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Zusammenfassung

Fusobacterium nucleatum ist eine der am häufigsten isolier-
ten Bakterienarten in subgingivaler Plaque und wird sowohl
in aktiven parodontalen Läsionen als auch in gesunden Stel-
len nachgewiesen. Derzeit wird F. nucleatum in fünf Subspe-
zies unterteilt. Erste Experimente liessen eine Assoziation
zwischen gewissen Subspezies und parodontalen Erkrankun-
gen respektive einem gesunden Status vermuten. Mehrere
Indizien deuten jedoch darauf hin, dass F. nucleatum-Isolate
eine grössere genetische Heterogenität besitzen als ur-
sprünglich angenommen. Damit scheint diese Unterteilung
und die vermutete Assoziation nicht ausreichend gesichert
zu sein.
Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob klonale Unter-
schiede zwischen humanen klinischen F. nucleatum-Isolaten
aus parodontal gesunden und parodontal erkrankten Pro-
banden zu finden sind. Dazu wurden 23 F. nucleatum-Isolate
aus parodontal gesunden und 17 Isolate aus parodontal er-
krankten Probanden mithilfe der Ribotypisierung untersucht.
Zwischen den getesteten Isolaten herrschte eine grosse ge-
netische Heterogenität, wobei jedoch einige der Isolate,
welche von parodontal gesunden Probanden stammten, ge-
notypisch identisch waren. Klonale Unterschiede zwischen
Isolaten aus parodontal erkrankten gegenüber denjenigen
von gesunden Probanden wurden nicht festgestellt.
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Einleitung

Fusobacterium nucleatum, ein gram-negatives, unbewegliches,
obligatorisch anaerobes Stäbchen, kommt bei einem breiten
Spektrum von klinischen Infektionen vor (BOLSTAD et al. 1996,
CITRON 2002). So wird F. nucleatum bei peritonsillären Abszes-
sen, septischer Arthritis, Leberabszessen, intrauterinen Infek-
tionen, Infektionen der Harnwege, Pericarditis, Endocarditis
oder Lungeninfektionen isoliert (BOLSTAD et al. 1996). Diese
Assoziation mit klinischen Infektionen deutet auf eine pathoge-
ne Rolle für F. nucleatum hin,Virulenzmechanismen sind jedoch
bisher weitgehend unbekannt (CITRON 2002, KAPATRAL et al.
2002).
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Auch in der Mundhöhle ist F. nucleatum eine der am häufigsten
nachgewiesenen Bakterienarten und kommt nicht nur in sub-
gingivaler, sondern auch in supragingivaler Plaque vor (MOORE

& MOORE 1994, ROGERS 1998). Obwohl der am häufigsten iso-
lierte Keim in aktiven parodontalen Läsionen (DZINK et al.
1985), ist die genaue parodontopathogene Bedeutung dieses
Bakteriums noch nicht geklärt. So wird F. nucleatum einerseits
bei parodontal gesunden Probanden gefunden, anderseits so-
wohl in aktiven parodontalen Läsionen, als auch in erfolgreich
behandelten oder gesunden Stellen derselben Probanden nach-
gewiesen (DZINK et al. 1985 & 1988, MOORE & MOORE 1994,
SUCHETT-KAYE et al. 1999). Da F. nucleatum-Isolate eine grosse
genetische Heterogenität aufwiesen, schlugen DZINK et al.
(1988) die Einteilung in verschiedene Unterarten vor. Gegen-
wärtig wird F. nucleatum in die fünf Subspezies nucleatum, poly-
morphum, fusiforme, vincentii und animalis eingeteilt (DZINK et al.
1990, GHARBIA & SHAH 1992). Die Hypothese von DZINK et al.
(1988), dass gewisse Subtypen mit parodontalen Erkrankungen
und andere mit einem parodontal gesunden Status assoziert
sein könnten, ist jedoch bisher nicht bestätigt worden (DZINK et
al. 1988, GHARBIA et al. 1990, MOORE & MOORE 1994, GEORGE et
al. 1997, ROQUES et al. 2000).
Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob zwischen 40 hu-
manen klinischen F. nucleatum-Isolaten aus parodontal gesun-
den und parodontal erkrankten Probanden durch Ribotypisie-
rung (BINGEN et al. 1994) klonale Unterschiede nachweisbar
sind. Diese Methode zur Analyse der Heterogenität von Isola-
ten wurde bei F. nucleatum bereits zur Untersuchung der geneti-
schen Heterogenität (THURNHEER et al. 1999) und zur klonalen
Analyse von Isolaten aus parodontal gesunden Probanden 
(SUCHETT-KAYE et al. 1998) eingesetzt.

Materialien und Methoden
Probanden und Probengewinnung

Von 17 parodontal erkrankten Probanden der Klinik für Paro-
dontologie, Endodontologie und Kariologie des Zentrums für
Zahnmedizin der Universität Basel (Sondierungstiefen ≥ 5 mm;
Alter zwischen 22 und 74 Jahren [Mittelwert 47,3 Jahre, 10 weib-
liche und 7 männliche Probanden] mit chronischer, aggressiver
oder nekrotisierender Parodontitis) wurde je ein F. nucleatum-
Isolat ausgewählt, das im Rahmen der mikrobiellen Untersu-
chung der Taschenflora isoliert worden war. Die Probenentnah-
me erfolgte subgingival mit sterilen Papierspitzen (Roeko,
Langenau, Deutschland) an der tiefsten Stelle pro Quadrant,
nachdem visuell sichtbare, supragingivale Plaque entfernt wor-
den war. Eine parodontale Therapie hatte zu diesem Zeitpunkt
noch nicht begonnen.
Als Vergleichsgruppe dienten 48 parodontal gesunde freiwillige
Probanden (Sondierungstiefen ≤ 4 mm; Alter zwischen 18 und
46 Jahren [Mittelwert 26,4 Jahre, 24 weibliche und 24 männliche
Probanden]), bei denen supragingivale Plaque der Glattflächen
und Zahnzwischenräume mit einer sterilen Kürette entnom-
men und gepoolt wurde. Ausgeschlossen wurden Probanden
mit sichtbar entzündeter Gingiva oder parodontal erkrankten
Stellen.
Der Transport aller Proben erfolgte in 0,5 ml Thioglykolat-
Bouillon (Oxoid, Basel, Schweiz).

Isolation und Wachstumsbedingungen

Alle Proben wurden für eine Minute auf einem Vortexgerät ge-
mischt, auf CVE-Selektivplatten (WALKER et al. 1979) ausgestri-
chen und unter anaeroben Bedingungen (10% CO2, 10% H2,

80% N2) während 5–7 Tagen bei 36 °C inkubiert. Die Identifi-
zierung der F. nucleatum-Isolate erfolgte mithilfe der Kolonie-
morphologie, der Gramfärbung und des rapid ID 32 A Kits
(bioMérieux, Genf, Schweiz) nach Vorschrift des Herstellers.
Als Referenzstämme dienten F. nucleatum subsp. polymorphum
ATCC 10953, F. nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586, F.
nucleatum subsp. vincentii ATCC 49256 und F. nucleatum subsp.
fusiforme ATCC 51190. Die Kultivierung der Test- und Referenz-
stämme erfolgte auf Humanblutagarplatten (Columbia Agar
Base [BBL Becton Dickinson, Basel, Schweiz] ergänzt mit 4 mg/l
Hemin, 1 mg/l Menadion und 50 ml/l Humanblut).

Isolation der genomischen DNA, Southern blot-
Hybridisierung und Ribotypisierung

Jeweils 2 ml einer Suspension der zu untersuchenden Bakterien
ab Humanblutagarplatte in TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH 8,0), die einer Trübung von 5 nach McFarland entsprachen,
wurden zentrifugiert und die genomische DNA mithilfe des
QIAGEN DNeasy® Tissue Kit (QIAGEN AG, Basel, Schweiz)
nach Angaben des Herstellers isoliert.
1 µg der bakteriellen DNA wurde mit den Restriktionsenzymen
EcoRI, EcoRV oder HindIII (Roche, Rotkreuz, Schweiz) nach
Herstellerangaben geschnitten. 25 µl jeder Probe wurde auf
einem 0,7% Agarosegel in TBE-Puffer (45 mM Tris-Borat, 1 mM
EDTA, pH 8,0) bei konstanter Spannung (20V, 16h) elektropho-
retisch aufgetrennt. Das Gel wurde anschliessend mit 0,25 µg/ml
Ethidiumbromid angefärbt und unter UV-Licht visualisiert.
Nach der Depurination (30 Minuten in 250 mM HCl), Denatu-
rierung (30 Minuten in 0,5 M NaOH/1,5 M NaCl) und Neutra-
lisation (30 Minuten in 1,5 M NaCl/0,5 M Tris, pH 7,5) wurde die
DNA über einen kapillaren Transfer mit 2�SSC (30 mM Nat-
riumcitrat/300 mM NaCl, pH 7,0) über Nacht auf einen Nylon-
filter (Hybond-N+, Amersham Biosciences, Dübendorf, Schweiz)
übertragen. Anschliessend wurde die Membran bei 80 °C für
zwei Stunden gebacken.
Als Gensonde diente das Plasmid pKK3535 (BROSIUS et al.
1981), welches ein rRNA-Operon von Escherichia coli enthält.
Die Plasmid-DNA wurde mithilfe des QIAGEN Plasmid Kit
(QIAGEN AG) isoliert. Die Hybridisierung und der Nachweis
der entstandenen Hybride erfolgte mit dem ECL™ Direct
Nucleic Acid Kits (Amersham Biosciences) nach Angaben
des Herstellers. Im Anschluss wurde die Membran auf einen
Röntgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences) expo-
niert.
Für die Auswertung wurden die erhaltenen Bandenmuster in
eine 0/1-Matrix (1, Bande anwesend; 0, Bande abwesend) über-
tragen. In diese Auswertung wurden nur eindeutige Banden
im Bereich von 0,5 bis 8 kb einbezogen. Als Vergleich diente
F. nucleatum subsp. vincentii ATCC 49256, welcher als Kontroll-
stamm auf jedem Gel mit aufgetragen wurde. Eine Cluster-
Analyse dieser Matrix wurde mit der UPGMA-Methode (Un-
weighted Pair-Group Method with Arithmetric Means) im
PAUP-Software-Paket (Version 4.0b8a für Macintosh) durchge-
führt (SWOFFORD 2002).

Resultate
Von 48 parodontal gesunden Probanden wurden bei 26 F.
nucleatum isoliert. Bei elf dieser Probanden und bei zehn der
17 parodontal erkrankten konnten auf Grund morphologischer
Unterschiede in der Bakterienkultur zwischen zwei und fünf
verschiedene Isolate unterschieden werden. Für die hier be-
schriebene Untersuchung wurde jedoch bei den 17 parodontal
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erkrankten und bei 23 gesunden Probanden ein Isolat pro Pro-
band zufällig ausgewählt und analysiert.
Das mit EcoRI erhaltene Bandenmuster einiger repräsentativer
Isolate ist in Abbildung 1 dargestellt. Insgesamt resultierten aus
den Ergebnissen aller drei verwendeten Restriktions-Endonuk-
leasen 40 distinkte Bandenpositionen, welche in eine binäre
Datenmatrix aufgenommen wurden. Die mittels UPGMA-Clus-
teranalyse paarweise berechneten Ähnlichkeiten sind in Ab-
bildung 2 grafisch dargestellt. Etwa ein Viertel der getesteten
Stämme wurden einer Gruppe mit F. nucleatum subsp. polymor-
phum ATCC 10953 zugeordnet. Den andern drei Referenzstäm-
men wurden nur wenige Isolate zugeordnet. Die F. nucleatum-
Isolate aus parodontal gesunden und parodontal erkrankten
Probanden bildeten keine separaten Gruppen und es konnten
keine klonalen Unterschiede festgestellt werden. Im Allgemei-
nen war eine grosse genetische Heterogenität der Ribotypen-
Muster zu erkennen, wobei jedoch dreimal zwei und einmal
drei Isolate, welche von parodontal gesunden Probanden
stammten, ein jeweils identisches Bandenmuster zeigten.

Diskussion
Bakterienisolate, die viele identische phänotypische und gene-
tische Merkmale aufweisen, aber unabhängig voneinander aus

unterschiedlichen Quellen, an unterschiedlichen Orten und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten isoliert wurden, lassen für diese
Identität einen gemeinsamen Ursprung vermuten (ORSKOV &
ORSKOV 1983). Solche Bakterienisolate werden als Klone be-
zeichnet. Die in dieser Studie untersuchten F. nucleatum-Isolate
zeigten jedoch eine grosse genetische Heterogenität und die
Isolate aus parodontal gesunden oder erkrankten Probanden
bildeten keine getrennten Gruppen (Abb. 2).
Einige der supragingivalen Isolate von parodontal gesunden
Probanden waren jedoch genotypisch identisch (Abb. 2). Iden-
tische Ribotyp-Muster sind ebenfalls bei einer Analyse der Ver-
teilung von F. nucleatum-Stämmen in vier gesunden Familien
mit optimaler Mundhygiene nachgewiesen worden (SUCHETT-
KAYE et al. 1999). Dabei hatten zehn der elf Kinder ein identi-
sches Ribotyp-Muster zu mindestens einem der Elternteile,
während zwischen Ehegatten die Übereinstimmung unter Iso-
laten von F. nucleatum geringer war. Bei den parodontal gesun-
den Probanden in der vorliegenden Studie handelte es sich um
Mitarbeiter und Mitarbeiterinnen sowie um Studierende des
Zentrums für Zahnmedizin. Aus den vorliegenden Daten kann
allerdings nicht geschlossen werden, ob hier eine Übertragung
der Stämme unter den Probanden stattgefunden hat oder ob
die genetische Heterogenität bei Isolaten von parodontal Ge-
sunden generell geringer ist. Der Vergleich weiterer Isolate aus

Abb. 1 EcoRI-Ribotyp Muster von F. nucleatum-Isolaten von parodontal gesunden (G01, G05, G08, G09) und von paro-
dontal erkrankten Probanden (P06, P07, P09), sowie von Fn vinc (F. nucleatum subsp. vincentii ATCC 49256). MW = Moleku-
largewichtsmarker.
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parodontal gesunden Probanden, welche entweder eine enge
Verbindung zueinander haben oder völlig unabhängig vonein-
ander sind, könnte diese Frage beantworten.
Die Beobachtung, dass F. nucleatum nicht nur in erkrankten
Stellen, sondern auch in gesunden Stellen nachgewiesen wer-
den kann, führte zur Formulierung der Hypothese der unter-
schiedlichen Pathogenität von F. nucleatum-Isolaten (DZINK et
al. 1988). In der Folge wurde in einer Reihe von Studien der Zu-
sammenhang zwischen Subspezies und Pathogenität unter-
sucht. GHARBIA et al. (1990) identifizierten F. nucleatum subsp.
nucleatum bei neun Isolaten aus Wurzelkanälen und parodon-
talen Taschen, während es sich bei Isolaten aus der Plaque von
gesunden Probanden um F. nucleatum subsp. polymorphum
(19 Isolate), F. nucleatum subsp. nucleatum (zwei Isolate) oder
F. nucleatum subsp. fusiforme (zwei Isolate) handelte. MOORE &
MOORE (1994) identifizierten F. nucleatum subsp. vincentii als die
am häufigsten nachgewiesene Unterart im gingivalen Sulkus,

gefolgt von den Subspezies nucleatum und polymorphum im Ver-
hältnis von etwa 7:3:2, wobei sie keinen Hinweis auf eine unter-
schiedliche Pathogenität der Subspezies fanden. ROQUES et al.
(2000) untersuchten 49 F. nucleatum-Isolate aus der subgingiva-
len Plaque von 40 erwachsenen Parodontitis-Patienten und
fanden F. nucleatum subsp. nucleatum (34,7%) und F. nucleatum
subsp. vincentii (26,5%) als die häufigsten Unterarten in der pa-
rodontalen Tasche. Die Autoren konnten keine Korrelation zwi-
schen Subspezies und zwei möglichen Virulenzfaktoren (He-
magglutinations-Muster und Buttersäure-Produktion) finden.
Falls Unterschiede in der Pathogenität bestehen, ist es denkbar,
dass sich das Genom von pathogenen F. nucleatum-Isolaten nur
gering von demjenigen nichtpathogener Isolate unterscheidet.
Das Genom von F. nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586 ist
2,17 Mb lang und enthält fünf rrn Loci (KAPATRAL et al. 2002).
Wahrscheinlich werden Mutationen in Virulenzgenen oder
ihren regulatorischen Elementen nicht erfasst, da nur etwa 1%
des Genoms durch die Ribotypisierung abgedeckt wurde.
Die Taxonomie von F. nucleatum und speziell die Einteilung in
fünf Subspezies wird zunehmend in Frage gestellt, da sich die
Typenstämme als nicht repräsentativ erwiesen (MORRIS et al.
1997, ROGERS 1998, THURNHERR et al. 1999, CONRADS et al. 2002).
Zudem zeigte sich, dass die Heterogenität der Isolate grösser
war als bei der ersten Einteilung angenommen (MORRIS et al.
1997, GEORGE et al. 1997, SUCHETT-KAYE et al. 1998, THURNHEER

et al. 1999), was auch unsere Studie bestätigt. Falls eine Asso-
ziation besonders virulenter Stämme mit erkrankten Stellen be-
steht, ist zuerst eine bessere systematische Unterteilung von
F. nucleatum nötig, bevor bestimmte Subspezies mit parodonta-
len Erkrankungen in Verbindung gebracht werden können.
Wahrscheinlich wird eine zuverlässige Assoziation aber erst auf
Grund der Kenntnisse spezifischer Virulenzgene möglich sein.
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Summary
BERRES F, RESCH G, RUPPERT M, MEYER J, KULIK E M: Ribotyping
of Fusobacterium nucleatum isolates from periodontally
healthy and diseased individuals (in German). Schweiz
Monatsschr Zahnmed 113: 953–957 (2003)
Fusobacterium nucleatum is one of the most frequently cultured
bacteria from subgingival plaque. It can be isolated from active
periodontal lesions as well as from healthy sites. Currently,
F. nucleatum has been divided into five subspecies. An early hy-
pothesis suggested an association between certain subspecies
and periodontal disease or health. On the other hand, a broad
heterogeneity between F. nucleatum isolates has been suggest-
ed, so that the subspeciation scheme and therefore the pro-
posed association may not be valid.
The purpose of the present study was to analyze if clonal differ-
ences exist between human F. nucleatum isolates from either
periodontally healthy or diseased individuals. 23 F. nucleatum
isolates from periodontally healthy and 17 isolates from peri-
odontally diseased individuals were analysed by ribotyping. A
broad genetic heterogeneity was present, although some of the
isolates from periodontally healthy individuals were genotypi-

Abb. 2 Dendrogramm der untersuchten F. nucleatum-Iso-
late. Isolate, welche aus parodontal gesunden Probanden
stammen, sind mit «G» beschriftet (gelb unterlegt), solche
aus parodontal erkrankten Probanden mit «P» (violett unter-
legt). Fn nucl, F. nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586;
Fn vinc, F. nucleatum subsp. vincentii ATCC 49256; Fn fusi,
F. nucleatum subsp. fusiforme ATCC 51190; Fn poly,
F. nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953 (grün unter-
legt). Der Strich repräsentiert 2 Änderungen auf 40 Banden-
positionen.
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cally identical. However, no clonal differences between isolates
from periodontally healthy or diseased individuals was detected.

Résumé
Fusobacterium nucleatum est l’une des bactéries les plus fré-
quemment rencontrées dans la plaque dentaire subgingivale.
Elle peut être isolée à partir de prélèvements effectués dans des
sites atteints de lésions parodontales mais également dans des
sites sains. A l’heure actuelle, cinq sous-espèces de F. nucleatum
sont répertoriées. Depuis longtemps, une hypothèse a été for-
mulée selon laquelle certaines sous-espèces pourraient être
plus particulièrement associées à des maladies parodontales
alors que d’autres sous-espèces seraient plus souvent associées
à un parodontium sain. Parallèlement, une hétérogénéité plus
vaste entre les isolats de F. nucleatum a été suggérée. Ceci sem-
blerait indiquer que la classification actuelle en sous-espèces, et
de ce fait les associations proposées, ne seraient pas valables.
Le but de l’étude présentée ici était de vérifier l’existence de dif-
férences clonales entre des isolats de F. nucleatum issus de pa-
tients sains ou atteints d’une maladie parodontale. 23 isolats
issus de patients sains et 17 issus de patients malades ont été
analysés par la technique du ribotypage. Bien que quelques iso-
lats provenant de patients sains étaient génotypiquement iden-
tiques, une grande hétérogénéité a été observée. Cependant,
aucune différence clonale entre les isolats de patients sains et
malades n’a été détectée.
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