeginn, (3) eine unmittelbar vorgangige Be-
handlung der ANUG, Parodontitis oder der ZMV-Infektion. Es
wurden das Geschlecht und das Alter zum Zeitpunkt der Un-
tersuchung aufgenommen. Das Parodont wurde mit den fol-
genden klinischen Parametern beschrieben: Sondierungstiefen
(ST), Sulkus-Blutungs-Index (SB/MUHLEMANN & SON 1971),
Blutung auf Sondierung (BOP/LANG et al. 1986) und Taschenak-
tivitat (Pusaustritt auf Fingerdruck).

Gruppe I (Parodontitispatienten): Diese Patientengruppe umfasste
37 Parodontitispatienten, deren klinische Merkmale in Tabelle I

Tab.! Klinische Parameter der Probandengruppen -1V

Gruppe | Gruppe | Gruppel Gruppe Il Gruppe lll Gruppe IV
seropos. seroneg. gesamt

Anzahl Pat. 14 23 37) 7 10 20

Geschlecht (m) 8(57%) 10 (44%) 18 (49%) 4 (57%) 4 (40%) 9 (45%)
Geschlecht (W) 6 (43%) 13(57%) 19 (51%) 3 (43%) 6 (60%) 11 (55%)
Alter (Jahre) 43,6 391 40,8 36,6 31,2 39.8
AP Il 19 30 3 0 .
RPP 3 3 6 0 0 .
LJP 0 1 1 0 0 .
ANUG 0 0 0 0 10 .
ST-V (mm) 58 51 54 38 30 .
ST-B (mm) 6,6 6,2 64 39 32 .
SBI 2,6 2,7 2,7 32 4,8 .
BOP? 93 88 90 75 100 .
Pus Austritt” 1 4 6.8 0 0 .
AP = Erwachsenenparodontitis

RPP = Schnell verlaufende Parodontitis

LJP = Lokalisierte, juvenile Parodontitis

STV = mittlere Sondierungstiefe, Stellen Virologie
ST-B = mitttlere Sondierungstiefe, Stellen Bakteriologie
" = % Stellen

e = nicht anwendbar

zusammengestellt sind. Fiir den ZMV-Nachweis wurde Material
aus vier parodontalen Taschen entnommen sowie zusétzlich eine
Blut- und Speichelentnahme durchgefithrt. Aus vier weiteren,
dhnlich tiefen Taschen, zum Teil aber auch aus zwei gingivalen und
zwei parodontalen Taschen, wurde mittels Papierspitzen Taschen-
inhalt fiir die bakteriologische Untersuchung gewonnen.

Gruppe Il (ZMV-positive Patienten): Sieben Patienten, bei denen
vor drei bis 16 Wochen eine akute ZMV-Vermehrung durch
Virusnachweis in Korperfliissigkeiten (Serum, Bronchiallavage,
Speichel oder Urin) nachgewiesen worden war, wurden uns
freundlicherweise aus den Kliniken fiir Hamatologie, Innere
Medizin und Nephrologie des Kantonsspitals Basel zur Ab-
klarung tiberwiesen. Sie wurden analog zur ersten Gruppe un-
tersucht (Tab. I).

Gruppe III (ANUG-Patienten): Dieses Kollektiv bestand aus zehn
Patienten, bei denen klinisch eine akute nekrotisierende ulzera-
tive Gingivitis (ANUG) diagnostiziert worden war. Die Diagno-
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sekriterien waren Nekrose oder Ulzeration von mindestens drei
Papillenspitzen und eine deutliche Blutung auf Sondierung
(Bor). Sie wurden gleich wie die Patienten der Gruppe I unter-
sucht (Tab. I).

Gruppe 1V (parodontal gesunde Probandengruppe): Bei 20 Mitar-
beitern des Zahnmedizinischen Zentrums (Tab. I), bei welchen
die orale Hygiene ausgesprochen gut und klinisch nur geringe
Entziindungszeichen an wenigen Stellen vorhanden waren,
wurde eine Blutentnahme zum Nachweis von ZMV-Antikor-
pern durchgefiihrt. Infolge der zu seichten Taschen (<4 mm)
wurde bei diesem Kollektiv bewusst auf eine Sulkustliissigkeits-
entnahme zum ZMV-Nachweis und zur bakteriologischen
Untersuchung verzichtet. So konnten auch keine klinischen
Parameter von Entnahmestellen erhoben werden.

ZMV-Nachweis und ZMV-Serologie

Probenentnahme: Die Selektionskriterien fiir die Stellenwahl zur
Probenentnahme waren neben der Sondierungstiefe (bei Gin-
givitisstellen die Auspragung der klinischen Entziindungssym-
ptome) auch die Zuganglichkeit.

Zur Gewinnung von Taschenfliissigkeit wurden mittels einer pl-
Prazisionsspritze (Serie 700, Hamilton) 20-30 ul Pufferldsung
(PBS) in die Tasche gegeben und der so aufgeschwemmte Ta-
scheninhalt wieder aufgesogen, in einen Behélter mit Virus-
transportmedium (BURKHARDT 1992) zugegeben und gepoolt.
Der Speichel wurde in unstimuliertem Zustand wihrend einer
Minute gesammelt.

Virusnachweis durch Amplifikationskultur (Shell vial assay): Der
Virusnachweis erfolgte nach Zentrifugation des Untersuchungs-
materials auf eine MRC5-Zellkultur innerhalb von 24 Stunden
durch Nachweis viraler Frithproteine mittels Immunfluores-
zenzmethode (Argene Biosoft) bzw. von viraler DNS durch in-si-
tu-Hybridierung (Enzo PathoGene) nach fiinf Tagen. Die Me-
thodik hat eine Sensitivitdt von bis zu 95% und ist als rascher
und empfindlicher Nachweis von ZMV zu werten (CATHOMAS &
BrEnz 1989). Mit dieser Methodik werden nur infektiose Viren
nachgewiesen. Damit zeigt ein positives Resultat eine aktive Vi-
rusreplikation im Patienten an.

Nachweis viraler DNS durch PCR: 21 Proben von 9 Patienten der
ANUG-Probandengruppe wurden mit der PCR-Technik auf
Vorhandensein des ZMV-Genoms hin untersucht. Die Extrak-
tion der genomischen DNS aus je 1001 der mit Papierspitzen
gewonnenen Tascheninhalte erfolgte nach der Methode von
Boowm et al. (1990), mit Hilfe von Guanidin-rhodanid und Silica-
Partikeln. Fir die PCR-Amplifikation wurde eine Doppel-PCR
(«nested PCR») gewdhlt, die ein 191 bp langes Stiick des 5'-ter-
minalen Teiles der immediate-early Region des ZMV-Genoms
amplifiziert. Fiir die dussere PCR wurden die Primer M482 (5'-
AAAACTACGTCACCCGACAC-3') und M483 (5'-CTGTCGG-
TGATGGTCTCTTC-3), fir die innere PCR die Primer M485
(5"-AAGACCGTCACAATAAACCG-3") und M484 (5'-TCTCT
GGTCCTGATCGTCTT-3’) verwendet (Hans Hirsch, in Vorbe-
reitung). Die Reaktionsbedingungen fiir die PCR-Reaktionen
wurden anhand positiver und negativer Kontrollen bestimmt.
Um méglichen Kontaminationen bei der PCR vorzubeugen,
wurde die UDG-Methode verwendet.

Fiir die dussere PCR wurde 1pl DNS, je 0,3uM Primer M482
und M483, je 0,2mM dATE, dCTPE, dGTP und 0,4mM dUTP
(Boehringer Mannheim), 3mM MgClz, 0,5U Uracil DNA Gly-
kosylase (Gibco), 1U AmpliTaq Gold (Perkin Elmer) und 5pul
10X Perkin Elmer Puffer IT in einem Endvolumen von 50yl in-
kubiert. Das gewdhlte Temperaturprofil bestand aus einem er-
sten Denaturierungsschritt wahrend 8 min bei 95 °C, gefolgt
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von 35 Zyklen mit je 1 min bei 95 °C, 55 °C und 72 °C und
einem abschliessenden Polymerisationsschritt von 7 min bei
72 °C.

Fiir die innere PCR wurde 1ul PCR-Produkt der dusseren PCR
unter analogen Bedingungen mit 40 Zyklen reamplifiziert.
Amplikons wurden durch Elektrophorese von 10ul des PCR-
Produktes in einem 2%-Agarose-Gel in der Gegenwart von
0,5pug/ml Ethidiumbromid detektiert und auf einem Geldoku-
mentationssystem (Bio-Rad Laboratories) analysiert.
Antikorpernachweis: Der Nachweis von IgM- und IgG-Antikor-
pern gegen ZMV wurde mit einem ELISA-Test (Abbott, Baar)
quantitativ bis 250 Arbitrdre Einheiten (AE) pro ml durchge-
fihrt. Antikérper von 15 und mehr AE pro ml wurden als posi-
tiv beurteilt, kleinere Titer galten als negativ.

Bakteriologische Untersuchungen

Bei den ersten drei Patientengruppen (I-III) wurden an je vier
Zahnstellen (Taschentiefen von 3-11 mm) Material mit Papier-
spitzen entnommen, in 0,5 ml RTF gegeben und einzeln wie
folgt bakteriologisch untersucht (WEBER et al. 1998):

Nach einminiitigem Mischen mit dem Vortexgerat wurden 10 pl
der Suspension fiir die Dunkelfeldmikroskopie verwendet. Bei
700facher Vergrosserung wurden 100 Bakterienzellen gezahlt
und folgenden sechs Morphotypen zugeordnet: Spirochéten,
bewegliche Stdbchen, unbewegliche Stdbchen, fusiforme Bak-
terien, Kokken und iibrige (z.B. Filamente).

Durch Kultur wurden aerob und anaerob die Gesamtkeimzahl
und der Anteil der schwarzpigmentierten Kolonien bestimmt
sowie gezielt die Parodontopathogene Actinobacillus actinomyce-
temcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia/Pre-
votella nigrescens, Fusobacterium nucleatum und Eikenella corro-
dens gesucht.

Zur Identifizierung der Isolate wurden neben der Sauerstoff-
empfindlichkeit, der Koloniemorphologie und der Gramfar-
bung folgende biochemische Merkmale herangezogen: Kata-
lase- und Oxidase-Aktivitdt/Bildung von Indol/a-Glucosidase-,
3-Galaktosidase-, 8-N-Acetylglucosaminidase- und Ornithin-
decarboxylase-Aktivitat/Saurebildung aus Glukose, Laktose
und Saccharose.

Statistische Methoden

Die logistische Regression wurde angewendet, um eine Korre-
lation zwischen dem Vorhandensein von positiven IgG-Anti-
korpertitern und den klinischen wie auch bakteriologischen Pa-
rametern zu beurteilen. Die Analyse wurde mit Hilfe des
Programms S-PLUS, Version 3.3 fiir Windows (MathSoft Inc.,
Seattle 1995) durchgefiihrt.

Resultate

Um die atiologische Bedeutung des Zytomegalie-Virus fiir die
ANUG und die Parodontitis zu beleuchten, wurde versucht, das
ZMV in den verschiedenen Probandengruppen nachzuweisen.
Einerseits wurden in Seren die IgM- und IgG-Antikorpertiter
bestimmt, andererseits wurde versucht, das Virus aus Speichel
und Taschenfliissigkeit zu isolieren.

Probandengruppe | (Parodontitispatienten)

Die klinischen Parameter sind in Tabelle I — auch getrennt fiir
seropositive und -negative Probanden — zusammengefasst.

ZMV- und Antikoérpernachweis: Vierzehn der 37 Patienten hat-
ten positive IgG-Antikorpertiter gegen ZMV. Dies entspricht ei-
ner Prévalenz von 38% (Abb. 1) Die Mittelwerte der IgG-Anti-



164
S
=
2
D
4
<
(0]
2
o =
2
- H
‘@ e
o
e —

n=10 n=20 !
| I 1 v
Probandengruppe
Abb. 1 Anteil Probanden mit positivem IgG-Antikérperti-

ter fiir die Probandengruppen |-V

korpertiter betrugen 184,6 AE/ml (minimal 39 AE/ml, maximal
250 AE/ml). Bei keinem fanden sich IgM-Antikorpertiter, die auf
eine Neuinfektion hingewiesen hatten. Weder im Speichel noch
in der Taschenfliissigkeit dieser 37 Patienten wurde Zytomega-
lie-Virus nachgewiesen.

Die bakteriologischen Untersuchungen zeigten eine enorme
Variabilitdt der Taschen. Die Mittelwerte der Dunkelfeldunter-
suchung (Tab. IT) und der Kulturen (Tab. III) liessen keine auffal-
ligen Befunde erkennen.

Probandengruppe Il (ZMV-positive Patienten)

Zur Uberpriifung der Hypothese wurden als zweites Proban-
denkollektiv sieben Patienten untersucht, bei denen eine aktive
ZMV-Vermehrung vor drei bis 16 Wochen nachgewiesen wor-
den war. Falls sich dasVirus auch im parodontalen Gewebe ver-

Tab.ll  Mittlere Anteile der bakteriellen Morphotypen in
der Taschenflora der Probandengruppen I-lil
Morphotypen Gruppe | Gruppel Gruppel Gruppell Gruppe lll
seropos. seroneg. gesamt
Spirochaten (%) 18 13 15 10 28
bew. Stab. (%) 18 15 16 5 28
unbew. Stab. (%) 11 13 12 32 16
Fusiforme (%) 2 1 1 9 1
Kokken (%) 30 39 35 23 26
Ubrige (%) 21 19 21 21 1
Tab.lll  Bakteriologische Untersuchung der Taschenflora bei
den Probandengruppen I-lll
Gruppe | Gruppel Gruppel Gruppell Gruppe lll
seropos. seroneg. gesamt
GKZ aerob
(X 1 Mio.) 30 6 15 1 6
GKZ anaerob
(X 1 Mio.) 183 80 19 5 29
Schwarzpigmentierte
(%) 21 21 21 9 22
P gingivalis (%)’ 41 34 36 4 20
P intermedia/
P nigrescens (%)” 57 62 60 29 93
A. actinomycetem-
comitans (%)" 41 18 27 0 10
E. corrodens (%)" 34 30 32 21 55
F. nucleatum (%)" 50 65 59 29 68

GKZ = Gesamtkeimzahl
" = bezogen auf untersuchte Stellen
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mehren wiirde, miisste es sich dort nachweisen lassen, und
Entziindungen miissten klinisch erkennbar sein.

Die klinischen Parameter (Tab. I) zeigten gegeniiber der Gruppe
I geringere Sondierungstiefen, einen leicht htheren Mittelwert
fir den SBI und einen tieferen BOP-Index. Dafiir erfolgte nie
ein Pusaustritt aus der Tasche.

ZMV-Nachweis: Nur gerade bei einem Patienten (14%) wurde
im Speichel Virus nachgewiesen. Aus den gingivalen und par-
odontalen Taschen konnte kein Virus isoliert werden, auch nicht
beim Patienten mit Virus im Speichel.

Die bakteriologischen Untersuchungen zeigten einen geringen
Anteil von Spirochédten und beweglichen Stabchen (Tab. II), we-
sentlich tiefere Gesamtkeimzahlen sowie eine niedrigere Prava-
lenz von parodontopathogenen Keimen (Tab. III) als in der Pro-
bandengruppe I. Diese Befunde entsprachen den geringeren
Taschentiefen und dem niedrigeren BOP (Tab. I). Bei diesen sie-
ben Patienten ergaben sich also keine Hinweise, die fiir eine
atiologische Rolle des ZMV sprechen wiirden.

Probandengruppe Ill (ANUG-Patienten)

Die klinischen Parameter ergaben geringe Sondierungstiefen,
aber da das Parodont oft Ulzerationen zeigte, einen hohen SBI-
Durchschnittswert und infolge der hohen Blutungstendenz ei-
nen BOP von 100%, aber keinen Pusaustritt auf Fingerdruck
(Tab. D).

ZMV- und Antikorpernachweis: In acht von zehn Féllen konn-
ten IgG-Antikorper gegen ZMV nachgewiesen werden, was ei-
ner Pravalenz von 80% entspricht (Abb. 1). Die Mittelwerte der
IgG-Antikorpertiter betrugen 116,2 AE/ml (minimal 18 AE/ml,
maximal 250 AE/ml). Es wurden keine IgM-Antikorper gefun-
den, die auf eine Frischinfektion hingewiesen hatten. Weder aus
Speichel noch aus gingivalen Taschen konnte Virus isoliert wer-
den.

Aus 16 Proben von 7 der 8 seropositiven und aus 5 Proben der
beiden seronegativen ANUG-Patienten wurde DNS isoliert und
versucht, ein Teil des ZMV-Genoms mittels PCR zu amplifizie-
ren. Vier der 16 Proben, die von 3 seropositiven ANUG-Patien-
ten stammten, zeigten das erwartete 191bp lange PCR-Produkt,
wiahrend die 5 Proben der beiden seronegativen ANUG-Patien-
ten negativ blieben (Abb. 2).

Bakteriologische Untersuchungen: Die Resultate der Dunkel-
feldmikroskopie zeigten einen relativ hohen Anteil von Spiro-
chidten und beweglichen Stdbchen sowie einen unerwartet
niedrigen Anteil von fusiformen Zellen (Tab. II).
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Abb.2  Agarose-Gel Elektrophorese von spezifischen ZMV-
PCR-Amplikons der Proben aus drei oder vier verschiedenen
Stellen von ZMV-seropositiven ANUG-Patienten:

Spur 1 & 15: Ldngenstandard, 2-5: Patient A mit 4 Proben,
6-8: Patient B mit 3 Proben, 9-12: Patient C mit 4 Proben,
13: Positivkontrolle, 14: Negativkontrolle
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Die Kulturen ergaben die erwartet hohe Pravalenz von P. inter-
media/P. nigrescens- und F. nucleatum-positiven Taschen (Tab. III).

Probandengruppe IV (parodontal gesunde Probanden)

Klinische Parameter: Die Probanden waren oral gesund, wes-
halb keine gingivalen und parodontalen Parameter aufgenom-
men wurden (Tab. I).

Antikorpernachweis: 10 von insgesamt 20 Probanden zeigten
einen positiven IgG-Antikorpertiter (Abb. 1). Die Mittelwerte
der IgG-Antikorpertiter betrugen 200,2 AE/ml (minimal 68
AE/ml, maximal 250 AE/ml). Der IgM-Antikorpernachweis war
bei allen Personen negativ.

Diskussion

Der kulturelle Virusnachweis aus einer gingivalen oder par-
odontalen Tasche, der als direkter Hinweis fiir eine dtiologische
Bedeutung von ZMV hitte angesehen werden kénnen, gelang
in keinem Fall, auch nicht beim einzigen Patienten, bei dem
ZMV in der Mundfliissigkeit nachgewiesen wurde. Der Virus-
nachweis in einem relativ kleinen Volumen Taschenfliissigkeit
hat moglicherweise keine sehr hohe Empfindlichkeit, obwohl
der Shell vial assay (CATHOMAS & BIENZ 1989) eine empfindliche
Routinemethode darstellt. Bei einer ZMV-Vermehrung im paro-
dontalen Gewebe kénnen in der Sulkusfliissigkeit wohl dhnlich
hohe Virustiter wie im Speichel nach Vermehrung in den Spei-
cheldriisen erwartet werden, namlich tiber 5000 infektiose Ein-
heiten pro ml. Das fiir den kulturellen Nachweis untersuchte
Volumen von etwa 10 ul miisste also tiber 50 infektidse Virus-
einheiten enthalten. Bei der ZMV-Latenz ist diese Methodik
wenig sensitiv.

Der Nachweis von ZMV-DNS in einem Teil der Taschenproben
(25%) seropositiver ANUG-Patienten mittels PCR konnte im
Sinne der Hypothesen (SABISTON 1986, CONTRERAS & SLOTS
1997) als Hinwetis fiir eine lokale Virusvermehrung angesehen
werden. Der ZMV-DNS-Nachweis belegt aber nicht zwingend
einen dtiologischen Zusammenhang. Da das Untersuchungs-
material hdufig mit Blut belastet war, muss die nachgewiesene
ZMV-DNS nicht unbedingt aus Viruspartikeln, sondern kénnte
von latent infizierten Zellen stammen. Eine lokale Virusvermeh-
rung miisste aber zu infektidsen Viruspartikeln fiihren, die auch
kulturell nachzuweisen wéren.

Kiirzlich wurde in zwei Studien mit Hilfe der PCR aus mehreren
Taschenproben von total 39 Parodontitis- und 26 Gingivitispati-
enten ZMV-DNS nachgewiesen (PARRA & SLOTS 1996, CONT-
RERAS & SLOTS 1998). Eine weitere Studie (CONTRERAS et. al.
1997) konnte mit der PCR aus einer ANUG-Patientengruppe,
bestehend aus 22 untererndhrten nigerianischen Kindern, aus
Taschenproben von 13 Individuen (59%) ZMV-DNS isolieren.
Leider wurde in diesen Studien kein Virusnachweis gemacht,
und sie geben auch keine Angaben iiber den Serostatus der
Probanden.

Indirekte Hinweise aus dem Vergleich seropositiver mit serone-
gativen Probanden ergaben sich wenige. Es wurden keine sta-
tistisch signifikanten Unterschiede zwischen den klinischen
Krankheitsparametern von seropositiven und seronegativen
Probanden gefunden. Der Durchseuchungsgrad war in der Pro-
bandengruppe I (38% bei Parodontitispatienten) nicht hoher als
in der Kontrollgruppe (50%). Die Mittelwerte der Antikorperti-
ter lagen im Bereich von 145 bis 200 AE/ml und zeigten auch
keine deutlichen Unterschiede. Fiir einen Vergleich mit der Nor-
malbevélkerung kann die Pravalenz von ZMV-Seropositiven in
St.Gallen (KrecH 1973) herangezogen werden. Sie lag mit 45%
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fiir 20-40-Jdhrige in der gleichen Grossenordnung. Allerdings
stiitzen sich diese Angaben auf die Komplementfixation und
sind nicht direkt mit der Pravalenz auf Grund der Elisa-Technik
vergleichbar. Neuere Daten oder Vergleichszahlen fiir die Regi-
on Basel existieren unseres Wissens nicht. Allerdings zeigte die
ANUG-Probandengruppe mit 80% einen deutlich erhohten
Anteil von ZMV-seropositiven Patienten, was tendenziell Sabi-
ston’s Hypothese unterstiitzt. Doch ist hier die Patientenzahl zu
gering, um statistisch gesicherte Aussagen zu erlauben.

Die Symptomatik der Gingivitis und Parodontitis war in der
kleinen Probandengruppe der Virusausscheider (Probanden-
gruppe II) nicht auffélliger als in den anderen Patientenkollekti-
ven. Eine gesicherte Aussage ist allerdings nicht méglich, da die
Patientenzahl zu gering war.

Bei positivem Virusnachweis wéren die bakteriologischen Re-
sultate und ihre Beziehung zu klinischen Parametern von be-
sonderem Interesse gewesen. Da die Zahl der Taschen mit posi-
tivem ZMV-DNS-Nachweis gering ist, lassen sich keine
gesicherten Korrelationen herstellen. Die bakteriologischen
Daten von seropositiven und seronegativen Probanden weisen
keine statistisch signifikanten Unterschiede auf. Sie widerspie-
geln die grosse Variabilitdt der Taschenflora zwischen verschie-
denen Individuen (MAIDEN et al. 1990, HAFFAJEE & SOCRANSKY
1994).

Die bakteriologischen Resultate in der ANUG-Probandengrup-
pe entsprachen weitgehend der Literatur (LOESCHE et al. 1982).
Mit einer Nachweishaufigkeit von 93% wurde auch P. interme-
dia/P. nigrescens als weiteres «Leitbakterium» bestatigt (LOESCHE
et al. 1982).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ZMV bei unseren
Probanden eine eher untergeordnete Bedeutung in der Atiolo-
gie der Parodontitis haben diirfte. In Bezug auf die ANUG
kénnte ZMV eine édtiologische Rolle spielen; unsere Daten lie-
fern dafiir aber keinen Beweis. Es wéare denkbar, dass das Virus
nur in einem Anfangsstadium (Gingivitis) fiir eine begrenzte
Zeit im Sulkus vorhanden ist und durch Schadigung von Sau-
mepithelzellen eine Eintrittspforte fiir Bakterien bildet. Diese
Bakterien wiirden darauthin die gingivale oder parodontale Ta-
sche besiedeln, sodass das Virus spéter allenfalls noch in der
Mundfliissigkeit nachweisbar ist.

Auch die Daten anderer neuerer Arbeiten erlauben keine defi-
nitive Aussage dartiber, ob Viren, insbesondere das ZMYV, in der
Atiologie und Pathogenese der ANUG und der Parodontitis ei-
ne Rolle spielen. Orale Ulzerationen als Folge einer ZMV-Reak-
tivierung/-vermehrung wurden zwar, wenn auch selten, iiber-
wiegend bei Immungeschwéchten beobachtet (LANGFORD et al.
1990, SCHUBERT 1991, ScuLLy et al. 1991, EPSTEIN et al. 1992,
EPSTEIN et al. 1993). Sie sind aber meist nicht an der Gingiva lo-
kalisiert (im Gegensatz zur ANUG), und die erwédhnte Gingi-
vahyperplasie (EPSTEIN et al. 1992) ist nicht mit der untersuchten
Gingivitis identisch.

Um SABISTON’s (1986) Hypothese sorgfdltig zu iiberpriifen,
miisste ein grosseres Kollektiv von ANUG-Patienten mit einer
Kombination von PCR-Nachweis viraler DNS und kulturellem
Virusnachweis, verbunden mit der Antikorper-Titerbestim-
mung, untersucht werden. Wegen der Seltenheit der ANUG-
Patienten eine wohl eher langwierige Aufgabe.
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Résumeé

Le role du cytomégalovirus (CMV) dans 1'étiologie de la paro-
dontite a été rapporté, notamment dans les cas de gingivite ul-
céro-nécrotique (GUN). Pour tester cette hypothese, plusieurs
groupes de patients ont été soumis a certains parametres cli-
niques. La salive et le sérum ont été prélevés et des méthodes
d’identification immunologique (anticorps anti CMV) et géné-
tique (détection de fragments d’ADN) ont été utilisées. De plus,
la flore sous-gingivale était analysée.

37,8% des patients ayant une parodontite étaient séropositifs,
bien que le virus n’efit jamais pu étre isolé. Les parametres cli-
niques ne différaient pas significativement entre patients séro-
positifs et patients séronégatifs.

Sept autres patients, chez lesquels une infection productive au
CMV pouvait étre diagnostiquée, ne montraient aucun signe
clinique associé a la maladie parodontale. Chez ces patients, le
virus n’était détecté qu’a une seule reprise dans un échantillon
salivaire, mais jamais dans les échantillons sous-gingivaux.
Parmi les dix patients souffrant de GUN, huit étaient séroposi-
tifs, mais le virus ne pouvait étre isolé d’aucun des échantillons.
Cependant, dans quatre des seize échantillons prélevés chez les
sujets séropositifs, le virus était identifié par la méthode géné-
tique; il n’était jamais identifié parmi les échantillons prélevés
chez les individus séronégatifs.

Parmi nos patients, le CMV pourrait donc jouer un réle chez les
patients souffrant d'une GUN.

Summary

EBNER J P, WEBER C, KuLIK E, RaTEITSCHAK K H, BiIENZ K, MEYER J:
An etiologic role for cytomegalovirus in periodontitis and
acute necrotizing ulcerative gingivitis? (in German). Acta
Med Dent Helv 4: 86-92 (1999)

It has been postulated that cytomegalovirus (CMV) may play an
etiologic role in periodontitis, particularly in acute necrotizing
ulcerative gingivitis. In order to test the hypothesis, this study
used tissue culture methods for virus identification and poly-
merase chain reaction (PCR) for CMV-DNA-detection in sub-
gingival samples of various patient groups. In addition, serum
anti-CMV, IgG- and IgM-antibodies were determined. For
comparison the bacterial microflora was also analyzed in sub-
gingival samples. Fourteen of 37 periodontitis patients were
seropositive, but no virus was isolated from saliva and subgingi-
val samples. Clinical parameters did not differ significantly be-
tween seropositive and seronegative patients. Seven additional
patients who had been shown to secrete CMV did not show
clinical signs indicative for severe gingivitis or periodontitis.
Virus was detected in one saliva sample but not in subgingival
samples.

Of ten patients suffering from acute necrotizing ulzerative gin-
givitis, eight were seropositive, but virus was isolated from none
of the samples. However, from four of 16 subgingival samples
tested from seropositive patients, CMV-DNA was amplified by
PCR, while none of the five samples from the two seronegative
individuals was PCR-positive.

Zytomegalie-Virus bei Parodontitis und ANUG

Thus, CMV could play an etiologic role in these acute necrotiz-
ing ulcerative gingivitis patients.
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