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Einleitung 1

1 Einleitung

Karies, Parodontitis und andere Infektionen werden unter anderem durch komplexe
mikrobielle Gemeinschaften verursacht und nicht durch einen einzigen Erreger [46].
Diese Gemeinschaften bestehen aus 500 - 700 verschiedenen oralen Bakterienarten, von
denen 82% gut kultivierbar und identifizierbar sind [29, 83, 84].

Untersuchungen mit diesen Mikroorganismen haben gezeigt, dass Erkrankungen wie
Karies, Parodontitis und endodontische Infektionen zu einer Reihe von systemischen
Erkrankungen fiihren konnen, unter anderem zu Herz-Kreislauferkrankungen,
bakterieller Endokarditis, Diabetes mellitus, Schlaganfall, Osteomyelitis bei Kindern,
Frithgeburt und Pneumonie [3, 6, 11, 30, 36, 49, 50, 78, 89, 110].

Fiir die Erkenntnis mikrobakterieller Zusammenhidnge von oralen und systemischen
Erkrankungen werden fiir die Identifizierung oraler Bakterien, die mit systemischen
Erkrankungen assoziiert werden, 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse basierte Methoden als
zuverldssiges Werkzeug genutzt [5, 38, 59, 107, 112].

Die eindeutigen Ergebnisse ermdglichen die Erstellung von bakteriellen Profilen, um
bei Menschen mit dem Risiko einer systemischen Erkrankung, potentiell pathogene
Profile rechtzeitig zu erkennen und dadurch schwerwiegende Krankheiten zu verhindern
[102, 107].

Die 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse Methode ist wesentlich genauer und spezifischer in
der Identifikation von Mikroorganismen und neuen Phylotypen als die konventionelle
Methode, welche die Anziichtung auf einem Selektivmedium, die Durchfiihrung von
biochemischen Tests und die mikroskopische Beurteilung der Kolonien beinhaltet.

Bei dem Vergleich der Ergebnisse beider Methoden sind bei identischen Bakterien nur
55% iibereinstimmend identifiziert worden [5]. Durch die 16S rRNA Gen-
Sequenzanalyse ist eine komplexere Vielfalt an pathogenen Keimen in Karies
festgestellt worden [7, 25].

Mutans-Streptokokken und Laktobazillen werden als Hauptbakterien bei tiefen kariosen
Liasionen beschrieben [81]. In diesen Léasionen sind etwa 30% der Gesamtflora S.
mutans [98]. Eine hohe Anzahl von S. mutans wird traditionell mit hoher Kariesaktivitit
verbunden. Doch kann bei Patienten trotz deutlich ausgeprdgter Symptome von Karies
der Nachweis von S. mutans unterbleiben [1, 14, 38]. Es wird beschrieben, dass
Laktobazillen nur bei Patienten mit fortgeschrittener Karies festgestellt und selten an

gesunden Zihnen diagnostiziert werden. Selbst ohne die Anwesenheit von
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Laktobazillen und S. mutans kann es zu einer Demineralisierung der Zahnhartsubstanz
kommen [26]. In tiefen kariosen Lisionen befindet sich ein dynamisch mikrobielles
Okosystem, in dem viele verschiedene Bakterien mit unterschiedlichen phénotypischen
und genotypischen Eigenschaften nebeneinander existieren [17]. Auf Grund neuer
mikrobiologischer Untersuchungen wurden kariesassoziierte Bakterien neu bewertet.
Bakterien wie Laktobazillen, Bifidobakterien, Propionibakterien, Aktinobakterien, S.
mutans und andere Streptokokken existieren in diesen Lésionen [18, 17, 98]. Diese
Mikroorganismen besitzen die Fahigkeit, Sduren aus zuckerhaltigen Lebensmitteln zu
produzieren und wirken demineralisierend auf die Zahnhartsubstanz. Wenn die
Bakterien nur selten zuckerhaltige Substrate erhalten, liegt das Gleichgewicht des
mikrobiellen Okosystems auf der Seite der Bifidobakterien, Propionibakterien,
Aktinobakterien und anderer Streptokokken. In einer stark aktiven karidsen Lision bei
hoher Substratzufuhr betrdgt der durchschnittliche pH-Wert < 5 [15]. Bei diesem pH-
Wert konnen S. mutans und Laktobazillen besser existieren als Bifidobakterien,
Propionibakterien und Aktinobakterien, da diese Thre Uberlebensfihigkeit verlieren und
dadurch verdrangt werden. Es kommt zu einer Verschiebung der Zusammensetzung der
Mikroflora in tiefen karidsen Lisionen bei hoher Substratzufuhr durch eine
sdureinduzierte Anpassung der sdureproduzierenden Bakterien. Deshalb werden S.
mutans und Laktobazillen am haufigsten aus tiefen kariosen Lésionen isoliert, da diese
an ein stark saures Mileu besser angepasst sind [15, 69, 98].

Die genaue Identifizierung dieses Keimspektrums durch 16S rRNA Gen-

Sequenzanalyse fiihrt zu einem besseren Verstindnis dieses mikrobiellen Okosystems.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Orale Keime

Mikroorganismen, die in der menschlichen Mundhéhle isoliert, beschrieben und in der
oralen Mikroflora identifiziert wurden, werden als orales Mikrobiom bezeichnet. Dies
ist eine 0kologische Gemeinschaft zusammenlebender, symbiotischer und pathogener

Mikroorganismen [29, 58].

In dem oralen Mikrobiom existieren zwischen 500 und 700 verschiedene Arten [29]. In
einer Untersuchung mit 197.600 Sequenzen aus der Mundhdhle wird beschrieben, dass
das orale Mikrobiom aus ca. 19.000 Phylotypen besteht. In dieser Studie wird nicht
beachtet, dass viele dieser Phylotypen eine sehr hohe genetische Ahnlichkeit
(Similarity: Gleichheit von Sequenzen gegeniiber Referenzsequenzen in Gen-

Datenbanken) haben [53].

Es wird eine Similarity von >99% und besser noch 99,5% empfohlen, weil eine

Abweichung von >0,5% eine neue Art darstellen kann [45, 82, 107].

Weitere Studien beschreiben, dass 18% bis 50% an Phylotypen nicht kultivierbar und
anziichtbar sind [29, 83, 84].

Eine Feststellung der konkreten Anzahl von Phylotypen in dem oralen Mikrobiom ist

derzeit noch nicht moglich.

Einer der ersten Keime, der sich unmittelbar nach der Geburt im oralen Bereich des
Neugeborenen auf der Zunge und den Mundschleimhduten ansiedelt, ist S. salivarius
[55]. Mit dem Durchbruch der Milchzihne kommt es zu einer Nischenbildung, in der
der Sauerstoffpartialdruck absinkt und somit potentielle Lebensrdume fiir weitere
Mikroorganismen wie Actinobacteria, Bacteroidaceae, Candida, Fusobakterien,
Laktobazillen, Leptotrichia, Rothiabakterien, Spirochédten, Streptokokken und
Veillonella in der Mundhohle geschaffen werden [15].

Arten von Actinomyces, Bifidobakterien, Veillonella, Laktobazillen und weiteren

Streptokokken werden mit Karies assoziiert [1].

Mutans-Streptokokken besitzen die Féhigkeit, durch Bildung extrazelluldrer
Polysaccharide an Zahnoberflichen zu kolonisieren, eine Absenkung des pH-Wertes
und eine Progression der Karies zu bewirken. S. sanguinis kann in mikrobakteriellen

Kolonien durch die Erzeugung von Ammoniak den pH-Wert positiv regulieren.
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Streptokokken wie S. parasanguinis, S. mitis, S. oralis gelten als Mikroorganismen
eines kariesfreien Gebisses. [1, 7, 21].

In Zahnfleischtaschen wurden iiber 415 Bakterienarten in subgingivaler Plaque
identifiziert. Vorherrschende Arten in Zahnfleischtaschen sind Porphyromonas
gingivalis, Bacteroides forsythus und Treponema denticola. Von der Gattung
Treponema wurden allein 60 verschiedene Arten vorgefunden [1].

Kinder mit Karies haben eine hohere Anzahl und eine groBere Vielfalt an

Mikroorganismen als Kinder ohne Karies [7].

2.2 Bakterien des kariosen Dentins

Karies ist eine chronische Erkrankung, die sich aus einem anfdnglichen
Zahnschmelzabbau und die anschlieBende Besiedlung des darunter liegenden Dentins
entwickelt, und bei anhaltender Progression erhalten die Mikroorganismen in sehr
spiten Stadien Zugang zu der Zahnpulpa. Ein Fortschreiten der Léasion kann zur
Nekrose des Pulpagewebes fithren und durch toxische Einwirkung der Keime eine
immunpathologische Antwort hinterlassen. Dabei gelten Streptokokken wie S. mutans,
S. mitis, S. oralis, S. pneumonieae und S. sanguinis als Keime, die primér fiir den
Zahnschmelzabbau verantwortlich sind. Laktobazillen wie L. fermentum, L. gasseri, L.
casei, L. paracasei, L. rhamnosus gelten als sekunddre Eindringlinge einer bestehenden
Lision. Tiefe Karies und die weitere Kariesprogression werden mit Actinobacteria wie
Bifidobacterium dentium und Scardovia wiggsiae in Verbindung gebracht [7, 22, 64,
99].

Es wird angenommen, dass die Vielfalt der Mikroflora in der Karies mit
fortschreitender Progression abnimmt sowie im Speichel und der Plaque die Vielfalt der
Mikroflora bei verstirkter Kariesaktivitdit zunimmt. Der Anteil pathogen wirkender
Mikroorganismen steigt stark an. Diese Verdnderung der Mikroflora ist bei Kindern und
Erwachsenen dhnlich [7, 9, 18, 26, 59, 60, 69, 112]. In bleibenden Zihnen wird von
einer groBeren Vielfalt oraler Keime ausgegangen [1].

Wihrend Bakterien wie Streptokokken an der Oberfliche Glykoproteine aus dem
Speichel verstoffwechseln konnen, sind Bakterien in tiefen Lésionen langsam
wachsende Anaerobier mit proteolytischen Eigenschaften und existieren durch
Néhrstoffe aus der Diffusion des dentinalen Tubulussystems [42]. Schon 1979 wurde

angenommen, dass in tiefer Karies neben S. mutans auch Laktobazillus-, Aktinomyces-
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und Veillonella-Arten vorherrschen [33].  Laktobazillen konnen antimikrobielle
Eigenschaften ausbilden und damit das Wachstum von S. mutans hemmen. Unklar ist,
was dazu fithrt, ob S. mutans oder Laktobazillen die dominierenden Bakterien in der
spaten Phase der Karies darstellen. Explorative Studien konnten keine Unterschiede bei
schwerer Karies durch Fluoridexpositionen, bei Erndhrungsgewohnheiten, nach
Antibiotikaecinnahmen, durch Rauchen, nach Geschlecht oder Rasse feststellen [16, 18,
63, 90]. Eine Studie an Milchzdhnen und bleibenden Zihnen hat ergeben, dass
Laktobazillen, Bifidobakterien, Veillonella und Propionibakterien eine wichtigere Rolle

in der Kariesprogression spielen als S. mutans [1].

Im oralen Mikrobiom wurde das Propionibakterium, das zu den Actinobacteria zéhlt,

ausschlieBlich in tiefer Karies nachgewiesen [85].

In Studien tiefer Dentinkaries, in denen die Kombination von biochemischen Analysen
und der 16S rRnA Gen-Sequenzanalyse angewendet wurde, sind durch die
Identifikation der verschiedenen Keimspektren karidser Lésionen teilweise bis zu 91,9%
Laktobazillen gefunden worden, aber auch Lisionen ohne Laktobazillenbeteiligung. In
den verschiedenen Lésionen wurden viele grampositive und anaerobe stibchenformige
Bakterien nachgewiesen. Des Weiteren wurden in allen Zdhnen mit tiefen Lisionen

geringe bis nicht vorhandene Vorkommen von S. mutans nachgewiesen [39, 38].

Die Wahrscheinlichkeit, dass kariesaktive Personen hohe Isolationsfrequenzen von S.

mutans oder Laktobazillen haben, variiert zwischen 44% bis 71% [55].

Die am héufigsten nachgewiesenen Laktobazillen bei Erwachsenen und Kindern sind L.
rhamnosus, L. casei, L. paracasei, L. fermentum und L. gasseri [7, 13, 38, 54, 68, 69,
75, 85, 100, 112]. In Milchzahnstudien waren die meist nachgewiesenen Laktobazillen
L. fermentum und L. gasseri. Es wurden auch L. paracasei, L. casei und L. rhamnosus
isoliert [7, 38, 54, 68, 100]. In tiefen karidsen Lasionen erwachsener Probanden ist L.
rhamnosus unter den am héufigsten isolierten Arten. L. fermentum, L. gasseri, L.
paracasei, L. casei wurden ebenfalls nachgewiesen [13, 69, 75, 85, 112]. Das
Hauptkeimspektrum ist bei Erwachsenen und Kindern vergleichbar. In beiden Gruppen
wurden Actinobacteria im karidsen Dentin identifiziert, die wie Laktobazillen auf
Rogosa-Agar wachsen konnen. Hauptvertreter der Actinobacteria sind Bifidobacterium
dentium, Parascardovia dentikolens, Scardovia inopinata und die Gattung

Propionibakterien [7, 38, 67, 75, 85, 100].
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Die folgende Tabelle wurde auf Grundlage der genutzten Studien erstellt und zeigt
einen Auszug des nachgewiesenen Hauptkeimspektrums innerhalb der Laktobazillen

und Aktinobakterien tiefer karidser Lisionen.

1338|6769 |75|85|112 | Erwachsene Bakterium Kinder |07|38[54|67|68|100

n= n=

L.rhamnosus

L. paracasei

L.fermentum

L. casei

+
+
DN [W [N |[W |

L. gasseri

L. buchneri

—_ =W [N W W [N
+
+

L. alimentarius

L. plantarum

L. oris

L. salivarius

L. vaginalis

+
DO [ = [ = | = [

L. johnsonii +

B. dentium

Propionibakterium

P. denticolens

+
+
+

el e A

S. inopinata
Veillonella
+ 1 O. profusa
Sc. wiggsiae 1 +

—_ = DN = | W
+
+

Lachnospiraceae +
+ 1 Prevotella
+ 1 A. naeslundi
+ B. longum
+ B. breve

S. sobrinus 2 + +
Tab. 1: Die Tabelle stellt nachgewiesene Bakterien aus verschiedenen Studien dar. In der ersten Zeile ist
jede Studie mit einer Nummer gekennzeichnet. Diese Nummer ist im Literaturverzeichnis ausgewiesen.
Das Plus kennzeichnet den in dieser Studie vorgefundenen fakultativ anaeroben Keim. Die Tabelle fiihrt
auf der linken Seite Studien an Erwachsenen und auf der rechten Seite Studien mit Kindern auf. Die
Haufigkeit der in den Studien gefundenen Keime ist in den Spalten Erwachsene und Kinder unter n=
abzulesen.

Der auch auf Rogosa-Agar wachsende S. sobrinus wurde vorwiegend bei Kindern
sowohl mit als auch ohne Karies festgestellt. S. sobrinus hat die Eigenschaft Laktat zu
produzieren [7, 48]. Veillonella, die in diesen Studien gefunden wurde, kann
Milchséure in Propion und Essigsdure verstoffwechseln. Damit besitzen Bakterien der
Gattung Veillonella die Fahigkeit, produzierte Milchsdure abzuschwéchen und so die

Saure produzierenden Bakterien zu schiitzen [7, 48].
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Die aktuellen Studien zeigen die derzeitig am meisten identifizierte Vielfalt der
fakultativ anaeroben Mikroorganismen in tiefer Karies. Aufgrund der differenziellen
Vorgehensweisen in den Studien sind eindeutig abschlieBende Schlussfolgerungen iiber
die Vielfalt der Mikroorganismen nicht mdglich.

Hervorzuheben ist die entscheidende Rolle in der Etablierung und Entwicklung tiefer

karioser Lasionen von Actinobacteria [1, 7, 13, 38, 54, 67, 68, 69, 75, 85, 100, 112].

2.3 Laktobazillen

Die Gattung der Laktobazillen umfasst fast 100 Arten und besitzt eine grof3e Vielfalt an
genetischen Eigenschaften. Im oralen Mikrobiom besitzen diese Bakterien bei
Kariesprogressionen einen hohen Stellenwert [112]. Es gibt relativ wenige
Informationen tiber diese Bakterien [101].

Laktobazillen sind grampositive, stibchenformige, vancomycinresistente Bakterien mit
einer negativen Katalase-Reaktion. Sie gelten als sekunddre Eindringlinge einer
bestehenden Lésion, sind starke Sadureproduzenten und besitzen eine niedrige pH-
Toleranz [101].

Es wurden ihnen die Eigenschaften der Anbindung an menschliche Thrombozyten,
Kollagen, Fibrinogen und Fibronektin sowie die Verbindung zu infektioser Endokarditis
nachgewiesen [41].

L. rhamnosus, L. casei, L. paracasei, L. fermentum und L. gasseri gelten als
Hauptvertreter der Laktobazillen im oralen Mikrobiom [7, 69, 112]. Die Anzahl der
Laktobazillen steigt mit zunehmender Karies an, sie verdringen andere Bakterien und
sind in ihren Eigenschaften sehr dhnlich. Daher werden sie oft in einer Gruppe als
Ganzes erfasst und selten in Studien differenziert [7].

L. rhamnosus zahlt zu den fakultativ heterofermentativen Laktobazillen und ist neben
Karies hdufig im Gastrointestinaltrakt von gesunden Erwachsenen isoliert worden. Er
unterscheidet sich in 27% seiner Protein kodierenden Gene zu L. casei und hat eine sehr
dhnliche Gen-Organisation wie L. plantarum [74]. L. rhamnosus wird auch mit der
Produktion von Bacteriocinen in Verbindung gebracht, welche Toxine sind, die das
Wachstum anderer Bakterien inhibieren konnen [74]. AuBBerdem besitzt er die Fahigkeit,
sich an Kollagen Typ 1 und 2 anbinden zu koénnen [41].

L. gasseri wurde ebenfalls neben Karies im Gastrointestinaltrakt von gesunden

Erwachsenen nachgewiesen und zéhlt zu den grampositiven und fakultativ anaeroben
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Bakterien [94]. Der Zusammenhang zwischen Laktobazillen und Karies wurde schon
1939 von Bunting und Russel (ADA, 1939) durch einen erhéhten Anteil von L.
acidophilus bei Personen mit verstirkter Kariesaktivitit bewiesen [4]. Die ersten

Laktobazillen aus kariosem Dentin wurden sogar schon 1924 identifiziert [19].

Die Laktobazillen der oralen Mikroflora werden in drei nach ihren
Fermentationseigenschaften identifizierten Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe besteht
aus obligat homofermentativen Arten wie L. acidophilus, L. salivarius, L. rhamnosus,
L. pseudoplantarum und L. paracasei. Diese obligat homofermentativen Arten spalten
Hexosen fast ausschlieBlich zu Milchsdure, konnen aber auch die Féhigkeit besitzen,
diese zu Essigsdure zu verstoffwechseln. Die Gruppe der fakultativ homofermentativen
Arten konnen zusétzlich auch Pentosen vergdren. Zu ihnen gehoren L. casei und L.
planetarum. Heterofermentative Arten wie L. fermentum, L. brevis, L. buchneri und L.
cellobiosus besitzen die Fihigkeit Hexosen zu Milchsdure, Athylalkohol und
Kohlendioxid zu fermentieren. Des Weiteren konnen Pentosen zu Milchsdure und
Essigsdure fermentiert werden [8].

Es bestehen weitere Einteilungen in phylogenetisch eng verwandte Gruppen, zum
Beispiel der L. casei Gruppe mit den Vertretern L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus, L.
plantarum. Die Bakterien dieser Gruppe gelten als typische Keime tiefer Lasionen und
sind auf Grund Threr groen phylogenetischen Verwandtschaft oft nur als Gruppe mit L.
casei duch konventionelle Nachweismethoden identifiziert worden [18, 33, 38, 85, 100,
112]. Durch die 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse ist es moglich, auch phylogenetisch
eng verwandte Bakterien zu unterscheiden. Eine weitere phylogenetische Gruppe stellt
die L. reuteri Gruppe dar, zu denen unter anderem L. reuteri, L. oralis und L. vaginalis
gezdhlt werden. Vertreter dieser Gruppe wurden auch in tiefen kariosen Lisionen
nachgewiesen und im vaginalen Epithel gesunder Frauen vorgefunden [44, 112].

Neben der Besiedelung des Gastrointestinaltraktes von Menschen und dem
Urogenitaldarmtrakt der Frau spielen sie eine immer groflere Rolle als Probiotikum fiir
die Forderung der allgemeinen Gesundheit und stellen einen enormen Wert in der

Gérung und Konservierung von verschiedenen Lebensmitteln dar [12].
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2.3.1 Anzucht von Laktobazillen

Der in dieser Studie verwendete Rogosa-Agar, der vor 60 Jahren fiir ein erweitertes
Spektrum von Laktobazillen entwickelt wurde, ist auch in neueren Studien als Medium
fiir die spezifische Anzucht von Laktobazillen bestitigt worden [80, 99]. Dabei ist das
Risiko des Wachstums anderer auf einem sauren Boden wachsenden Bakterien, z.B.
S. sobrinus bekannt. Die morphologische Unterscheidung der Kolonien ist jedoch sehr
schwierig. Durch einen pH-Wert von 5,4 wird in der Regel das Wachstum der
Begleitflora verhindert und begriindet so das selektive Wirkprinzip des Rogosa Agar fiir
die Anzucht von stark sduretoleranten Bakterien. Dieser Agar enthdlt verschiedene
Salze, eine hohe Azetatkonzentration und besitzt zusétzlich eine giinstige
Oberfldchenspannung, welche das Ausstreichen von Proben auf diesen Agar erleichtert.
Die nachzuweisenden Bakterien werden mittels der Drei-Osen-Ausstrichtechnik auf
einer Rogosa-Platte bei 37°C unter anaeroben Bedingungen fiir 3 Tage inkubiert.
Laktobazillen wachsen in Form unscheinbarer, runder, weilllicher oder transparenter

Kolonien, die leicht ausgezidhlt werden kdnnen [4, 80, 87, 99].

2.4 Actinobacteria

Actinobacteria gehort zu der Gruppe der grampositiven, stdbchenformigen Bakterien.
Dieser Stamm teilt sich in mehrere Unterklassen auf. Die Unterklasse Coriobacteridae
wird weiter in die Ordnung der Coriobacteriales und die Unterklasse Actinobacteridae
in die Ordnungen Bifidobacteriales und Actinomycetales differenziert. Diese Bakterien
spielen im oralen Mikrobiom eine besondere Rolle.

Zu den Actinomycetales werden die Gattungen Actinomyceten, Rothia, Kocuria,
Arsenicoccus, Microbakterium, Propionibakterium, Mycobakterium, Dietzia, Turicella
und Corynebakterium gezdhlt. Die Bifidobakteriales werden in die Gattungen
Bifidobakterium, Gardnerella, Scardovia und Parascardovia aufgeteilt.

Zur Unterklasse der Coriobacteridae werden die Gattungen Atobium, Cryptobacterium,
Eggerthella, Olsenella und Slackia eingeordnet [29].

Einige Gattungen der Actinobacteria wie Parascardovia, Propionibakterium,
Bifidobakterium, Scardovia und Olsnella sind in verschiedenen Studien in
Zusammenhang mit Erkrankungen wie Karies, Parodontitis und endodontischen

Infektionen gebracht, als auch im Speichel der untersuchten Personen nachgewiesen
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worden [7, 10, 22, 42, 43, 67, 73, 85, 86, 100, 111]. Die genannten Vertreter sind
grampositive, anaerobe Stdbchenbakterien, nicht sporenbildend, nicht fadenformig,
unbeweglich und konnen auf sauren Medien wachsen. Sie werden als runde glatte
Kolonien ohne Filamente, ganzrandig, sahnig gefarbt bis undurchsichtig charakterisiert.
Diese Bakterien konnen unter anderen Laktat und Acetat als Endprodukt des

Stoffwechsels produzieren [28, 43, 67, 97].

2.5 Bifidobakterien

In der Literatur wird diskutiert, ob auf Grundlage neuer Erkenntnisse der HSP60 DNA
Sequenzen in Ubereinstimmung mit der 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse B. denticolens
und B. inopinatum nicht zur Gattung der Bifidonbakterien gehdren, taxonomisch neu
eingeordnet werden miissten und somit eine eigenstindige Gruppe darstellen sollten.
Eine Begriindung dafiir liegt darin, dass B. denticolens und B. inopinatum zu den
anderen  Bifidobakterium  Arten eine sehr niedrige = Ahnlichkeit  der
Aminosduresequenzen (Similarity) von nur 84-92% aufweisen [47]. B. dentium kann
eine viel hohere Vielfalt an Kohlenhydraten verstoffwechseln als andere
Bifidobakterien und auch als S. mutans. Die entschliisselten DNA-Sequenzen weisen
Virulenzfaktoren mit klebenden, siuretoleranten Eigenschaften und einen Schutz gegen
toxische Substanzen und Eigenschaften zur Verstoffwechselung von Speichelderivaten
auf. Damit hat B. dentium die Fahigkeit, in bestehende karidse Lédsionen zu infiltrieren
und zu kolonisieren [104].

In einer Studie bei Kindern wurde B. dentium bei 14 von 16 Milchmolaren gefunden
und eine wichtigere Rolle in tiefen kariosen Lésionen zugesprochen als den
Hauptvertretern der Laktobazillen. Das Bakterium wurde unter anderem auch im
Gastrointestinaltrakt von gesunden Erwachsenen nachgewiesen, es zdhlt zu den

grampositiven und strikt anaerob lebenden Bakterien [7, 67, 94].

2.6  16S rRNA Gen-Sequenzanalyse im oralen Mikrobiom

Unter Verwendung von Sequenzanalysen der 16S rRNA Gene konnten die meisten der
vorherrschenden Bakterienarten in der Mundhohle identifiziert werden, weil durch die
16S rRNA Gen-Sequenzanalyse eine um bis zu 40% bessere Identifikation von

Phylotypen moglich ist als mit konventionellen oder kommerziellen kulturabhéngigen
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Methoden [1, 5, 7, 18, 22, 23, 29, 38, 59, 83, 84, 85, 88]. Diese 1977 eingefiihrte
Methode gilt als zuverldssiges Werkzeug, um orale Isolate zu identifizieren und damit
die Zusammenhinge der oralen Mikroflora weiter zu erforschen [29, 34, 107]. Auf der
ribosomalen rDNA, welche in allen Organismen vorhanden ist, sind verschiedene
spezifische Kopien iiber mehrere Gene verteilt und kénnen als konservierte, variable
und hypervariable Regionen identifiziert und damit als unterscheidliche
Mikroorganismen differenziert werden, wobei die analysierte rtDNA Sequenz fiir jede
Art individuell ist. Fiur die Identifikation sind die DNA Extraktion, in-vitro
Amplifikation und die Charakterisierung wichtige Schritte. Bei der Charakterisierung
werden die gewonnenen Sequenzen mit Referenzsequenzen aus verschiedenen Gen-
Datenbanken verglichen, um ein spezifisches Ergebnis zu erhalten [105]. Die partiellen
Sequenzen der einzelnen Proben werden iiber eine html- basierte Eingabemaske fiir
bereits existierende Analysesoftware wie FASTA und CLUSTAL W bei den
verschiedenen Gen-Datenbanken, zum Beispiel RDP-II oder Blast eingegeben und

konnen so mit vorhandenen Referenzsequenzen abgeglichen werden [40].

Es wird jedoch bemédngelt, dass es keine festgelegten Richtlinien zum Nutzen der
Technik oder fiir die Auswertung der Sequenzen gibt, da viele Studien mit
unterschiedlichen ~ Similaritys, also  prozentualen  Ubereinstimmungen  mit
Referenzsequenzen arbeiten und es sinnvoll ist, die hochsten Similaritys von >99,5%
anzusetzen, weil schon eine Abweichung von 0,5% eine neue Spezies bedeuten kann
[45]. Fiir die Identifikation von Phylotypen durch die 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse
wird empfohlen, eine Anzahl von 500 Basenpaaren zu nutzen und die variable 5°
Region fiir eine genaue Bestimmung einzubeziehen. Fiir die Anlage von Stammbédumen

sollten jedoch Sequenzen von circa 1500 bp verwendet werden [65, 77, 107].

Durch die auf der MicroSeq 16S rRNA basierenden Sequenzanalyse, welche in dieser
Studie genutzt wurde, konnten auch in anderen Studien klinisch signifikante orale,
anaerobe, grampositive bakterielle Isolate, die auf Rogosa-Agar angeziichtet wurden,
mit mehrdeutigen biochemischen Profilen nachgewiesen und die Erfolgsrate der

Artenbestimmung um iiber 20% gesteigert werden [57, 108].

Die Kombination von Kultur- und DNA-Analyse hat gezeigt, dass eine vielfiltige
bakterielle Gemeinschaft in Dentinkaries gefunden wurde und zahlreiche neue Taxa
vorhanden sind. Grampositive Bakterien und Laktobazillen sind die am héufigsten

nachgewiesenen Arten in der Mikroflora karidoser Lidsionen. Es besteht kein
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signifikanter Unterschied zwischen der Mikroflora im Dentin und an der Zahnpulpa

tiefer karioser Lésionen [75].

2.7  Fragestellung

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, Bakterien eines biochemisch
voruntersuchten Keimspektrums aus tiefen karidsen Lésionen von extrahierten
Milchmolaren durch Gen-Sequenzierung taxonomisch zu spezifizieren. Die
biochemischen Voruntersuchungen klassifizierten die Isolate als Laktobazillen anhand
einer positiven Gramfirbung stdbchenformiger Bakterien mit einer nachgewiesenen

Vancomycin-Resistenz und einer negativen Katalase-Reaktion.
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3 Material und Methode

3.1 Studiendesign

25 Kinder
71 Proben in MicrobanksTM
(Mast Diagnostica, Reinfeld, Deutschland)
2 Referenzstamme
(DSMZ, Braunschweig, Deutschland)

Anzucht der eingefrorenen Bakterien
anaerob auf Rogosa-Agar-Platte
(GasPak GasPak-Anaerobe System, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
Untersuchung auf Gram. Eigenschaft, Farbung, Katalase- und Vancomycin-Reaktion
Kolonie isoliert

Reinkulturanzucht
anaerob auf Rogosa-Agar-Platte
(GasPak GasPak-Anaerobe System, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)

DNA Extraktion
DNA Priparation
(QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland)
Photometrische Messung der DNA Konzentration
(Smart Spec 2000)

Amplifikation

PCR-Ansatz
(MicroSeq 500 16S rRNA PCR Kit, Appl. Biosystems)
PCR-Cycle
Lagerung der PCR-Produkte bei 4°C oder -20°C
2%Agarose-Gel
(zur Uberpriifung des PCR-Produktes Farbung des Gels mit Ethidiumbromid)
Geldokumentation
Aufreinigung des PCR Produktes
(QIAquick PCR Purification Kit)
Lagerung des gereinigten PCR-Produktes bei -20°C

Charakterisierung
Ansatz Sequenzierung
(MicroSeq500 16S rRNA Sequencing Kit)
Sequencing —Cycle
Lagerung der Sequencing-Produkte lichtgeschiitzt bei -80°C
Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte
(DyeEx Spin Kit, Qiagen)
Sequenzierung mit dem ABI 3730 Analyzer
Auswertung der Sequenzierungsergebnisses
(Gen-Datenbanken: Blast, PBIL, RDP-II)

Abb. 1: Studiendesign
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3.2  Einverstindniserklirung

Vor Studienbeginn wurden alle Patienten, die an dieser Studie teilnahmen, ausfiihrlich
iber Umfang und Bedeutung der Untersuchung aufgeklart. Die Patienten
unterzeichneten eine Einverstindniserkldrung nach der Erklarung von Helsinki II. Das
Design der Studie wurde von der lokalen wissenschaftlichen Ethikkommission (Dossier

Nr. 02-073) genehmigt.

3.3  Gewinnung karioser Dentinproben

71 Wildstimme wurden im Rahmen einer klinischen Studie zur Evaluierung der
Mikroflora aus tiefen kariosen Dentinldsionen in Milchmolaren von 25 Kindern
gewonnen. Diese Stdmme wurden durch biochemische Tests als Laktobazillen
identifiziert. Voriibergehend wurden diese bei -20°C in Microbanks TM (Mast
Diagnostica, Reinfeld, Deutschland) gelagert, bevor sie dieser Arbeit zur Verfiigung
standen. Die Zuordnung der Wildstimme ist im Anhang in Tabelle 3 unter 8.4

einzusehen.

Abb. 2: Tiefe kariose Lasionen an Milchfront- und Seitenzihnen
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3.3.1 Der selektive Nachweis von Laktobazillen

Nach einer Inkubationszeit von 5 Tagen wurden die Rogosa-Platten makroskopisch
beurteilt. Morphologisch unterschiedliche Kolonien wurden auf Rogosa-Agar passagiert
und in Reinkultur angeziichtet. Die Kolonien wurden mit einer sterilen Ose mittels der
Drei-Osen-Ausstrichtechnik auf eine Rogosa-Platte ausgestrichen und bei 37°C anaerob
fiir 3 Tage inkubiert. Zusdtzlich wurde eine mikroskopische Inspektion durchgefiihrt
und protokolliert. Nachdem die Kolonien auf Objekttragern ausgestrichen wurden, sind
diese mittels Gram-Farbung sichtbar gemacht worden. Des Weiteren wurden eine
Vancomycin-Testung und eine Katalase-Reaktion durchgefiihrt. Laktobazillen sind
iiberwiegend grampositive Stdbchen, Vancomycin resistent und reagieren gegeniiber
Katalase negativ. Die Stdmme, welche nach Norm reagierten, wurden zur
Aufbewahrung in Microbanks TM ( Mast Diagnostica, Reinfeld / Deutschland)

konserviert. Die Ergebnisse sind im Anhang unter 8.2 in Tabelle 3 aufgelistet.

34 Kultivierung der Stimme und phéanotypische Beschreibung

Eine tiefgekiihlte Glasperle aus den Microbanks TM wurde von jedem in den
Voruntersuchungen als Laktobazillus identifizierten Stamm aus der konservierten
Suspension entfernt und auf einer Rogosa-Agar-Platte ausgestrichen. Die Platten
wurden bei 37°C fiir 72 h unter anaeroben Bedingungen (GasPak GasPak-Anaerobe
System, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) inkubiert. Danach ist eine reine
einzelne Kolonie mit einer sterilen Ose im Drei-Osen-Ausstrich auf eine neue
Rogosaplatte ausgestrichen und unter den gleichen Bedingungen fiir weitere 72 h

anaerob inkubiert worden.
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Abb. 3: Kulturanzucht von Laktobazillen auf einer Rogosa-Agar-Platte
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3.5 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse

An allen Bakterienstimmen wurde eine 16S rRNA Gen-Sequenzierung durchgefiihrt.
Mehrere Kolonien wurden von der Kulturplatte mit einer sterilen Impfose unter der
Clean Bench abgestrichen und in einer 180 pl Enzymlosung mit 20 mg/ml Lysozym,
20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 2 mM EDTA, 1,2% Triton X-100 aufgeldst. Die gesamte
Suspension wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Wéhrend dieser Zeit wurde die
Suspension alle 10 min gemischt. Am Ende des Vorgangs wurde die Suspension mit 6
rpm zentrifugiert, dann mit 20 pl Proteinase K (10 mg/ml) und 200 pl Puffer AL
versetzt und schlieBlich wurde die Inkubation bei 56°C fiir 30 min fortgesetzt. Alle 10
min wurde die Suspension gemischt und am Ende mit 6 rpm zentrifugiert.
Die DNA wurde in klaren, viskdsen Lysaten ausgefillt. Die Suspension wurde 15 sec
mit absolutem Ethanol 98% gemischt und in DNeasy Minisdulen 2 ml (QIAamp DNA
Mini Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) iibertragen. Ethanol (70% vol/vol)-basierten
Puffer AW1 und AW2 wurden nacheinander die Sdulen iibertragen, danach fiir 1 min
zentrifugiert bei 13.000 xg und 18°C. Dann wurden die QIAamp Miniséulen mit Puffer
AE gefiillt und bei Raumtemperatur (18°C) 5 min inkubiert und nochmals
zentrifugiert. Das Eluat wurde in einem sterilen Eppendorf-Réhrchen gesammelt und
bei -20°C gelagert.

Die Konzentration von DNA-Template wurde gemessen. Bei Werten zwischen 23 und
30 ng mit einer Absorption zwischen 0,1 bis 1,0 (Smart Spec 2000) wurde das Eluat
weiter untersucht. In jeder PCR waren eine Negativkontrolle, welche mit destilliertem
Wasser gefiillt war, eine Positivkontrolle und die jeweiligen Proben mit DNA enthalten
(PTC 200, Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland). Es wurden jeweils 25 ul PCR
Master Mix (MicroSeq 500 16S rDNA PCR-Kit, Appl. Biosystems) und 25 ul der
bakteriellen DNA fiir die Amplifizierung gemischt. Die Suspension mit 25 pl Master
Mix unter PCR-Bedingungen zur Vervielfdltigung der 16S rDNA umfasste eine
anfangliche Denaturierung bei 95°C fiir 10 min, gefolgt von 30 Zyklen Denaturierung
bei 90°C gefolgt von 30 sec, Primerhybridisierung bei 60°C fiir 30 sec und Elongation
bei 75°C fiir 45 sec. Nach den Amplifikationszyklen wurde eine abschlieBende
Elongation bei 72°C fiir 10 min durchgefiihrt. Jeder Lauf enthielt eine Negativkontrolle
mit einem 25 pl MasterMix/25 pl HPLC Wassergemisch und eine Positivkontrolle mit
einem 25 pl E. coli-Suspensat und 25 pl MasterMix-Gemisch.
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3.5.1 Uberpriifung der PCR Produkte durch Gelelektrophorese

Zu der Uberpriifung der Produkte wurde ein Agarosegel (300 ml) gegossen. Dieses Gel
enthielt 6 g Agarose (Fa. ICN Biomedicals, Art. Nr. 193983) und 300 ml TAE-
Gebrauchspuffer- / Laufpuffer und wurde aus einer Mischung von 20 ml TAE
Stammlosung (121 g Tris base, 28,55 ml Essigsdure 99,7%, 50 ml 0,5 M EDTA pH 8,0)
mit 980 ml destilliertem Wasser erstellt. Das Gel wurde in einer Elektrophoresekammer
Horizon 20-25, Gibco BRL Life Technologies gegossen und verwendet. Vor dem
Elektrophoreselauf wurde der Laufpuffer fiir circa 10 min bei -72°C abgekiihlt. Jeweils
12,5 pl der PCR Produkte, der Negativkontrolle und der Positivkontrolle wurden mit je
2,5 pl 6x Loading-Dye-Buffer (Fa. MBI Fermentas #R0611) in das Gel pipettiert.
Zusitzlich wurde ein Gemisch aus 2,0 pul 100bp DNA-Ladder, 10,5 ul destillierten
Wasser und 2,5 pl 6x Loading-Dye-Buffer in den ersten Slot einpipettiert. Der
Probenlauf wurde bei einer Stromstirke von 150 Volt, einer Spannung von 135 mA in
90 min durchgefiihrt.

Nach dem  Elektrophoreselauf ~wurden die  Nukleinsduren mit einer
Ethidiumbromidlosung 1% (10 mg/ml) Fa. Roth Art. Nr. 2218.1 fiir 10 min eingeférbt
und unter UV Licht die Slots iiberpriift und dokumentiert.

User9 Exp. Time: 0.32 sec Upper: 219 Lower:0 Int.: 0
Date: ! me. 250 24

0
D.09.20D

Abb. 4: Dokumentation der Gelelektrophorese
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3.5.2 Aufreinigung des PCR Produktes

Die bakterielle DNA wurde mit einem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) nach
den Anweisungen des Herstellers gereinigt. Das Verfahren beinhaltet die Mischung von
5 Volumeneinheiten Puffer PB zu 1 Volumeneinheit der PCR-Probe. Die Losung wurde
in eine QIAquick Sidule pipettiert und bei voller Geschwindigkeit (13.000 rpm)
zentrifugiert. Die QIAquick-Séule wurde in ein Mikrozentrifugenrohrchen iiberfiihrt
und 750 ul Puffer PE dazugegeben. Die Sédulen wurden wiederholt fiir 1 min
zentrifugiert und bei Raumtemperatur mit 30 ul HPLC Rost-Wasser fiir die vollstindige
Elution der gebundenen DNA inkubiert. SchlieBlich wurden die Sdulen bei voller
Geschwindigkeit fiir 1 min zentrifugiert und das Eluat wurde dem Cycle-Sequencing
mit dem MicroSeq 500 16S rDNA-Sequenzierung Modul (MicroSeq 500 16S rDNA
PCR Kit, Appl. Biosystems) unterzogen. Das Reaktionsgemisch (20 ul) enthielt 7 pl des
gereinigten PCR-Produktes und 13 pl der fertigen Vorwirts- und Riickwirts-
Sequenzierungsmischung in getrennten Reaktionen. Die Mischungen wurden in 25
Zyklen, die aus 96°C fiir 10 sec, 50°C fiir 5 sec und 60°C fiir 4 min bestanden, (Rapid
Thermal Rampe von 1°C/sec zwischen den Schritten) vervielfdltigt, gefolgt von einer
4°C Haltezeit. Das MicroSeq 500 16S rDNA Bakteriensequenzierungskit ermdglicht die
Identifizierung der DNA-Sequenz von Bakterien der ersten 500 Basenpaare des
Bakteriums des 16S rRNA Gens.

Eine hochwertige Sequenzierung der Daten wurde durch eine zuverldssige
Hochdurchsatzreinigung der sequenzierten Produkte (DyeEx Spin Kit, Qiagen)
gewihrleistet. Die  Spin-Sdule wurde vorsichtig fiir 3 min bei 2900 U/min
zentrifugiert. Ein neues Zentrifugenréhrchen wurde auf der Spin-Séule platziert und das
Sequenzierungsprodukt auf das Gel-Bett der Séule gelegt und weitere 3 min bei 2900
U/min zentrifugiert. Das Eluat enthielt die gereinigte DNA und wurde bei -20°C
gelagert.

3.5.3 Darstellung der Nukleinsequenzen und Auswertung

Eine endgiiltige Mischung enthielt 4 pl der gereinigten Probe und 16 pl destilliertes
Wasser. Diese Mischung wurde mit einem ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) (ABI 3730 Analyzer) mit Hilfe der BigDye Terminator Chemie (Applied

Biosystems) flir Farbstoff-Kennzeichnung der einzelnen Basen untersucht. Zur
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Identifizierung der unbekannten Bakterien wurden die 16S rDNA-Sequenzen durch die
Ribosomal Database Project (RDP-II), Blast auf Pub Med und Pole Bio-Informatique
Lyonnais (PBIL) Datenbanken untersucht und ausgewertet. Hierzu wurden die
experimentell ermittelten Sequenzen mit bereits in den Datenbanken gesammelten

Sequenzen verglichen.

CGT NM GGAC AACAGTTACTCTAGTCCCT GTTCTTCTCAA QA GA GT T TTACGA TCCTAAAACCTT CTT CACT CAC GCGGCG TTGCTCCATCANGACTTTC GTCCATT GTG GAA GAT TCCCTCACT GCT GCCT CCCGT(
10 20 30 40 50 60 70 80 920 100 110 120 130 144

il A by x.m.m‘mmhlmuum.mhxmmmul‘uh‘mm

AGGAGTTTTGGGCCGT GTCTCAGT CCCAATGT GGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTGTCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCANCA ACNTAA TACGCCGCG GGTCCGT
150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

CCAAAAGT GACAGCCAAAGGCCGT CTTTTACATTCA GACCATGTGGTCTGAATGGTTATGCGGTATTAGCATCT GTTTCAAAAT GTTATCCCCCACTTAAGGGTAGGTTACCCACGTGT]
260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370

TACTCA CCCGT CCG CCACTCACG TCAATCAACGTCCACTGCANGQA GCTT (G GTCGACGT GA GTGCGTT CGACTT GCA TGTATTAGGCAC CCGG CA GGTTCG CCTGATCCAG
380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490

.“oO‘MNNJA‘M\.MM..dt!\mtl.xmn.mAo.\.mm.l.h..o,u‘oi._ f

Abb. 5: visulle Darstellng einer Sequenz

Abb. 6: ABI 3730 Analyzer

3.5.4 Gen-Datenbinke Blast / PBIL / RDP-II

In dieser Studie wurde unter anderen die Gen-Datenbank Blast (Basic Local Alignment
Search Tool) genutzt. Diese Datenbank stellt das weltweit am meisten genutzte

Programm zur Verfligung, um iiber eine Webschnittstelle experimentell gewonnene
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biologische Sequenzdaten mit bereits vorhandenen Sequenzen gegeniiberzustellen und
vergleichen zu konnen [70].

Aus dem Programm wurde die blastn-Methode gewaihlt, welche Nukleotidsequenzen
mit einer Nukleotidsequenzdatenbank vergleicht. Das Programm stellt verschiedene
lokale Alignments der experimentellen Sequenz mit bereits vorhandenen Sequenzen der
Datenbank gegeniiber. Bei Ubereinstimmungen wird das lokale Alignment immer
weiter vergroBert und damit eine immer hoher wéhrende Identifizierung des
experimentellen Stranges gewahrleistet. Dies wird als Similarity bezeichnet und ist eine
quantitative Bewertung der Ahnlichkeit der Suchsequenz [35]. Das Programm Blast
nutzt unter anderem die Datenbanken GenBank, EMBL Data Libary, DNA Database of
Japan, NCBI Reference Sequence, SWiSS-PROT, General database identifier und Local
Sequence identifier.

Allgemein wird iiber eine html- basierte Eingabemaske, fiir die bereits Analysesoftware
wie FASTA und CLUSTAL W existiert, die experimentell gewonnene Sequenz
eingegeben und mit den Referenzsequenzen der verschiedenen Gen-Datenbanken wie
Blast, RDP-II oder PBIL verglichen [40].

Die Gen-Datenbank PBIL (Pole Bio-Informatique Lyonnais) ist von der Universitit
Claude Bernard Lyon — 1 und dem Institut fiir Biologie und Chemie entwickelt worden.
Das Gegeniiberstellen der experimentellen Sequenzen und der bereits wissenschaftlich
ausgewerteten und identifizierten Stringe lduft liber Alignments wie bei Blast. Bei
PBIL werden auch andere Datenbanken mit einbezogen wie GenBank, HOMD, NBRF,
EMBL, SWISS-PROT/TREMBL, Hovergen, NRSub und EMGLib. Die Datenbank
ermdglicht auch die Nukleotidsequenzen analytisch zu verarbeiten.

Die Gen-Datenbank RDP-II ist ein Projekt der Michigan State University. Alle Daten
gehoren der Universitdt und diirfen wie in den anderen Datenbanken nur fiir nicht
kommerzielle Forschungszwecke verwendet werden. RDP-II beinhaltet fast 450000
Sequenzen und ist wie Blast mit der GenBank verbunden. RDP-II gehdrt neben Blast zu

den Gen-Datenbanken mit den besten Sequenzen [107].
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4 Ergebnisse

Diese Arbeit verwendet das Material von 71 voruntersuchten und als Laktobazillen
gekennzeichneten Wildstimmen, die von 25 Kindern mit verschiedenen karidsen
Lasionen stammen. Bei der Untersuchung wurden 3 Isolate nicht beriicksichtigt, da
diese in der Erstuntersuchung kein Bakterienwachstum aufwiesen.

In die Auswertung wurden somit 68 Wildstimme von 23 Kindern einbezogen.

An allen Bakterienstimmen wurde eine 16S rRNA Gen-Sequenzierung durchgefiihrt.
Die Sequenzen von jedem Wildstamm wurden mit den Gen-Datenbanken Blast, RDP-II
und PBIL ausgewertet. Der Score der hochsten Ubereinstimmung, welcher bei der
Gegeniiberstellung der experimentell ermittelten Nukleotidsequenzen und Sequenzen
der verschiedenen Nukleotidsequenzdatenbanken ermittelt wurde und der daraus
festgelegte Genus, wurden protokolliert. Die Ergebnisse sind im Anhang unter 8.2 in
Tabelle 3 einzusehen.

Jedem Isolat wurde eine Accession Number zugeordnet und ist als Referenzstamm auf

der Gen-Datenbank Blast veroffentlicht worden.
4.1 Keimflora der Dentinkaries
Von 68 Wildstimmen, die als Laktobazillus gekennzeichnet waren, handelt es sich bei

46 Isolaten tatsdchlich um Laktobazillus Arten. Dies entspricht einem prozentualen

Anteil von 67,6%.

o Laktobazillus Arten
m Andere Arten

Abb. 7: Darstellung der Gesamtverteilung der auf Rogosa-Agar angeziichteten Arten
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In den anderen 22 Isolaten konnten keine Laktobazillen festgestellt werden. Hier
wurden Actinobacteria und eine Streptokokkenart identifiziert.

Actinobacteria (n=19) waren zu 27,9% nachgewiesen worden, davon sind 8 Isolate
Scardovia inopinata, 6 lIsolate Bifidobacterium dentium, 4 Isolate Parascardovia
denticolens und 1 Isolat Osnella profusa.

Die Streptokokkenart, Streptococcus sobrinus (n=3), weist einen Anteil von 4,4% auf.

Diese Ergebnisse sind unter 8.2 in Tabelle 2 dargestellt.
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Laktobazllus Parascardovia Bifidobact. Scardovia  Streptococcus  Olsenella
Arten denticolens dentium inopinata sobrinus profusa

Abb. 8: Darstellung der anderen Bakterienarten gegeniiber den Laktobazillus Arten.

4.1.1 Laktobazillus Arten

Bei den 46 von Rogosa-Agar isolierten Kolonien, die als Laktobazillus Art identifiziert
werden konnten, handelt es sich um grampositive Isolate mit negativer Katalase-
Reaktion. Die Stimme wurden zu 74% (n=34) als grampositive Stiabchen, zu 17,4%
(n=8) als stdbchenformig / kokkoid und 4,3% (n=2) als fadenférmig charakterisiert.
Ein Prozentsatz von 71,7% der Stimme wies keinen Hemmhof von Vancomycin auf .
Somit waren 28,3% resistent.

Von den identifizierten Arten war Lactobacillus fermentum mit einem Prozentanteil von
19,6% der am haufigsten isolierte Stamm.

Die phylogenetische L. casei Gruppe hat zusammenfassend einen Prozentanteil von
45,7% und besteht aus L. casei (n=5), L. paracasei (n=7), L. rhamnosus (n=8) und L.

plantarum (n=1).
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Die phylogenetische L. reuteri Gruppe hat zusammenfassend einen Prozentanteil von

10,8% und besteht aus L. reuteri (n=1), L. oris (n=2), und L. vaginalis (n=2).

Der Laktobazillenstamm L. gasseri (n=8) erreichte mit einem Prozentanteil von 17,4%
einen sehr hohen Stellenwert. Alle L. gasseri Isolate wiesen einen Hemmhof bei einer
Vancomycin-Konzentration von 30 pg auf.

Weitere Spezies wie L. parabuchneri (n=1) und eine undefinierte Laktobazillus Art

(n=1) wurden nur in geringer Zahl vorgefunden.

undef. L. Sp.

L. gastricus

L. parabuchneri

L. plantarum

L. reuteri

L. oris |l )
.| \
L. vaginalis |l )
;| \
L. casei |l J
;| \ \ \ \
L. paracasei |l J

L. rhamnosus |l P

L. gasseri || | | | | | | | | P

L. fermentum || P

N
AN
@ N
AN
N
SN
NN
SN

Abb. 9: Darstellung der nachgewiesenen Laktobazillen nach Haufigkeit.
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4.1.2 Actinobacteria

In einem relativ hohen prozentualen Anteil wurden Bifidobacterium dentium (n=6),
Scardovia inopinata (n=8) und Parascardovia denticolens (n=4), Olsenella profusa
(n=1) identifiziert.

Diese orale Gruppe der Actinobacteria hat zusammenfassend einen Prozentanteil von
27,9% (n=19). Sie sind grampositive, stibchenférmige, nicht bewegliche, nicht sporige

und fakultativ anaerobe Bakterien.

o Bifidobacterium dentium
m Scardovia inopinata
0O Parascardovia denticolens

O Olsenella profusa

Abb. 10: Darstellung der Haufigkeit nachgewiesener Actinobacteria

Die Gruppe der Actinobacteria hatten zu 94,4% eine negative Katalase-Reaktion. Bei
einem Bifidobacterium dentium Stamm konnte kein Ergebnis festgestellt werden.

Die Bifidobacterium dentium wurden zu je 50% als stdbchenformig grampositiv und
stabchenformig / kokkoid grampositiv charakterisiert. Zu einem Prozentsatz von 100%
ist ein Hemmbhof bei einer Vancomycin-Konzentration von 30 pg nachgewiesen
worden.

Die 8 Scardovia inopinata Stimme haben zu einem Prozentsatz von 100% eine negative
Katalase-Reaktion. Zu 87,5% wurden sie als stdbchenformig und grampositiv
charakterisiert und zu 12,5% als stdbchenformig/kokkoid. Bei 25% der Stimme wurde
ein Hemmbhof bei einer Vancomycin-Konzentration von 30 pg nachgewiesen.

Die Parascardovia denticolens haben zu einem Prozentsatz von 100% eine negative
Katalase-Reaktion und wurden zu je 50% als stibchenférmig grampositiv und
stabchenformig/kokkoid grampositiv charakterisiert. Zu einem Prozentsatz von 75%

wurde ein Hemmbhof bei einer Vancomycin-Konzentration von 30 pug nachgewiesen.
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In den 68 Isolaten wurde ein Stamm Olsenella profusa nachgewiesen. Dieser Stamm
wurde als grampositves Stibchen mit negativer Katalase-Reaktion und einer

Hemmbhotbildung bei Vancomycin-Konzentrationen von 30 pug und 5 pg charakterisiert.

4.1.3 Streptococcus sobrinus

In der Untersuchung wurden 3 S. sobrinus Stamme isoliert. Diese Isolate haben einen
prozentualen Gesamtanteil von 4%.

Die Stimme haben zu einem Prozentsatz von 100% eine negative Katalase-Reaktion
und wurden zu 33,3% als stdbchenférmig grampositiv und 66,6% als stibchenférmig /
kokkoid grampositiv charakterisiert. Zu einem Prozentsatz von 100% wurde ein

Hemmbhof bei einer Vancomycin-Konzentration von 30 pg und 15 pg nachgewiesen.

4.2 Artenvielfalt der Isolate

Bei 12 von 23 Kindern wurden bei den zur Verfiigung gestellten Isolaten, die als
Laktobazillen gekennzeichnet waren, nicht nur verschiedene Laktobazillus Arten,
sondern auch andere Arten nachgewiesen.

Bei 5 von den Kindern wurden mehrere unterschiedliche Laktobazillen gefunden wie
L. paracasei (n=4), L. fermentum (n=2), L. rhamnosus (n=2), L. reuteri (n=1), L.
gasseri (n=1), L. casei (n=1), L. parabuchneri (n=1).

Bei 3 Kindern traten andere Arten auf wie Parascardovia denticolens (n=1),
Bifidobacterium dentium (n=2), Scardovia inopinata (n=3), Streptococcus sobrinus
(n=1), Olsenella profusa (n=1).

Bei 3 Kindern wurde nur ein einzelner Laktobazillusstamm nachgewiesen wie L. casei

(n=2) und L. rhamnosus (n=1).
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Abb. 11: Darstellung der Artenvielfalt in als Laktobazillen gekennzeichneten Wildstimmen

4.3 Auswertung der verschiedenen Datenbanken

Die Auswertung der Nukleotidsequenzen mit den Nukleotidsequenzdatenbanken Blast,
RDP-II und PBIL ergaben Abweichungen in den FErgebnissen. Die
Nukleotidsequenzdatenbank PBIL unterschied sich in 11,7% (n=8) von der
Nukleotidsequenzdatenbank Blast und die Nukleotidsequenzdatenbank RDP-II in
20,6% (n=14) von der Nukleotidsequenzdatenbank Blast.

Die Nukleotidsequenzdatenbank Blast hatte bei jedem Isolat eine Ubereinstimmung von
100%. Die Nukleotidsequenzen wurden eindeutig identifiziert und benannt.

Die Nukleotidsequenzdatenbank RDP-II hatte bei den verschiedenen Isolaten eine
Similarity zwischen 93% und 100%. Die Nukleotidsequenzdatenbank PBIL hatte
Similarity Werte zwischen 90% und 100%.

Die Hauptunterschiede zwischen Blast und den anderen Datenbanken liegen bei RDP-II
zu einem Prozentsatz von 17,6% (n=12) in der phylogenetisch eng verwandten L.casei
Gruppe, wohingegen dies bei BiBi zu einem Prozentsatz von 10,2% (n=7) der Fall war.
RDP-II ermittelte in 57,1% (n=8) der Fille die gleiche Similarity fiir L.casei /
L.paracasei, PBIL ermittelte in 37,5% (n=3) der Fille die gleiche Similarity fiir L.casei
/ L.paracasei. Dadurch konnte kein genauer Stamm festgelegt werden.

Durch die Nukleotidsequenzdatenbank RDP-II konnte bei 4 Isolaten nur die Gattung
bestimmt werden, Bifidobacterium (n=3) und Olsnella (n=1), die bei den anderen

beiden Gen-Datenbanken als B. dentium und O. profusa identifiziert wurden.



Ergebnisse

28

14-

12

10+

R3Gattung
R2 L.casei

R1 Abweichungen

Blast/RDP-II Blast/PBIL

Abb. 12: Darstellung der Abweichungen von RDP-II und PBIL gegeniiber Blast.
R1 alle Abweichungen RDP-II (n=14), PBIL (n=8)
R2 Abweichungen in der L. casei Gruppe RDP-II (n=8), PBIL (n=7)
R3 Abweichung bei Identifizierung der gleichen Gattung aber unterschiedlicher Art RDP-II
(n=6), PBIL (n=1)
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methode

Ziel dieser Studie war es, die Mikroflora grampositiver, stdbchenformiger Bakterien
mit einer nachgewiesenen und dokumentierten Vancomycin-Resistenz und einer
negativen Katalase-Reaktion tiefer karidser Lasionen aus Milchzdhnen nach vorheriger
biochemischer Selektierung zu bestimmen.

Von besonderem Interesse war die endgiiltige Identifikation der primér als
Laktobazillen gekennzeichneten Wildstdmme.

In dieser Studie wurden die Bakterien auf einem speziellen Ndhrmedium fiir
Laktobazillen, dem Rogosa-Agar angeziichtet und anschlieBend eine 16S rRNA Gen-
Sequenzierung mit einhergehender DNA-Extraktion und Amplifikation der
Sequenzstringe durchgefiihrt. AbschlieBend erfolgte die Charakterisierung der
Bakterien anhand der gewonnen Sequenzen im Vergleich mit unterschiedlichen Gen-
Datenbanken.

Die Bakterien wurden auf einem Rogosa-Agar angeziichtet, die PCR mit Hilfe des
MicroSeq500 16S rRNA PCR-Kit (Appl. Biosystems) und die Sequenzen mittels des
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer erstellt. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte
durch die Gen-Datenbanken Blast, RDP-II und PBIL.

5.2 Konventionelle Anziichtung und Nachweis von Laktobazillen

In fortgeschrittener Karies besteht eine ungeloste Komplexitdt an Bakterien, die
Gesamtbelastung tibersteigt die Anzahl der kultivierbaren Bakterien [18].

Die Annahme, dass begrenzte Arten Zahn- und Zahnfleischerkrankungen initiieren,
filhrte zur Entwicklung verschiedener spezifischer mikrobiologischer Verfahren fiir die
mikrobiologische Diagnostik [4].

Der Rogosa-Agar, welcher in dieser Studie zur Anziichtung der als Laktobazillus Art
identifizierten Bakterien verwendet wurde, gilt als Selektivmedium fiir Laktobazillen
[87]. Dieses Medium ist seit fast 60 Jahren noch immer die Grundlage moderner
diagnostischer Laktobazillen Tests [4]. Es wird davon ausgegangen, dass nur 50% -
80% der oralen Bakterien kultivierbar sind und diese nicht auf herkdmmlichen

kunstlichen Nahrmedien im Labor heranwachsen. Des Weiteren erfordert die
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Umsetzung ein hohes Mall an Fachwissen [2, 62, 93, 106]. Die Mehrheit aller
Laktobazillen wachsen auf Rogosa-Agar. Dieses Medium hat damit eine breite
Akzeptanz fiir die selektive Kultivierung der Laktobazillen [17, 23, 68, 112]. Weiterhin
wurde beschrieben, dass in vielen natiirlichen Umgebungen weniger als 1% der
Mikroorganismen kultivierbar sind [79]. Gerade in der Lebensmittelindustrie existieren
Laktobazillen, welche unter anaeroben Bedingungen auf Rogosa-Agar und 37°C nicht
kultivierbar sind [24]. Es wurde auch nachgewiesen, dass bei anaeroben Proben die
Bakterien der dufleren Schicht absterben und nur die Bakterien des Inneren der Proben
angeziichtet werden konnen, wobei diese die Mehrzahl darstellen [66]. Daher war es in
dieser Studie wichtig, ein etabliertes Medium zur Anziichtung von biochemisch als
Laktobazillus Art identifizierte Isolate zu nutzen, um diese Bakterien mdglichst

eindeutig zu bestimmen.

Ein spezifisch selektiver Nachweis von Laktobazillen ist ndtig, um eine sichere
Identifikation von diesen Bakterien zu erhalten [68]. In der Literatur ist der Hinweis zu
finden, dass es trotz des spezifischen Rogosa-Agar zu einem Verlust von Phylotypen
kommen kann, die nicht widerstandsfihig genug fiir den Anbau sind, und damit die
Anzucht von nachzuweisenden Stidmmen zu einer geringeren Anzahl von zu
identifizierenden Arten fiithren kann. Doch ist der Kulturverlust auf Rogosa-Agar
vernachléssigbar, da klinische Kulturproben zwar zum Verlust von Phylotypen auf dem
Rogosa-Medium fithren konnen, aber dafiir die vor der Anzucht nicht so
widerstandsfahigen Phylotypen, die nur in geringer Anzahl vorhanden sind, sich so
vermehren und nachgewiesen werden konnen. Jedoch ist die Koloniemorphologie auf
Rogosa-Agar bei der Differenzierung von Laktobazillen keine eindeutige

Identifizierungsoption [112].

Um die Anwesenheit von unbemerkten oder in diesem Zusammenhang noch nicht
charakterisierten Bakterien nachzuweisen, ist in dieser Studie eine 16S rRNA Analyse
durchgefiihrt worden [69]. Diese Anwendungsmethodik ist eine héufig genutzte
Kombination aus Kultur- und Klonierungstechnik zur genaueren und spezifischeren

Analyse von Isolaten [13, 18, 54, 69, 75, 100, 112].

In einer vergleichenden Studie mit dieser Anwendungsmethodik wurden die
konventionelle Anziichtung und die Gen-Sequenzierung von Bakterien miteinander
verglichen und starke Unterschiede festgestellt. In 17% der analysierten Isolate wurden
gleiche Bakterien, in 55% die gleiche Gattung und in 16% keine Ubereinstimmung

festgestellt. Auch in der vorliegenden Studie konnte dies mit einem Prozentsatz von
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32,3% einer anderen Gattung festgestellt werden. Damit wird verdeutlicht, dass die
Sequenzierung von rRNA wesentlich spezifischer und genauer in der Identifikation von
Isolaten ist als konventionelle Methoden [5]. Neben Laktobazillen konnten so auch
andere Bakterien wie S. sobrinus, P. denticolens, B. dentium und weitere Actinobacteria

auf diesem selektiven Medium entdeckt werden [97, 99, 112].

5.3  Identifizierung durch 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse

Verschiedene Studien zur mikrobiologischen Diagnostik weisen Unterschiede in den
Inkubationszeiten und in der Bewertung der Analysen von Sequenzen auf. Deshalb
werden neben einem Selektivmedium fiir eine exakte Bestimmung von Phylotypen
spezifischere Nachweismethoden als die 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse gefordert, da
auch hier Unterschiede in der Identifizierung von fest definierten oralen Stdmmen
festgestellt wurden [51, 100]. Explizit fiihrt die DNA-Sequenzierung zu einer genaueren
Indentifikation und zu einer groBeren Vielfalt an nachgewiesenen Bakterien, deren
Représentativitit und die Phylogenie von verschiedenen bakteriellen Genomen und der
Bakterienphylogenie bestéitigt wurden, als auf konventionellen Néhrmedien. Die
Forderung von noch genaueren Methoden gilt eher fiir Staphylokokken und Burkholdria
Arten. Mit der genutzten Methode konnte die Identifizierungsrate von ungewohnlichen
Bakterien von 65% - 83% auf >90% erhoht werden [5, 31, 71, 92]. In einer anderen
Studie wurde die Erfolgsrate zur Bestimmung von anaeroben grampositiven Bakterien
durch die 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse im Vergleich zu konventionellen Methoden
von 62% auf 92% erhoht [57]. Jedoch miissen fiir den Routineeinsatz der seit 1977 von
Woese eingefiihrten Technik in der klinischen Mikrobiologie einheitliche Richtlinien
fiir die Anwendung und Auswertung geschaffen werden [34, 107].

Die 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse gilt als ausreichend wertvolles Werkzeug fiir die
Differenzierung von oralen Bakterien der gleichen Art und Gattung [59, 107].

Die Anwendung von 16S rRNA Gen-Sequenzanalysen hat gezeigt, dass die bakterielle
Beteiligung an der Entwicklung der Karies viel komplexer ist als angenommen und hat
die Anwesenheit von vielen unbemerkten oder nicht charakterisierten Bakterien
bewiesen [25, 69]. Dies wird auch durch die vorliegende Studie nochmals verdeutlicht.
Dadurch ist ein Zusammenhang der derzeit definierten oralen Taxonomie und der
16S rRNA Taxonomie zum jetzigen Zeitpunkt unklar, obwohl circa 82% des oralen

Mikrobioms nachweisbar sind, davon aber meist nur die gut kultivierbaren Arten.
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Seltene Phylotypen sind noch nicht identifiziert und konventionell angeziichtete
charakterisierte Bakterien oft fehlinterpretiert worden [29]. Seit der Einfiihrung dieser
Nachweismethode wurden {iber 215 neue Bakterienarten und 29 neue Gattungen
beschrieben [107]. Die in dieser Studie verwendete auf MicroSeq 500 16S rRNA
basierte Sequenzanalyse ist eine etablierte Methode und konnte in einer anderen Studie
iber 89% von klinisch signifikanten bakteriellen Isolaten mit mehrdeutigen

biochemischen Profilen nachweisen [108].

Da es bei einigen wichtigen Gattungen auch ,blinde-Flecken auf den erstellten
Sequenzen gibt, in denen die 16S rRNA Sequenzierung nicht ausreichend
diskriminierend fiir die Identifikation bestimmter Arten ist, werden bei diesen
alternative Ziele untersucht. Zum Beispiel ist groEL oder HSp60 ein hiufig
verwendetes essentielles Gen auflerhalb der 16S rRNA, das herangezogen werden kann
[56, 109]. Es wurden auch DNA-Sonden-Methoden, Immunoassays und
Mikromethoden entwickelt. Dabei werden zum Beispiel Enzyme als phanotypische
Marker, um spezifische bakterielle Spezies zu identifizieren, genutzt [4]. Bei der
DNA-Sonden-Methode werden DNA-Segmente oder Nukleotide der 16S rRNA, die
einzigartig fir jede Bakterienart sind, aus einem reprisentativen Stamm des Ziel-
Bakteriums hergestellt und diese so spezifisch nachgewiesen [27]. Durch die PCR ist
eine Erhohung der Empfindlichkeit durch Replikation und Vermehrung der DNA oder
RNA Fragmente moglich. Dadurch konnen unterreprisentierte Stimme, die sonst
verdringt wurden, durch gezielte Klonierung identifiziert und auch unentdeckte

Organismen bewiesen werden.

Bei den verschiedenen DNA-Sonden konnen auch Kreuzreaktionen mit genetisch
verwandten Arten beobachtet werden, obwohl geklonte Sonden spezifischer als ganze
genomische Sonden sind und auch eng verwandte Arten unterscheiden konnen sollten
[100].

Bei den Immunoassays werden polyklonale oder monoklonale Antikdrper gegen
Spezies spezifischer Oberflichen Antigene verwendet, um Ziel-Bakterien zu
identifizieren. Doch auch hier kann es zu Kreuzreaktionen mit Antigen verwandten
Arten kommen oder monoklonale Antikérper konnen so spezifisch sein, dass sie
Stimme der gleichen Art auf Grund leicht unterschiedlicher Antigen prisentierender

Epitope nicht erkennen [37].

Viele der zu untersuchenden Bakterien im oralen System haben -einzigartige

Kombinationen von Enzymen, welche durch eine Reihe von biochemischen Tests
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nachgewiesen werden konnen, wobei auch hier viele Kreuzreaktionen auftreten und es
so zu einer ungenauen Diagnostik kommt [91]. Ein Vorteil der enzymatischen

Identifikation ist die kurze Inkubationszeit des Tests [61].

Viele Studien, wie auch die vorliegende Studie, verwenden zur Feststellung der oralen
und dentalen Taxonomie die 16S rRNA als zuverldssiges Untersuchungswerkzeug und
erhalten dadurch wichtige und neue Erkenntnisse, da eine zu starke Spezifikation der
Untersuchungsmethodik die Entdeckung neuer Bakterien verhindern kann. Durch die
16S rRNA Gen-Sequenzanalyse ist eine 41-mal grofere Erkennung von Anaerobier
moglich als durch klassische Auszdhlung der Kolonien bei der Kultivierung auf
Rogosa-Agar [69]. In einer anderen Studie ist die Entdeckung der doppelten Anzahl von
Phylotypen beschrieben und mit der Genotypisierung eine noch groBere Vielfalt
nachgewiesen worden [68, 112]. Es kann durch diese Technik ein direkter Vergleich
von Lebensgemeinschaften aus verschiedenen Proben gezogen werden [77]. So wird die
16S rRNA im oralen Mikrobiom zur Identifikation von oralen Isolaten, subgingivaler
Plaque, Karies in bleibenden und Milchzihnen, Wurzelkaries, endodontischen
Prozessen, dentoalveoldren Abszessen, dem Nachweis oraler Bakterien im Blut, dem
direkten Nachweis von Actinobacteria genutzt und es sind sogar neue Phylotypen
entdeckt worden [1, 5, 7, 18, 20, 27, 28, 29, 32, 38, 52, 59, 67, 69, 72, 75, 76, 83, 85,
88, 96, 100, 112].

54 Basenanzahl, Similarity, Gen-Datenbanken

Zur Identifizierung eines Mikroorganismus werden in der Regel die Informationen von
500 Basen des 16S rRNA Gens genutzt, wie auch in dieser Studie angewendet, da
dieser Bereich mehrere variable Regionen beinhaltet, wobei auf die 5° Region nicht
verzichtet werden darf, weil diese fiir eine adiquate Identifikation von Bakterien
bendtigt wird [5, 7, 29, 77, 88, 100]. Fiir den Bau von Stammb&umen ist es wichtig, fast
vollstindige Sequenzen von 1500 Basen zu verwenden [1, 29, 65, 85]. Auch volle
Sequenzen mit einer Abweichung von 1% konnen eine Mehrdeutigkeit des Bakteriums
ausdriicken und eine andere Art darstellen [77].

Es ist eine unterschiedliche Auffassung der Similarity (Gleichheit von Sequenzen
gegeniiber Referenzsequenzen in Gen-Datenbidnken) der Basenpaarsequenzen in der
Literatur zu erkennen. Es werden Similaritys von 90%, >97%, >98%, 99% beschrieben,

aber es wird empfohlen, eine Similarity von >99% und besser noch 99,5% zu
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beriicksichtigen, da schon eine Abweichung von >0,5% eine neue Art darstellen kann

[1,5, 29,38, 45, 82, 95, 107].

In dieser Studie wurde bei den 68 Wildstimmen eine Similarity von 100% mit der Gen-
Datenbank Blast erreicht und damit ein eindeutiges Ergebnis und Referenzen fiir

weitere Forschungen geschaffen.

Die niitzlichsten und oft verwendeten Gen-Datenbanken sind GenBank oder RDP-II, da
hier vollstdndige Sequenzen gespeichert sind [1, 5, 7, 18, 28, 38, 59, 65, 85]. Der
Ursprung der iiber 450000 Sequenzen von RDP-II ist die GenBank, die zu den Gen-
Datenbanken mit den eindeutigsten Sequenzen gehort [107]. Neben den genannten Gen-
Datenbanken gilt auch Blast als eine der zuverldssigen Gen-Datenbanken zur
Identifizierung von Bakterien und wird hiufig zur Auswertung von oralen 16S rRNA
Sequenzen genutzt [5, 38, 75, 100]. Blast ist mit der HOMD Gen-Datenbank (Human
oral Mikrobiom Database) verkniipft und wird fiir orale Gensequenzen genutzt [29,
100]. In einer Referenzsequenzanalyse mit Blast wurde eine Similarity von 89,1% und
bei der Kombination von Blast mit RDP-II eine Similarity von 96,8% mit den
verwendeten Sequenzen und dem eindeutig definierten Mikroorganismus festgestellt
[29]. In der vorliegenden Studie wurden die Referenzsequenzen der Datenbanken Blast,
RDP-II und PBIL verwendet, um im Vergleich die eindeutigsten Ergebnisse zu erzielen,
wovon Blast die spezifischsten Resultate mit 100%  Similarity bei eindeutig
identifizierten Phylotypen lieferte. In der Gesamtanzahl der gepriiften Isolate konnte
Blast 98,5% eindeutig identifizieren, da lediglich bei einem Isolat nur die Gattung als
undefinierter Laktobazillus Stamm festgestellt wurde und es so in dieser Studie
vielleicht zu der Entdeckung eines neuen Phylotypen gekommen ist. RDP-II und PBIL
konnten trotz eindeutig identifizierten Sequenzen von Blast und einer 100% Similarity
bei gleichen Sequenzen nur Similaritys bei RDP-II von 93% bis 100% und bei PBIL
von 90% bis 100% vergleichend berechnen. Beide Gen-Datenbanken hatten die grofiten
Abweichungen bei phylogenetisch eng verwandten Bakterien, die der L. casei Gruppe
angehoren. Bei der Identifizierung sich in der gleichen phylogenetischen Gruppe
befindlichen Bakterien L. casei und L. rhamnosus wurde bei Auswertungen mit der
Gen-Datenbank Blast ein Unterschied der beiden Laktobazillus Arten in den Protein
kodierenden Genen von 27% festgestellt [74]. Dieser Unterschied konnte durch die
eindeutige Similarity von 100% mit der Gen-Datenbank Blast und den gepriiften
Isolaten nachvollzogen werden. In den zusdtzlich genutzten Datenbanken wurde bei

RDP-II in 17,6% und bei PBIL in 10,2% der Fille kein eindeutiges Ergebnis und damit
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keine Unterscheidung festgestellt. Allerdings konnten L. rhamnosus, L. gasseri, L.
casei, L. fermentum, L. oris, L. salivarius, L. vaginalis aus verschiedenen Dentinproben
in einer Studie des College of Dentistry der New York University durch RDP-II mit

einer Similarity von 100% nachgewiesen werden [112].

5.5  Diskussion der Ergebnisse

Bei der Untersuchung grampositiver, stibchenformiger  Bakterien mit einer
Vancomycin-Resistenz und einer negativen Katalase-Reaktion aus tiefen karidsen
Lasionen von Milchzdhnen und der biochemischen Identifizierung als Laktobazillus Art
ergaben sich grofe Unterschiede in den Ergebnissen der biochemischen Identifikation
und der Identifizierung durch die 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse. 69% der
untersuchten Proben waren tatsdchlich Laktobazillen. Es ist beschrieben, dass in
fortgeschrittener Karies die Laktobazillen dominant werden und andere fiir die
Progression von Karies verantwortlichen Bakterien verdriangen [18].

Dass die 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse zu einer genaueren Identifikation und zu einer
groBeren Vielfalt an nachgewiesenen Bakterien fiihrt, wird auch durch andere Studien
deutlich [5, 75]. Dieses Ergebnis unterstiitzt die These, dass die derzeitig definierte
orale Taxonomie und die orale 16S rRNA Taxonomie unklar sind und noch nicht
abschlieend geklart wurden [29]. Laktobazillen sind die am meisten nachgewiesenen
Bakterien in tiefer Karies und dominieren diese [75, 38]. Sie gelten als sekundére
Eindringlinge in tiefer Karies und wandern erst nach einer tieferen Progression der
Karies ein [64]. Dabei gehoren L. fermentum und L. gasseri mit zu den Hauptvertretern
der Laktobazillen in tiefer Karies [52, 75, 100]. Dies wird auch in der vorliegenden
Studie deutlich, bei der L. fermentum mit 19,6% die am meisten vertretene Art der
Laktobazillen ist. Auch L. gasseri mit einem Anteil von 17,4% ist einer der am
héufigsten nachgewiesenen Laktobazillen in dieser Studie. L. fermentum und L. gasseri
zdhlen auch in mehreren andreren Studien zu den haufigsten Isolaten aus karidsen
Lisionen.

Die Hauptvertreter der Laktobazillen in kariésen Lédsionen von Milchzihnen, wie z.B.
L. fermentum, L. gasseri, L. rhamnosus, L. casei und L. paracasei wechseln sich in den
verschiedenen Studien in ihrer Position als Hauptvertreter ab, da sich die prozentuale
Hiufigkeit der Anwesenheit der Laktobazillen in den verschiedenen Studien stark

unterscheidet [7, 38, 54, 67, 68, 100].
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Die in dieser Studie nachgewiesene L. casei Gruppe hatte den groften Anteil der
Laktobazillen mit 45,7% und besteht aus den Bakterien L. rhamnosus (n==8),
L.paracasei (n=7), L. casei (n=5), L. plantarum (n=1). Vertreter der L. casei Gruppe
gelten auch als Leitkeime tiefer karidser Lasionen und sind auf Grund ihrer groBen
phylogenetischen Verwandtschaft oft nur als Gemeinschaft identifiziert worden [18, 33,
38, 85, 100, 112]. Durch die 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse ist es moglich, Bakterien
der L. casei Gruppe genauer zu unterscheiden. So stellen sich L. rhammnosus, L.
paracasei und L. casei als Hauptvertreter dieser Gruppe dar [69, 75]. In einer
Untersuchung karidser Dentinproben von 14 Kindern wurde L. casei vor L. fermentum,
L. gasseri, L. paracasei und L. rhamnosus als hdufigster Vertreter der Laktobazillen
genannt [68]. Es gibt aber auch Forschungsergebnisse, in denen einzelne Vertreter der

genannten Keime im untersuchten Gesamtkeimspektrum nicht vorgefunden wurden.

Auch Laktobazillen der L. reuteri Gruppe wie L. oris (n=2), L. vaginalis (n=2) wurden
in dieser als auch in anderen Studien nachgewiesen [112]. L.vaginalis ist ein Keim der
normalen Mikroflora des vaginalen Epithels gesunder Frauen [44]. Des Weiteren wurde

L. rhamnosus im Gastrointestinaltrakt nachgewiesen [74, 104].

Die in dieser Studie gefundenen Laktobazillen wie L. fermentum, L. gasseri, L.
rhamnosus, L. casei, L. oris und L. vaginalis stimmen als Vertreter tiefer Karies mit
anderen Studien tiberein [16, 17, 18, 23, 75, 112]. In weiteren Studien sind auch andere
Laktobazillus Arten, wie zum Beispiel L. panis, L. buchneri, L. alimentarius, L.
salivarius mit tiefer Karies in Verbindung gebracht worden. In der vorliegenden Studie
konnten die Laktobazillen L. plantarum und L. gastricus nachgewiesen werden [18, 54,

68, 112].

Die grofften nachgewiesenen Gruppen in dieser Studie stellen die phylogenetische
Gruppe der L. casei mit 45,7% und die Actinobacteria mit einem Gesamtanteil von 26%
dar. Dieses wurde auch in einer anderen Studie mit tiefen kariésen Lasionen entdeckt.
Zusitzlich wurde festgestellt, dass Laktobazillen und Arten der Actinobacteria in tiefen
karidsen Lésionen dominieren. Die Hauptvertreter der Actinobacteria sind B. dentium,

S. inopinnata und P. denticolens [13, 38, 67].

Actinobacteria wurden fast ausschlieflich nur in tiefer Karies gefunden [85]. Der in
dieser Studie gefundene O. profusa mit einem Gesamtanteil von 1% wurde auch in
subgingivaler Plaque, Wurzelkaries, endodontischen Infektionen und nekrotisierender

Gingivitis ulcerosa nachgewiesen [28, 85, 86, 88].
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Neue PCR Techniken und 16S rRNA Gen-Sequenzanalysen haben gezeigt, dass die
bakterielle Beteiligung an der Entwicklung der Karies viel komplexer ist, als bislang
angenommen wurde und nicht einzelne Laktobazillus Arten mit tiefen karidsen

Léasionen assoziiert werden konnen [25].

In einer vergleichbaren Studie mit 42 Kindern und Proben aus tief zerstorten karidsen
Zihnen, bei denen die anaeroben kultivierbaren Bakterien untersucht wurden, waren
die hédufigsten Erreger P. denticolens, S. sobrinus, B. dentium und L. gasseri [100].
Diese Studie dhnelt sich in den Ergebnissen einer weiteren Studie mit 30 Kindern, bei
denen Proben aus karidsem Dentin entnommen wurden, auch hier sind die Haupterreger
Actinobacteria und die zu dem Stamm gehorenden Bifidobakterien nachgewiesen
worden [7]. Diese Forschungsergebnisse sind mit der vorliegenden Studie jedoch nicht
in jedem Punkt vergleichbar, da hier ausschlieBlich mit vorausgewihlten, biochemisch
als Laktobazillen identifizierten Isolaten gearbeitet wurde. Umso erstaunlicher ist es,
dass in dieser Studie mit Hilfe der 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse fast 32,3% andere
Bakterienarten wie Actinobacteria und den dazugehorigen Bifidobakterien oder auch S.
sobrinus nachgewiesen werden konnten. Grundsitzlich ist der hohe prozentuale Anteil
der Actinobacteria mit 27,9% gegeniiber den anderen Studien sehr &hnlich [7, 100].
Bereits in dlteren Studien wurde auf die Anwesenheit von Actinobacteria hingewiesen
[33, 39]. Dies bedeutet, dass durch die 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse Bakterien,
welche in der Regel in kultivierbaren Studien als untergeordnete Komponente
dargestellt wurden, nun als putative Krankheitserreger mit einer grolen Rolle angesehen

werden miissen [83].

Es ist beschrieben, dass Actinobacteria und Bifidobakterien eine Bedeutung in der
Kariesentwicklung und dass Patienten mit tiefen kariosen Lésionen und S. mutans
Nachweis ein deutlich erhdhtes Niveau an Actinobacteria und Laktobazillus Arten
haben. Bei den Patienten ohne S. mutans Nachweis und tiefen kariosen Lasionen wurde
eine erhohte Anzahl von Actinobacteria mit dem Hauptvertreter B. dentium
nachgewiesen. Die Anzahl der S. mutans verringerte sich mit der Anwesenheit von
Actinobacteria [1, 7, 33, 72, 75]. In der vorliegenden Studie wird die Annahme einer
hohen Anzahl von Actinobacteria durch eine Beteiligung von 27,9% der Actinobacteria
deutlich, wobei Sc. inopinata mit 11%, B. dentium mit 8%, P. denticolens mit 6% und

O. profusa mit 1% vertreten waren.

Die 3 nachgewiesenen Hauptvertreter der Actinobacteria gelten auch in anderen

Studien als sogenannte Leitkeime in tiefen kariosen Léasionen. Bifidobakterien konnten
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ebenfalls zu 95% 1im Speichel nachgewiesen werden und sind wie O. profusa in
Wurzelkaries entdeckt worden [10, 22, 42, 43, 67, 73].

Sc. wiggisiae wird in einer Studie deutlich mit frithkindlicher Karies in Zusammenhang
gebracht. Dieses Bakterium konnte in der vorliegenden Studie nicht identifiziert
werden, jedoch die Haufung von P. denticolens und B. dentium wurde bestétigt [100].
Diese Bakterien, wie auch S. sobrinus, wurden fast ausschlieBlich auf saurem Medium
und unter anaeroben Bedingungen angeziichtet [97, 99]. S. sobrinus hatte in der
vorliegenden Studie einen Anteil von 4% der nachgewiesenen Bakterien und ist in einer
anderen Studie bei Kindern mit keiner, mittlerer und hoher Kariesaktivitit
nachgewiesen worden [48]. Dieses Bakterium gilt als sehr schlecht nachweisbar, da es
genetisch eng mit S. mutans verwandt, jedoch durch die 16S rRNA Gen-
Sequenzanalyse gut identifizierbar ist [7, 100].

5.6  Schlussfolgerungen

Die in dieser Studie durchgefiihrte 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse bestétigt die
Annahme, dass L. fermentum, L. gasseri und die Laktobazillus Arten der
phylogenetischen L. casei Gruppe, wie L. casei, L. paracasei und L. rhamnosus die
hiufigsten Vertreter der grampositiven, stibchenformigen Bakterien mit negativer
Katalase-Reaktion und Vancomycin-Resistenz in  Dentinproben  profunder
Milchzahnldsionen sind.

Des Weiteren ist die Anwesenheit der Actinobacteria, insbesondere von Sc. inopinata,
B. dentium und P. denticolens in diesen Lésionen nachgewiesen worden.

Diese Studie gibt Anhalt dafiir, dass viele Isolate durch qualitativ-mikrobiologische
Analysen in frilheren Studien fehlinterpretiert wurden und biochemisch als
Laktobazillus Arten identifizierte Bakterien auch anderen Stimmen zuzuordnen sind.
Die 16S rRNA Gen-Sequenzanalyse kann als zuverldssiges Werkzeug in Kombination
mit der Gen-Datenbank Blast fiir die Identifikation von Isolaten aus kariosen Lisionen

genutzt werden.
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6 Zusammenfassung

Die genaue taxonomische Identifikation von Bakterien in karids verdndertem Dentin
fiihrt zu einem besseren Verstdndnis der komplexen mikrobiellen Gemeinschaft karidser

Lésionen.

Ziel dieser klinischen Untersuchung war die exakte Identifizierung von voruntersuchten
Wildstdimmen tiefer kariéser Lasionen aus Milchzahnkaries, die durch biochemische

Analysen als Laktobazillus gekennzeichnet wurden.

Zur Auswertung konnten 68 Wildstimme molekularbiologisch analysiert werden. Aus
den Isolaten wurden Reinkulturen geziichtet und eine 16S rRNA Gen-Sequenzierung
durchgefiihrt. AbschlieBend erfolgte die Charakterisierung der Bakterien anhand der
gewonnenen Sequenzen im Vergleich mit den Gen-Datenbanken Blast, PBIL und RDP-
II. Hierbei entsprachen 67,6% tatsdchlich Laktobazillus Arten (n=46), 27,9%
Actinobacteria (n=19) und 4,4% S. sobrinus (n=3). Die am héufigsten vertretenen
Bakterien waren zu 13,2% L. fermentum (n=9), 11,8% L. rhamnosus (n=8), 11,8% L.
gasseri (n=8), 11,8% Sc. Inopinata (n=8). Weitere nachgewiesene Bakterien waren L.
paracasei (n=7), B. dentium (n=6), L. casei (n=5), P. denticolens (n=4), S. sobrinus
(n=3), L. oris (n=2), L. vaginalis (n=2), L. plantarum (n=1), L. reuteri (n=1), L.
parabuchneri (n=1), L. gastricus (n=1), O. profusa (n=1) und eine undefinierte

Laktobacillus Art.

Mit den Gen-Datenbanken Blast und RDP-II konnten die 16S rRNA Gen-Sequenzen
mit durchschnittlich 500 bp am eindeutigsten identifiziert werden und lieferten die
genauesten Ergebnisse. Mit Blast wurde eine Similarity von 100% erreicht, mit RDP-II
eine Similarity von 93% - 100%, wobei die grofiten Unterschiede in phylogenetisch eng
zusammenliegenden Arten auftraten. Jedem Isolat wurde eine Accession Number
zugeordnet, welche mittlerweile als Referenzstamm in der Gen-Datenbank Blast

veroffentlicht wurde.

Aus den Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass neben den Laktobazillen auch
den Actinobacteria ein hoher Stellenwert in der Dentinkaries eingerdumt werden sollte
und diese in fritheren Studien moglicherweise oft unterbewertet wurden. Hingegen sind
biochemische Analysen zur Bestimmung der mikrobiologischen Zusammensetzung
tiefer Karies nicht aussagekréftig und spiegeln nicht die tatsdchliche mikrobiologische

Vielfalt der Dentinkaries wieder.
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L. fermentum, L. gasseri und die Bakterien der L. casei Gruppe konnten als
Hauptvertreter der Laktobazillen in tiefen karidsen Lasionen bestétigt werden.

In der grampositiven, anaeroben Mikroflora muss Sc. inopinata auf Grund seines hohen
Vorkommens als einer der Hauptkeime in tiefen Dentinldsionen bei Milchzéhnen

angesehen werden.
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8 Anhang

8.1 Materialliste

Rogosa-Agar:

Bacto Trypton
Bacto Hefeextrakt
Bacto Dextrose
Bacto arabinose
Bacto Saccharose
Natriumacetat
Ammoniumcitrat
Monokaliumphosphat
Magnesiumsulfat
Mangansulfat
Eisensulfat
Sorbitonmonooleat
Bacto Agar

Essigsdure

pH-Wert

10,0 g
50¢g
10,0 g
50g
50g
150¢g
20¢g
6,0 g
0,57 g
0,12 ¢g
0,03 ¢g
10g
150¢g

1,3 ml/L

5,4
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