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Kritische Beurteilung mikro-
biologischer Diagnostik
bei marginaler Parodontitis

unter besonderer Berticksichtigung von Porphyromonas gingivalis

Zusammenfassung

Eine opportunistische Infektion mit pathogenen Mikroorga-
nismen des oralen Biofilms ist eine conditio sine qua non, um
eine marginale Parodontitis auszulsen. Inwiefern mikrobio-
logische Diagnostik zur Diagnose oder Therapieplanung
dieser Erkrankung sinnvoll ist, soll in diesem Ubersichtartikel
diskutiert werden. Verschiedene Testverfahren stehen zur
Analyse der oralen Mikroflora zur Verfligung. Sie basieren auf
morphologischen, kulturellen, enzymatischen, genetischen
oder antigenetischen speziesspezifischen Merkmalen. Unter
den zahlreichen Spezies der mikrobiellen Flora spielen be-
stimmte Genotypen von Porphyromonas gingivalis eine wich-
tige Rolle in der Atiologie parodontaler Erkrankungen. Viru-
lenzfaktoren, wie Proteasen oder Lipopolysaccharid, konnten
fir dieses gram-negative Bakterium nachgewiesen werden.
Bis heute ist es jedoch nur unzureichend méglich, einzelne
Stdamme dieser heterogenen Gruppe hinsichtlich ihrer Viru-
lenz zu charakterisieren oder mit bestimmten parodontalen
Krankheitsbildern in Zusammenhang zu bringen. Der klinische
Nutzen eines Nachweises dieses Bakteriums ist vor diesem
Hintergrund zum gegenwartigen Zeitpunkt limitiert.
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Einleitung

Entztindliche parodontale Erkrankungen sind multifaktorielle,
chronische Krankheiten. Voraussetzung ist eine meist polymi-
krobielle Infektion mit pathogenen Mikroorganismen des oralen
Biofilms (SOCRANSKY & HAFFAJEE 2002) (Abb. 1). Dabei wirken
die Bakterien nicht nur direkt; eine Schadigung des Parodon-
tiums wird vielmehr auch ohne eine bakterielle Invasion in die
entsprechenden Kompartimente des Zahnhalteapparates durch
die Immunantwort des Wirts auf den bakteriellen Reiz hervor-
gerufen (MOMBELLI 2003).
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Abb. 1 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines
subgingivalen Biofilms (Sondierungstiefe 9 mm) eines Patien-
ten mit aggressiver Parodontitis. Dieser Ausschnitt zeigt ne-
ben verstreut liegenden pleomorphen Kurzstdbchen zahlrei-
che begeisselte Stdbchen in einer Kolonie. Zwischen diesen
sind Treponemen in den Biofilm eingeflochten zu sehen (zur
Verfligung gestellt von C. Schaudinn, Robert-Koch-Institut,
Berlin, Deutschland).

Moduliert werden Entstehung und Progression der Erkrankung
durch individuell unterschiedliche, erworbene sowie zahlreiche
genetische Faktoren. So scheinen verschiedene hereditdre Ein-
fliisse, wie Funktionsstérungen neutrophiler Granulozyten,
Polymorphismen im IL-1B- oder FeylI-Gen oder Mutationen in
den Genlodi fiir IgG2, die Anfdlligkeit des Organismus fiir pa-
rodontale Erkrankungen zu steigern. Des Weiteren konnen
psychosomatischer Stress, Rauchen, Erndhrungsgewohnheiten,
Diabetes mellitus oder HIV den Verlauf und den Schweregrad
einer Parodontitis modifizieren (KINANE & LAPPIN 2001, KINANE
& HART 2003).

Die Diagnose parodontaler Erkrankungen und die Reaktion auf
therapeutische Massnahmen konnen nach wie vor nur anhand
des klinischen respektive radiologischen Bildes sicher gestellt
werden. Die noch zu Beginn der Neunzigerjahre gehegten Er-
wartungen, der Nachweis von so genannten Parodontalpatho-
genen in der subgingivalen Plaque kénne differentialdiagnos-
tische oder therapierelevante Aussagen erlauben, erfiillten sich
bisher nur in begrenztem Masse (PURUCKER 1991). Zudem ist die
Aussagekraft verschiedener gentechnischer Analysen oder die
Untersuchung zahlreicher «Laborparameter», ob im Sulkusfluid,
im Speichel oder im Blutserum des Patienten erhoben, bis heute
limitiert und hauptséchlich der klinischen Forschung vorbehal-
ten (KINANE & HART 2003, AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTO-
LOGY 2003).

Ziel dieser Arbeit ist es nun, unter Beriicksichtigung des zuneh-
menden Verstdndnisses bakterieller Virulenzmechanismen sowie
im Lichte der multifaktoriellen Genese der Erkrankung zu dis-
kutieren, inwiefern eine mikrobiologische Untersuchung die
Diagnostik erweitern oder die Therapie parodontaler Erkrankun-
gen beeinflussen kann. Am Beispiel des potenziellen oralen
Pathogens Porphyromonas gingivalis soll der gegenwartige Wis-
sensstand vertiefend erldutert werden.

Mikrobielle Atiologie

Die Bedeutung oraler Mikroorganismen bei der Entstehung
entztindlicher parodontaler Erkrankungen wurde lange vermu-
tet und nunmehr durch die klassischen Experimente von der
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Arbeitsgruppe um Loe und Theilade vor fast 40 Jahren bewiesen
(THEILADE et al. 1966).
Kiirzlich untersuchte eine Arbeitsgruppe in einer {iber 26 Jahre
laufenden longitudinalen Studie in einer skandinavischen Popu-
lation, welchen Einfluss mikrobielle Plaque auf den Entziin-
dungsgrad der Gingiva und den Attachmentverlust an den un-
tersuchten Stellen besitzt (SCHATZLE et al. 2003). Die klinisch
sichtbare Plaqueansammlung an den analysierten Zahnstellen
korrelierte mit dem Entziindungsgrad der Gingiva. Dartiber hi-
naus zeigten Zahnstellen, die {iber den Untersuchungszeitraum
immer auf Sondierung geblutet hatten, ca. 70% mehr Attach-
mentverlust als entziindungsfreie Stellen.

Die Frage, ob Infektionen mit spezifischen Bakterien, opportu-

nistische Infektionen der vermutlich aus tiber 700 verschiedenen

Arten bestehenden oralen Mikroflora oder die akkumulierte

Plaque in ihrer Gesamtheit fiir Entstehung und Progression

parodontaler Erkrankungen verantwortlich sind, wird seit nun-

mehr einem Jahrhundert kontrovers diskutiert (SLots 1986,

THEILADE 1986, KAZOR et al. 2003).

Da es sich bei Parodontalerkrankungen um opportunistische

Infektionen handelt, war es sinnvoll, die Henle-Koch’schen

Postulate zu modifizieren. Socransky formulierte fiir parodontale

Erkrankungen folgende Postulate (SOCRANSKY 1979, SLOTS &

RaMS 1992):

1. Der Keim muss in hoherer Quantitét an Stellen mit progres-
sivem Attachmentverlust vorliegen als an solchen, die keinen
zunehmenden Verlust an Stiitzgewebe zeigen.

2. Die Elimination des potenziellen Pathogens beendet das
Fortschreiten der Erkrankung.

3. Es besteht eine Immunantwort des Wirtsorganismus auf den
bakteriellen Reiz.

4. Die Spezies produziert Virulenzfaktoren, die fiir die Erkran-
kung relevant sind.

5. Die Pathogenitit der Spezies muss im Tierversuch nachgewie-
sen sein.

Als Virulenzfaktoren werden solche Strukturelemente und Stoff-

wechselprodukte von Bakterien bezeichnet, die die krankheits-

erregenden Eigenschaften einer bestimmten Spezies bedingen

(MIksITS et al. 1992).

Mikrobiologische Studien zahlreicher Arbeitsgruppen legen die

Assoziation einiger so genannter Parodontalpathogene mit un-

terschiedlichen Formen der marginalen Parodontitis nahe (Ezzo

& CUTLER, 2003). SOCRANSKY et al. (1998) zeigten mittels mole-

kularbiologischer Analysen (Checkerboard DNS-Hybridisierun-

gen), dass mehrere, bestimmte orale Mikroorganismen haufig
gemeinsam vorkommen, d.h. so genannte Cluster (Komplexe)
bilden (Abb. 2). Einige dieser Komplexe sind meist mit parodon-
talen Erkrankungen vergesellschaftet, andere vorwiegend mit
parodontal gesunden Verhaltnissen. Bei Vorhandensein von Mit-
gliedern des so genannten roten Komplexes, Tannerella forsythia

(= Bacteroides forsythus), Treponema denticola und P. gingivalis,

besteht demnach ein signifikant erhdhtes Risiko fiir Bluten auf

Sondieren und erhdhte Sondierungstiefen. Einschrankend ist

jedoch anzumerken, dass mittels dieser Technik keine «echten»,

das heisst in der parodontalen Tasche als Aggregate vorhandene,

Komplexe nachgewiesen werden. Es handelt sich vielmehr um

mit statistischen Mitteln berechnete «Clusters» von Bakterien-

arten, welche mit einem klinisch definierten Krankheitsbild
assoziiert sind. Actinobacillus actinomycetemcomitans liess sich
in dieser Analyse keinem der Komplexe zuordnen. Diese Spe-
zies, insbesondere A. actinomycetemcomitans Serotyp b scheint
jedoch verstarkt mit aggressiven Formen der Parodontitis
(«lokalisierte juvenile Parodontitis» gemaéss der alten Nomen-
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klatur) assoziiert zu sein (YANG et al. 2004, BUENO et al. 1998,
ZAMBON 1985).

Géngige Methoden mikrobiologischer
Diagnostik

An dieser Stelle soll kurz auf einige derzeit verfiighare Methoden
eingegangen werden, eine detailliertere Darstellung wiirde den
Rahmen dieses Artikels «sprengen», es sei auf die entsprechende
Fachliteratur verwiesen.

Im Laufe des vergangenen Jahrhunderts wurden verschiedene
Analysemethoden zum Nachweis potenzieller Pathogene ent-
wickelt. Zur Differenzierung oraler Mikroorganismen stehen
zahlreiche Testverfahren zurVerfiigung. Sie basieren auf morpho-
logischen, kulturellen, enzymatischen, genetischen oder antige-
nen speziesspezifischen Merkmalen. Dariiber hinaus kann die
humorale Wirtsantwort auf bestimmte Spezies mit serologischen
Methoden analysiert werden.

Problem der reproduzierbaren Probenentnahme

Die pathogene Wirkung des Biofilms auf das Parodont weist nur
einen Radius von 2-3 mm auf (PAGE et al. 1997). Daher ist fiir die
subgingivale Probenentnahme der apikale Anteil des Biofilms
am interessantesten. Die Plaqueproben kénnen mit sterilen
Papierspitzen oder mit Kiiretten entnommen werden. Bei der
Probengewinnung mittels der heutzutage am weitesten verbrei-
teten Papierspitzenmethode ist eine separate Entnahme dieses
Bereiches jedoch nicht gewahrleistet. Auf ihrem Weg zum Fun-
dus der Tasche kann die Papierspitze schon einen grossen Teil
des koronalen und mittleren Anteils des subgingivalen Biofilms
aufnehmen (TANNER & GOODSON 1986). Die Flora am Taschen-
fundus wird daher moglicherweise zu wenig berticksichtigt. Ein
weiterer Fehler ergibt sich bei der Papierspitzenmethode durch
die Blutung und den unterschiedlichen Gewebedruck in der
Tasche. In einer édlteren Studie wurde die Gesamtmenge der
entnommenen Keime gemessen. Sie schwankte zwischen 7 und
41% der Taschenflora (KIEL & LANG 1983). Obwohl dies bei einer
moglichen Taschenpopulation von 107 bis 10® Bakterien immer
noch hohe Keimzahlen reprasentieren wiirde, sind doch Riick-
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SUBGINGIVAL MICROBIAL
COMPLEXES

Abb.2 Schematische Darstellung der
Beziehungen der subgingivalen Bakterien-
spezies innerhalb der Komplexe sowie
zwischen den mikrobiologischen Komple-
xen. Das Diagramm wurde mittels statis-
tischer Analysen (multiple cluster-/com-
munity ordination analysis) unter Ver-
wendung von 13261 Plaqueproben von
insgesamt 185 Patienten erstellt. Jede
Probe wurde auf das Vorhandensein von
40 subgingivalen Spezies analysiert. (Mo-
difizierte Abbildung aus der Originalpub-
likation von SOCRANSKY et al. [1998], mit
freundlicher Genehmigung von A. Haffa-
jee, Forsyth-Institut, Boston, USA.)

P. gingivaiis
T. farsythia
T. denlicola

schliisse auf die Menge der Gesamtflora schwierig. Eine zu ge-
ringe Probenzahl stellt ein weiteres Problem dar. Wird z.B. nur
an der Stelle mit der héchsten Sondierungstiefe eine Probe
entnommen, kann eine gesuchte Spezies nur bei ca. 40% der
Probanden detektiert werden. Schon bei Entnahme an den vier
tiefsten Stellen einer Dentition betrdgt die Wahrscheinlichkeit,
die gesuchte Spezies nachzuweisen, 75% (HAFFAJEE & SOCRANSKY
1992).

Mikroskopische Techniken

a) Dunkelfeld-Mikroskopie: Die orale Mikroflora wurde erstmals
von Antoine van Leuwenhook im 17. Jahrhundert mikrosko-
pisch untersucht. Verfahren wie die Phasenkontrast- oder Dun-
kelfeldmikroskopie spielen heute, da nur eine grobe, unzurei-
chende Einteilung nach Morphotypen (Stdbchen, Filamente,
Kokken, Spirochdten, beweglich/unbeweglich) moglich ist
(Abb. 3), eine untergeordnete Rolle.Vorteil dieses Verfahrens ist
jedoch die Visualisierung der schwer kultivierbaren, oralen
Spirochéten.

b) Immunfluoreszenz: Bei diesem Verfahren kénnen mit spezifi-
schen mono- oder polyklonalen Antikorpern speziesspezifische
Antigene der gesuchten Bakterien nachgewiesen werden. Die
Antikorper binden an den entsprechenden Keimen. Durch das
Licht einer spezifischen Wellenldnge kénnen Fluoreszenzfarb-
stoffe, die an die Antikorper gekoppelt sind, angeregt und die
gesuchten Mikroorganismen direkt in der entnommenen Plaque
sichtbar gemacht werden.

Kulturverfahren und biochemische Identifizierung

Da es sich bei subgingivalen Plaqueproben um eine Mischpopu-
lation aus aeroben und anaeroben Mikroorganismen handelt, ist
zundchst eine fiir die Vitalerhaltung moglichst aller Spezies ge-
eignete Probenentnahme und der Transport in das fiir die Un-
tersuchung bestimmte Labor notwendig. Die Anzucht erfolgt
dann mittels aerober und anaerober Kulturtechniken auf geeig-
neten Nahrboden. Die Identifizierung der subkultivierten Rein-
kulturen (Abb. 4) erfolgt meist anhand der unterschiedlichen
enzymatischen Profile der Mikroorganismen. Das fiir jede Spe-
zies spezifische Enzymmuster liegt dann in Form einer so ge-
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Abb.3 Dunkelfeld-Aufnahme der subgingivalen Flora eines
Patienten mit aggressiver Parodontitis. Vor allem ist - typisch
fir subgingivale Plaque — auch ein grosses Aggregat zu se-
hen, das mehr als 90% der in diesem Plaqueausschnitt vor-
handenen Zellen beherbergen diirfte, u. a. auch die allenfalls
vorhandenen P. gingivalis-Zellen.

nannten «bunten Reihe» vor (KITCH & APPELBAUM 1989) (Abb. 5).
Gegeniiber anderen Verfahren erlaubt diese sehr zeitintensive
Technik eine beliebig extensive Analyse der kultivierbaren sub-
gingivalen Flora und bietet zudem als bis dato einzigesVerfahren
die Moglichkeit einer Antibiotika-Resistenztestung (Abb. 6).
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Abb. 6 Antibiotika-Resistenztestung mit dem E-Test. Deut-
lich zu sehen ist die hohe Empfindlichkeit von P. gingivalis
gegenlber Metronidazol. Dieses Antibiotikum wére in diesem
Fall das Mittel der Wahl fiir eine adjunktive antimikrobielle
Therapie.

Nachweis bakterieller Enzyme bestimmter potenzieller
Parodontalpathogene

Ein praktisches, weil direkt am Behandlungsstuhl durchfiihrba-
res Verfahren war der so genannte BANA-Test. Dieses Verfahren

Abb.4 P. gingivalis-Kultur nach ana-
erober Inkubation (3d, 7d, 14d) auf mit
Schaaf-Blut angereicherten Columbia-
Agarplatten. Die deutlich sichtbare zu-
nehmende schwarze Pigmentierung ist
bedingt durch die Akkumulation von H&-
min. Dieses dient als Quelle fir Eisen und
ist notwendig fiir Wachstum, die Expres-
sion von OMP sowie fiir die Funktion ver-
schiedener Proteasen.

Abb.5 Bestimmung von P. gingivalis
anhand des Enzymmusters («bunte
Reihe»). Die charakteristische Kombina-
tion der Farbreaktion in den Vertiefungen
1 (farblos zu rot), 3, 9 (beide farblos zu
gelb) und C (zu blau) der Reihe 1 und in
den Vertiefungen 1 (farblos zu rosa), 2 (zu

| | I
-~ - &
L= 0 & L~

o " H:M3 +«@Ws &5 ¢+ sl @B

990 @®° ° C
cc 0000228220289

ﬁ ~|URE ADH oGAL|BGAL 8GP oGLU|BGLU oARA BGUR|INAG MNE RAF | coc wic

= wir

IND PAL |J'|.rg.n\ Prosh, LG.I'I.'.FI'J_\A Liotat Pg,ll.ﬂul Tyrh  Alad ﬂlg.'.l"l' HaA  OGA ek

I purpur), 3, 5, A und D (alle zu orange) der
Reihe O erlauben die Identifikation des
isolierten Stammes als P. gingivalis. Bei
B I den positiven Merkmalen handelt es sich
b @ beispielsweise um die Aktivitédt charakte-
b ristischer Enzyme wie Arginindihydrolase
(ADH), Beta-Galactosidase (BGal), und
[ Glutaminsduredecarboxylase (GDC) oder
um die Produktion von Indol (IND).
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zielte auf die Detektion bestimmter eiweissspaltender Enzyme,
trypsindhnlicher Proteasen, von T. denticola, P. gingivalis und
T. forysthia. Durch die Blaufarbung eines Teststreifens konnte das
Vorhandensein dieser Enzyme und damit wahrscheinlich eine
dieser Spezies nachgewiesen werden. A. actinomycetemcomitans
liess sich so nicht detektieren, da dieser Keim solche Enzyme
nicht aufweist. Ein weiterer Nachteil war die fehlende Spezifitat
dieses Tests (LOESCHE et al. 1990). Dieser wenig aussagefahige
Test ist in der Schweiz kommerziell nicht mehr erhaltlich.

Nachweis bakterieller DNA

Neuere, kommerzielle mikrobiologische Tests verwenden gen-
technische Methoden. Bei diesen Tests nutzt man die DNA der
Bakterien, um nach der Herstellung von DNA-Einzelstrangen
charakteristische Sequenzen der gesuchten Mikroorganismen
mit spezifischen Gensonden sowie unterschiedlicher Visualisie-
rungsverfahren (z.B. Chemifluoreszenz, Checkerboard-Chemi-
fluoreszenz) nachzuweisen. Diese Verfahren haben neben hoher
Sensitivitat und Spezifitdt gegeniiber anderen Techniken den
Vorteil, dass eine Vitalerhaltung der Mikroorganismen wéhrend
des Transports fiir den Nachweis nicht nétig ist. Ein Nachteil ist,
dass nur Keime, fiir die die richtige Gensonde im Testansatz
vorhanden ist, gefunden werden kénnen.

Nachweis bakterieller ribosomaler RNA

Ist die Sequenz der ribosomalen 16S rRNA eines Bakteriums
bekannt, so konnen komplementare Oligonukleotid-Sonden
zum Nachweis spezifischer Abschnitte dieser RNA verwendet
werden. Mit dieser Methode konnen anhand einer Computer-
datenbank die gewtinschten sehr spezifischen Sonden herge-
stellt werden. Ein elegantes Verfahren, via rRNA-Detektion,
Mikroorganismen beispielsweise in Biopsaten zu visualisieren,
ist die Floureszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) (SUNDE et al.
2003).

Die Polymerasekettenreaktion
(Polymarese Chain Reaction, PCR)

Mit dieser Technik kénnen bestimmte Abschnitte der bakteriel-
len DNA gezielt vermehrt werden. Eine Weiterentwicklung
dieser Technik, die Real Time PCR, erlaubt eine quantitative
Analyse der bakteriellen DNA-Menge in einer Probe. Bei der
DNA-Vermehrung werden Fluoreszenzsignale freigesetzt, die
zur Quantifizierung der Bakterienzahl ausgewertet werden (Kg
etal. 2000, LAU et al. 2004). Da theoretisch gegen jedes Gen eines
Bakteriums spezifische Sonden hergestellt werden konnen, er-
laubt diese Methode sowohl den Nachweis potenzieller Viru-
lenzfaktoren (s.u.) als auch deren Quantifizierung in einer
Plaqueprobe (VAN DER PLOEG et al. 2004).

DNA-Chips zum quantitativen Nachweis

Die durch die PCR vermehrten Abschnitte konnten auch durch
DNA-Chips, auf denen die komplementdre Sequenz fixiert
wurde, nach Hybridisierung, semi-quantitativ detektiert werden.
Dadurch wiére eine kostenglinstigere Methode zum Erfassen
einer grossen Anzahl verschiedener Spezies realisierbar. Solche
Chips werden derzeit entwickelt, sind momentan jedoch noch
nicht verfligbar.

Serologische Verfahren zur Bestimmung der Immunantwort

Mit diesen Verfahren wird mittels spezifischer bakterieller Anti-
gene die Antikorperreaktivitit im Serum oder im Sulkusfluid
nachgewiesen (GEMMELL et al. 1995). In der Praxis spielen diese
Verfahren heute noch keine Rolle. Die Moglichkeit die Immun-
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antwort auf einen spezifischen bakteriellen Reiz zu analysieren
und damit die Bedeutung eines Pathogens auf Niveau des ein-
zelnen Individuums fiir die Progression einer Parodontitis zu
bestimmen, konnte in Zukunft individuell abgestimmte antimi-
krobielle Therapien méglich machen.

Porphyromonas gingivalis

Als Mitglied des «roten Komplexes» ist dieses gramnegative,
anaerobe Bakterium die wohl meist beachtete Spezies, welche
mit dem Auftreten parodontaler Erkrankungen in Zusammen-
hang gebracht wird. Allein in der Literaturdatenbank Pub-Med
sind ca. 2500 Artikel aufgelistet. Eine Kooperation US-amerika-
nischer Forschungsinstitute unter Federfithrung des Forsyth-
Institutes in Boston versucht zudem im «Porphyromonas gingiva-
lis Genome Project» die bisherigen Erkenntnisse zu biindeln und
weitere Anhaltspunkte fiir die pathogenetische Bedeutung dieses
Bakteriums zu finden (www.pgingivalis.org).

Anhand dieses potenziellen Pathogens soll exemplarisch die
Frage aufgeworfen werden, inwiefern ein mikrobiologischer
Nachweis zum gegenwaértigen Zeitpunkt von klinischer oder
therapeutischer Relevanz ist.

Erste Hinweise auf eine mégliche Rolle schwarz pigmentierender
Bacteroides-Arten (u.a. P. gingivalis) bei der Pathogenese der
Parodontitis gehen bereits auf BURDON (1928) zuriick (Abb. 4).
SOCRANSKY et al. (1998), MOORE & MOORE (1994) und andere
zeigten eine Assoziation mit verschiedenen Parodontopathien.
Die Untersuchung potenzieller Virulenzfaktoren lassen eine
kausale Beziehung zwischen diesem Bakterium und der Atiolo-
gie der Parodontitis plausibel erscheinen. So induziert Lipopo-
lysaccharid, ein wichtiger Bestandteil der dusseren Membran
gramnegativer Bakterien, verschiedene biologische Effekte, wie
die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine in-vitro (OGAWA
et al. 1994). COLLINS et al. (1994) demonstrierte in Versuchen an
Hamstern neben deutlich erh6hten Serumwerten verschiedener
entziindungsfordernder Botenstoffe (PG E2, TNF) auch eine
erhéhte embryonale Letalitdt nach P, gingivalis-Exposition.

Als asaccharolytisches Bakterium ist P. gingivalis fiir Wachstum
und Proliferation auf freie Peptide in seiner Umgebung angewie-
sen. Diese Spezies produziert daher zahlreiche Proteasen (Ei-
weiss-spaltende Enzyme), die entweder auf der Zelloberfldche
exprimiert oder in Form vonVesikeln in die Umgebung sezerniert
werden. Die Fahigkeit, grosse Proteine in kleine Peptide zu zer-
legen, ist einerseits ein wichtiger Mechanismus fiir Wachstum
und Proliferation im Wirtsorganismus. Andererseits scheinen
diese Enzyme auch eine direkte Rolle in der Zerstérung des
Parodontiums zu spielen.Von besonderer, potenziell pathogene-
tischer Bedeutung ist eine Gruppe Cystein-Proteasen mit tryp-
sin-dhnlicher Aktivitat. Diese so genannten Gingipaine werden
entsprechend ihrer Substratspezifitdt in Arginin- oder Lysin-
spezifische Proteasen eingeteilt. Es konnte in-vitro gezeigt wer-
den, dass diese Enzymgruppe sowohl Bestandteile des Zahn-
halteapparates, wie Kollagen, aber auch proinflammatorische
Molekiile, wie verschiedene Zytokine oder Komponenten des
Blutgerinnungssystems (z.B. Fibrinogen) spalten kénnen (siehe
auch die entsprechenden Ubersichtsartikel Horr et al. 1999,
BRIEN-SIMPSON et al. 2003).

Dartiber hinaus induziert P. gingivalis die Expression zelluldrer
Rezeptoren, so genannter Adhédsionsmolekiile, auf der Oberfla-
che von Endothel- und Epithelzellen und spielt somit moglicher-
weise eine zentrale Rolle bei der transendothelialen Migration
von Leukozyten (WALTER et al. 2004). Diese Einwanderung von
Entziindungszellen in die Gewebe des Zahnhalteapparates fihrt
zur Ausbildung des parodontaltypischen entziindlichen Infiltra-

Schweiz Monatsschr Zahnmed, Vol 115: 5/2005 419



Forschung - Wissenschaft

tes (KHLGATIAN et al. 2002, PAGE & SCHROEDER 1976). Ein wich-
tiger Pathogenitétsfaktor ist die Fahigkeit eines Bakteriums, in
die Gewebe des Wirtsorganismus zu invadieren und dort zu
tiberleben. Fiir P, gingivalis konnte sowohl die Invasion als auch
das intrazelluldre Uberleben in unterschiedlichen, in parodon-
talen Geweben vorkommenden Zellarten (Epithel- und Endo-
thelzellen, Fibroblasten) demonstriert werden (DESHPANDE et al.
1998, MADIANOS et al. 1996, WALTER et al. 2004).

Obwohl fiir diese Spezies verschiedene Virulenzfaktoren sowie
zahlreiche entziindungsfordernde Effekte in vitro und in vivo
nachgewiesen wurden, konnte P. gingivalis, neben anderen po-
tenziellen Pathogenen, auch bei parodontal gesunden Indivi-
duen, wenngleich auch weniger haufig und in geringerer Zahl,
detektiert werden (GRIFFEN et al. 1998, GMUR & GUGGENHEIM
1994, DAHLEN et al. 1992, McNaBB et al. 1992). Wenn ein poten-
ziell pathogenes Bakterium bei Gesunden und Kranken isoliert
wird, kann das bedeuten, dass es innerhalb dieser Bakterien-
spezies Unterschiede im pathogenen Potenzial gibt und/oder
nicht alle Menschen in gleichem Umfang fiir eine Infektion mit
dieser Spezies empfanglich sind (MOMBELLI et al. 2002).

P. gingivalis Virulenzvergleiche

In den letzten Jahren richtete sich das wissenschaftliche Interesse
zunehmend auf die Analyse der bakteriellen Mechanismen und
Virulenzfaktoren, die eine entziindliche Reaktion des Wirtsorga-
nismus induzieren. Im Rahmen dieser Untersuchungen zeigten
sich im Tierversuch und in vitro deutliche Unterschiede hinsicht-
lich der pathogenen Aktivitat unterschiedlicher P. gingivalis-
Stdimme bzw. eine unterschiedliche Expression potenzieller
Virulenzfaktoren.

Parodontalerkrankungen sind gekennzeichnet durch einen At-
tachmentverlust des Zahnes. Inwiefern und nach welchem
Muster P. gingivalis die Resorption des Alveolarknochens indu-
ziert, wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht.
BAKER et al. (2000) zeigten in einem Mausmodell, dass nur be-
stimmte Stamme dieser Spezies alveoldren Knochenverlust in-
duzieren. Dartiber hinaus demonstrierten Evans et al. (1992)
unterschiedliche, P. gingivalis vermittelte alveoldre Resorptions-
muster. Ein Stamm verursachte eher einen horizontalen, der
andere Stamm jedoch eher einen vertikalen Knochenabbau.
EBERSOLE et al. (1995) untersuchten im Maus-Abszessmodell die
Virulenz ausgewdhlter P. gingivalis-Stamme. Anhand der Grosse
der entziindlichen Lasion sowie der Letalitdt der Versuchstiere
konnte eine Rangfolge der Stimme mit absteigendem Virulenz-
potenzial erstellt werden.

Auch die Fahigkeit, in unterschiedliche Zellpopulationen (Epithel-,
Endothelzellen) zu invadieren oder entziindliche Reaktionen in
diesen Zellen zu induzieren, schwankt teilweise erheblich zwi-
schen den untersuchten Stimmen. So zeigten EicK et al. (2002) in
einer Analyse mit 15 verschiedenen P. gingivalis-Stammen, dass
die verwendeten Stamme sich hinsichtlich Adhérenz, Invasivitat
und der Induktion der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
in dieser Epithelzelllinie unterscheiden. Andere Autoren beobach-
teten in unterschiedlichen Modellen dhnliche Differenzen (DESH-
PANDE et al. 1998, DORN et al. 2000, WALTER et al. 2004).

Folgende weitere Hypothesen, die das Vorhandensein poten-
zieller Pathogene auch beim parodontal Gesunden erklaren
konnten, werden diskutiert:

a) Parodontalerkrankungen werden durch eine Mischinfektion
mit pathogenen Mikroorganismen hervorgerufen. Inwiefern
jedoch synergistische oder additive Interaktionen der Spezies die
Virulenz einer Spezies oder des gesamten Biofilms beeinflussen,
ist bis heute nicht vollstandig geklart und Gegenstand intensiver
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Forschung (KESAVALU et al. 1998). Einen Hinweis auf diese mog-
lichen Wechselwirkungen geben auch die Untersuchungen von
SOCRANSKY et al. (1998), die bei Vorhandensein von P. gingivalis,
T. forsythia und T. denticola fortgeschrittene parodontale Symp-
tome zeigten.

b) Dartiber hinaus wurde postuliert, dass ein Erreger, bevor er
die Exazerbation einer parodontalen Erkrankung auslésen kann,
zundchst in ausreichender Menge vorliegen muss. So wurden
fir P. gingivalis und A. actinomycetemcomitans Schwellenwerte
definiert (SOCRANSKY & HAFFAJEE 2003).

¢) Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass potenziell pathogene
Spezies nicht immer bzw. nur unter bestimmten Bedingungen
ihre Virulenzfaktoren exprimieren. Bedingt durch Anderungen
in pH-Wert, Temperatur, Ndhrstoffangebot oder der Populations-
dichte kann es zu stindig wechselnden Expressionsmustern
kommen und damit zur Ausbildung mehr oder weniger viru-
lenter Varianten innerhalb eines Genotyps (FORNG et al. 2000,
GRENIER et al. 2001, KESAVALU et al. 2003). Ob solche Mechanis-
men zu akuten Exazerbationen parodontaler Erkrankungen
fithren konnen, ist bisher jedoch nicht untersucht worden.

d) Diskrepanzen beziiglich der biologischen Effekte von P. gingi-
valis in in vitro-Zellkultursystemen sind moglicherweise bedingt
durch die Verwendung von unterschiedlichen Zellarten und
P. gingivalis-Stdammen, aber auch durch eine grosse Varianz in
den verwendeten Zellkulturmedien sowie den Anzuchtbedin-
gungen der Mikroorganismen (KHLGATIAN et al. 2002). Hier wére
zur besseren Vergleichbarkeit der Studien eine Standardisierung
wiinschenswert.

Relevanz der mikrobiologischen Diagnostik

fir die Klinik

An aggressiven, unbehandelt zu frithzeitigem Zahnverlust fiih-
renden Parodontitiden leiden ca. 6-8% einer Population (LOE et
al. 1986, OLIVER et al. 1998). Bei diesen Patienten ist eine alleinige
mechanische Therapie («Scaling und Rootplaning») hiufig nicht
ausreichend. Empfohlen wird in diesen Féllen eine chirurgische
oder eine supportive antimikrobielle Intervention.Von klinischer
Relevanz ist daher die Unterscheidung der chronischen von der
aggressiven Parodontitis. Ist dies anhand mikrobiologischer
Parameter moglich?

In einem systematischen Review wird konstatiert, dass das
Vorhandensein der potenziellen Pathogene A. actinomycetemco-
mitans, P. gingivalis, Prevotella intermedia, T. forsythia oder Cam-
phylobacter rectus eine Unterscheidung dieser parodontalen
Krankheitsbilder nicht erlaubt (MOMBELLI et al. 2002). Allerdings
sind in dieser Ubersicht quantitative Aspekte der mikrobiologi-
schen Diagnostik nicht berticksichtigt worden.

Bestatigt wird diese Analyse durch eine aktuelle Untersuchung
von RADEK et al. (2004). In dieser klinischen Studie fanden sich
keine wesentlichen qualitativen und quantitativen Unterschiede
hinsichtlich derVerteilungsmuster von A. actinomycetemcomitans,
T. forsythia, T. denticola, und P. gingivalis bei Patienten mit der
klinischen Diagnose einer aggressiven bzw. einer chronischen
Parodontitis. Die Differenzialdiagnostik erfolgt daher zuverlas-
siger anhand klinisch-anamnestischer Parameter.

Patienten mit Parodontitis, bei denen eine konservative Parodon-
taltherapie, bestehend aus subgingivalen Debridement und einer
«engmaschigen unterstiitzenden Parodontaltherapie» (UPT),
nicht erfolgreich ist, sind selten. In dieser Patientengruppe schrei-
tet die parodontale Destruktion weiter voran. SOCRANSKY et al.
(2002) untersuchten die subgingivalen mikrobiologischen Profile
bei solchen refraktdren Parodontitiden.



Bei Patienten mit refraktérer Parodontitis wiesen die subgingiva-
len Proben hinsichtlich der untersuchten Keimarten heterogene
Profile auf. Profile mit einem hohen Anteil an Bakterien aus dem
roten und orangen Komplex (Abb. 2) wurden zu vier Gruppen
zusammengefasst. Ahnliche Profile wurden bei Probanden mit
unbehandelter Parodontitis gefunden. Sie waren aber verschie-
den bei parodontal Gesunden oder alteren Personen mit guter
Mundhygiene. Allerdings wurden drei der vier mikrobiellen
Profile, die bei Patienten mit refraktirer Parodontitis beobachtet
wurden, in Einzelfillen auch bei parodontal Gesunden oder &l-
teren Patienten mit guter Mundhygiene vorgefunden. Patienten
mit einer refraktdren Parodontitis stellten also beziiglich ihrer
subgingivalen Mikroflora keine einheitliche Population dar. Dies
koénnte bedeuten, dass zur Eliminierung der jeweiligen Mikro-
flora eine individuelle Therapie gewéhlt werden muss.

Schlussfolgerung und kritische Beurteilung

Expression von Fimbrien, Lipopolysaccharid (LPS), Kapselpro-
teine und vor allem Proteasen wurden in experimentellen Stu-
dien als potenzielle Virulenzfaktoren von P, gingivalis identifiziert
(SRISATJALUK et al. 1999, NassAR et al. 2002, OGawaA et al. 2002).
Esist bisher jedoch nur teilweise gelungen, die einzelnen Stamme
entsprechend dieser Faktoren zu charakterisieren oder das Vor-
kommen des einen oder anderen Genotyps mit einem bestimm-
ten parodontalen Krankheitsbild in Verbindung zu bringen
(OzMERIC et al. 2000). Dariiber hinaus besteht {iber die Rolle
dieser Virulenzfaktoren fiir die Infektion oder die Aktivierung
von Zielzellen nach wie vor Unklarheit (HAJISHENGALLIS et al.
2002, WALTER et al. 2004). Um die Pathogenese parodontaler
Erkrankungen besser verstehen zu kénnen, sollten auch andere
Spezies des subgingivalen Biofilms sowie die Immunantwort des
Wirts weiter analysiert werden. Verschiedene Untersuchungen
deuten darauf hin, dass potenzielle Pathogene hinsichtlich un-
terschiedlicher Virulenzkapazititen eine dhnlich inhomogene
Gruppe wie P, gingivalis darstellen (EBERSOLE et al. 1995, BUENO
et al. 1998).

Eine Vielzahl unterschiedlicher Testverfahren stehen heute zur
qualitativen und quantitativen mikrobiologischen Diagnostik der
Parodontitis zur Verfligung. Bis jetzt sind jedoch diese Verfahren
nicht in der Lage, das pathogene Potenzial einer Taschenflora
oder die Virulenz einer P. gingivalis-Population und anderer
potenzieller Pathogene fiir seinen Wirt prazis zu bestimmen. Der
Beitrag einer Spezies zur Entstehung und Progression der Er-
krankung ist somit im Einzelfall nach wie vor schwer abschétz-
bar. Insofern ist der Nutzen eines solchen Nachweises fiir die
Diagnosefindung und Therapieplanung begrenzt. Dariiber hi-
naus konnen die Diagnosen «refraktire», «aggressive» und
«chronische» Parodontitis anhand mikrobiologischer Tests nicht
gestellt werden. Moglicherweise ist in bestimmten Féllen eher
die Menge potenzieller Pathogene als das blosse Vorhandensein
dieser Spezies entscheidend fiir die Progression der Erkrankung.
Fir die Arten P. gingivalis oder auch A. actinomycetemcomitans
wurden Schwellenwerte, die zur Exazerbation einer Parodontitis
fiihren, publiziert (SOCRANSKY & HAFFAJEE 2003). Diese sollten
hinsichtlich der kritischen Hohe dieser Keimzahlen bzw. ihrer
diagnostischen Bedeutung fiir den einzelnen Patienten sowie
beziiglich ihrer Reproduzierbakeit in weiteren klinischen Studien
untersucht werden.

Da die bisher vorhandenen mikrobiologischen Tests fiir ihre
klinische Relevanz nicht ausreichend validiert sind (SANZ et al.
2004), kénnen auch die vielfach geforderten evidenzbasierten
Therapieempfehlungen zum gegenwirtigen Zeitpunkt noch

Mikrobiologische Diagnostik und Parodontitis

nicht gegeben werden. Eine parodontale Untersuchung sollte
sich demzufolge in erster Linie auf die Erhebung anamnestischer
Angaben (Alter, zahn- und allgemeinmedizinische Vorgeschichte,
Gewohnheiten, frithere und bestehende parodontale Probleme
etc.), die Inspektion der Mundhohle und die Analyse klinischer
Zeichen parodontaler Erkrankungen (Plaque/Zahnstein/Pus,
gingivale Entziindung, Rezessionen etc.) konzentrieren. Eine
Sondierung mittels Parodontometer gibt Auskunft tiber Sondie-
rungstiefen, Entztindungsgrad (BOP/BAS) sowie den tatsachli-
chen Verlust an Stttzgewebe (ATT) eines jedes Zahnhalteap-
parates (AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY 2003). Zu den
Standarduntersuchungen gehort heute auch die Anfertigung
eines Einzelbilder-Rontgenstatus.

Neben einerVisualisierung der Infektion mit potenziellen Patho-
genen zur Motivation des Patienten kann in einigen wenigen
Féllen eine mikrobiologische Analyse zur weiteren Diagnostik
und Therapieplanung hilfreich sein. Dies betrifft in erster Linie
therapieresistente, so genannte «refraktdre Parodontitiden».
Moéglicherweise sind hier antibiotikaresistente Varianten oder
auch eine ungewohnliche mikrobielle Flora Ursache fiir weiteren
Attachmentverlust. Empfehlenswert wére in diesen Féllen die
Anzucht des gesamten entnommenen Keimspektrums auf ge-
eigneten Nahrboden. Wurde bereits eine bisher erfolglose anti-
biotische Therapie, beispielsweise mit einer Kombination Metro-
nidazol und Amoxycillin (ROONEY et al. 2002) durchgefiihrt, sollte
zudem ein Antibiogramm erstellt werden.

Ausblick

Mittels molekularbiologischer Methoden wiére es moglich, die
Stdmme einer Spezies hinsichtlich ihrer genetischen Ausstat-
tung, d.h. méglicher Antibiotikaresistenzen oder unterschiedli-
cher Virulenzfaktoren, zu differenzieren. In der mikrobiologi-
schen Diagnostik parodontaler Erkrankungen ist dies zum
gegenwartigen Zeitpunkt jedoch nicht praktikabel und, wie das
folgende Beispiel zeigt, moglicherweise nur in Beziehung zum
Wirts-Genotyp sinnvoll.

In diesem Zusammenhang verdient eine Studie von FRANDSEN
et al. (2001) besondere Beachtung. Diese Arbeitsgruppe unter-
suchte 132 P, gingivalis-Stamme unterschiedlichen geografischen
Ursprungs. Sie zeigten eine nahezu zuféllige Verteilung poten-
zieller P. gingivalis Virulenzgene. Das deutet auf ein Uberwiegen
von horizontalem Gentransfer (non-clonal population structure)
gegeniiber der natlirlichen Mutationsrate (clonal population
structure) hin. Bei der Suche nach Merkmalen virulenter Stamme
miisste daher auf einzelne Gene bzw. Gen-Gruppen fokussiert
werden.

Nachdem unter anderem die Frage aufgeworfen wurde, ob unter
den potenziellen P. gingivalis Virulenzfaktoren — Fimbrien — eine
wichtige Rolle zukommt, wurden diese isoliert und charakteri-
siert (LEE et al. 1991). Diese sehr diinnen, filamentosen Oberfla-
chenfortsdtze dienen zum einen der Adhdsion an zelluldre
Oberflachen und Speichelproteine, andererseits kommt ihnen
eine wichtige Funktion in der bakteriellen Koaggregation, der
Gewebeinvasion sowie der Modulation der Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine zu (LAMONT & JENKINSON 1998,
NASSAR et al. 2002).

Die «grossen Fimbrien» («major fimbriae») konnen anhand von
Unterschieden im fimA-Gen, einer Untereinheit dieser Fimbrien,
in sechs Typen (I-V und Ib) eingeteilt werden (AMANO et al.,
2004). In einem zweiten Schritt wurde untersucht, ob diese Fim-
brientypen (fimA) mit parodontaler Gesundheit oder Erkrankung
inVerbindung gebracht werden kénnen. So wurde in einer asia-
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tischen Population eine Assoziation von P. gingivalis mit Fimbrien
Typ Il mit fortgeschrittenen Parodontitiden demonstriert (AMANO
et al. 2004). Im Gegensatz dazu jedoch konnte in zwei kaukasi-
schen Untersuchungsgruppen keine Assoziation dieser P.-gingi-
valis-Fimbrientypen mit bestimmten parodontalen Krankheits-
bildern nachgewiesen werden (BEIKLER et al. 2003, VAN DER PLOEG
et al. 2004). Nach den Ergebnissen dieser Studien ist die Rolle
von Fimbrien als Virulenzfaktor nach wie vor unklar. Das Proze-
dere, zunéchst einen Virulenzfaktor zu isolieren, dessen Effekte
in-vitro zu charakterisieren und hinsichtlich der klinischen Re-
levanz zu iiberpriifen, scheint, wenn auch zeitintensiv und teuer,
viel versprechend zu sein.
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Summary

WALTER C, PURUCKER P, BERNIMOULIN J P, SutTORP N, MEYER J,
WEIGER R: Critical assessment of microbiological diagnostics
in periodontal diseases with special focus on Porphyrom-
onas gingivalis (in German). Schweiz Monatsschr Zahnmed
115: 415-424 (2005)

Periodontitis is caused by an opportunistic infection with patho-
genic microorganisms of the oral biofilm. In this paper, we discuss
the usefulness of microbial diagnostics with respect to the dif-
ferential diagnosis or the treatment approaches of periodontal
diseases. Several diagnostic techniques, based on morphological,
enzymatic, cultural, genetic or antigenetic properties have been
established to analyze the microbial flora. Among the bacterial
species some virulent genotypes of P. gingivalis play an important
role in the etiology of periodontitis. Expression of fimbriae or dif-
ferent proteases have been identified as potential virulence factors
of this gram negative anaerobic rod. To date a characterization of
virulence of specific strains or a correlation between expression of
different virulence factors and distinct periodontal conditions,
however, is missing. Therefore, the importance of a routine iden-
tification of P. gingivalis still needs further evaluation.

Résumé

La parodontite est une infection opportuniste causée par des
microorganismes pathogenes du biofilm dentaire. Le but de cette
revue de la littérature était de déterminer l'intérét d'une analyse
microbiologique dans le diagnostic différentiel ainsi que dans la
planification thérapeutique en cas de maladie parodontale. Il existe
plusieurs approches diagnostiques, basées sur la morphologie
bactérienne, sur les caractéristiques enzymatiques et génétiques
des microorganismes, ainsi que sur leurs propriétés lors d"une mise
en culture. Parmi les nombreuses espéces bactériennes certains
génotypes virulents de Porphyromonas gingivalis jouent un role
important dans I'étiologie des maladies parodontales, ce batonnet
gram négatif anaéorobe, I'expression de fimbriae ou de différentes
protéases ont été identifiées comme facteurs potentiels de viru-
lence. Cependant, il n’est pas encore possible d’établir une corré-
lation entre les caractéristiques de virulence de souches spécifiques
ou entre l'expression de différents facteurs de virulence et des
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conditions parodontales précises. Par conséquent, la question de
lutilité d'une identification de routine de P, gingivalis reste contro-
versée et nécessite des études supplémentaires.
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