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Zusammenfassung
Untersuchungen zur genotypischen Variabilitat von Eikenella corrodens
mittels ERIC2-PCR und Sequenzierung der 16S rDNA

Swaneburg, Ruth

Eikenella corrodens gilt als typischer Besiedler der Mundhdhle und des Respirationstraktes und
wird als Pathogen unter anderem mit der Parodontitis assoziiert. Da es phanotypisch und
genetisch eine hohe Heterogenitat aufweist, wird die Zuordnung verschiedener Klone zu
verschiedenen Krankheitsentitdten diskutiert. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, mit
zwei Verfahren (,ERIC2-PCR® und ,Sequenzierung des 16S rRNA-Gens®) die genotypische
Variabilitdt von E. corrodens darzustellen und die daraus resultierende Madglichkeit zur

Subtypisierung auch im Hinblick auf die Herkunft der Isolate zu Gberprifen.

An 69 Kklinischen Isolaten wurde zum einen die ERIC2-PCR in Verbindung mit der
Kapillarelektrophorese unter Einsatz eines internen GroRen-Standards als Referenz
durchgefiihrt. Die Gegenlberstellung der erzielten FragmentgréRen und —anzahl der einzelnen
Isolate flhrte zu einer Bildung von 14 Hauptgruppen, welche untereinander keine
Gemeinsamkeiten mehr aufweisen. Zum anderen wurden die selben Isolate nach der
Sequenzierung ihres 16S rRNA-Gens hinsichtlich Variabilititen in der Nukleotidabfolge
untersucht, wodurch acht Cluster gebildet werden konnten, welche sich wiederum aus
Untergruppen zusammensetzen. Alle Cluster sind auf einen gemeinsamen Ursprung
zurtckzuflhren. Sowohl bei der ERIC2-PCR als auch bei der Sequenzierung lasst sich ein

Einfluss der Herkunft der Isolate auf Gruppen- oder Clusterbildung kaum erkennen.

Die Ergebnisse bestatigen die bekannte grole Heterogenitat der Spezies E. corrodens. Fur die
Subtypisierung sind die untersuchten Verfahren jedoch unzureichend. Die ERIC2-PCR ist durch
die grof’e Anzahl der entstehenden Gruppen, welche zudem der Spezies nicht mehr eindeutig
zugeordnet werden kénnen, als nicht praktikabel anzusehen. Die Sequenzierung erlaubt zwar
eine Zuordnung zur Hauptspezies, die prozentuale Heterogenitat erscheint jedoch flir eine
daraus hervorgehende eindeutige Subtypisierung als zu gering. Eine genaue Zuordnung
bestimmter Klone zu einzelnen Krankheitsbildern ist ebenfalls mit beiden Verfahren nicht
durchflhrbar.

Tag der miindlichen Priifung: 27.09.07
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Eikenella corrodens

1.1.1 Morphologie

Eikenella corrodens (E. corrodens) ist ein 0,3-0,4x1,5-4,0um grof3es, nicht
bewegliches, fakultativ anaerobes, gramnegatives Stabchen (8, 9, 75, 80). In
seiner Morphologie zeigt es Variationen, die mit Hilfe der ,Scanning electron
microscopy” (SEM) visualisiert werden kdnnen. So wurden mit dieser Methode
kleine korrodierende, das heildt sich ins Nahrmedium eingrabende, und grol3e,
nicht korrodierende Kolonievarianten untersucht. Die groflen und leicht
gewolbten Kolonien zeigen ebene und glatte Kolonierander, die Zellen auf der
Oberflache sind regelmaflig angeordnet und weisen am Kolonierand mit den
Enden aneinanderliegende Zellreihen auf. Uberlagern sich Anteile groRer
Kolonien, so sind die Zellen innerhalb dieser sich kreuzenden Abschnitte
willkirlich oder horizontal zum Medium ausgerichtet (Abb. 1B, S.2). Sie
hinterlassen nach der Abnahme vom Medium keinen Abdruck im Agar (8, 18).
Bei den kleinen Kolonien hingegen erscheint das Zentrum erhaben und es liegt
eine klare Abgrenzung zum umgebenen Saum vor. Im Zentrum der Oberflache
sind die Zellen willkurlich arrangiert, innerhalb kreuzender Abschnitte liegen die
Zellen willkurlich oder senkrecht zum Medium (Abb. 1A, S.2). Nach dem
Abnehmen hinterlassen sie einen Abdruck im Agar (8, 18, 81).

Beobachtungen der Rander von korrodierenden Kolonien weisen darauf hin,
dass eine Verlagerung der Oberflache in die Umgebung, genannt ,twitching
motility® in den auferen Bereichen vorkommt und somit eine Rolle in der
Kolonisation spielen koénnte (81). Amorphes ,schleimiges” Material, welches
Gruppen von Zellen Uberzieht, wurde bei beiden Kolonieformen beobachtet
(18).
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Abb. 1: Anordnung der Zellen in sich kreuzenden Abschnitten der Kolonien. A: kleine Kolonien
mit senkrecht angeordneten Zellen. B: grofRe Kolonien mit horizontal angeordneten
Zellen. GroRe des weillen Balkens entspricht in beiden Bildern 5um. Quelle: Cobb,
C.M., J.T. Helber, R. Hirschberg. 1994. Scanning electron microscopy of Eikenella
corrodens colony morphology variants. J. Periodontal Res. 29: 410-417.

1.1.2 Stoffwechsel

Die Energiegewinnung erfolgt bei E. corrodens hauptsachlich durch die
oxidative Deaminisierung spezifischer Aminosauren, insbesondere von Prolin,
wobei dieser Prozess an die Reduktion von Nitrat zu Nitrit gekoppelt ist. Somit
ist das Wachstum quantitativ abhéangig von den Aminosauren Prolin, Glutamin
und Serin (35, 36, 37, 77). Daruber hinaus synthetisiert E. corrodens eine
Carboxypeptidase fir die Metabolisierung von Glutamat, was ebenfalls in
Verbindung mit der Nitrat-Reduktion geschieht (36). Ebenso ist die Aspartase-
Aktivitat mit dem Nitratmetabolismus von E. corrodens verbunden. Die
Aspartase katalysiert die reversible Deaminisierung von L-Aspartamsaure und
bildet so Ammonium und Ammoniak (77). In unterschiedlichen der
Bakterienidentifizierung dienenden Nachweisverfahren (,bunte Reihe®) zeigt E.
corrodens als weitere biochemische Merkmale positive Oxidase-,
Ornithindecarboxylase- und Lysindecarboxylase-Reaktionen sowie eine
negative Katalasereaktion. Kohlenhydrate werden weder enzymatisch noch

oxidativ abgebaut, ebenso erfolgt weder ein enzymatischer Abbau von
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Tryptophan zu Indol, noch wird Harnstoff durch das Enzym Urease gespalten

(8).

1.1.3 Wachstumseigenschaften

Bei diesem langsam wachsenden, anspruchsvollen Organismus (75, 80) wird
das Wachstum der Kolonien durch Hamine oder durch eine 5-14% CO.-
Atmosphare (75, 80) unter Zugabe von Nitrat (35) gefordert. Ein saures Milieu
(pH<5,0) wirkt als hemmender Faktor. Wird diesem noch eine niedrige
Konzentration an Nitrit hinzugefligt, kommt es durch die Umwandlung von Nitrit
zu  Stickoxid zum  Absterben aller Bakterien (3). Optimale
Wachstumsbedingungen findet E. corrodens auf einem mit Blut angereichertem
Agar (33, 43) in anaerober 5%iger CO,- Atmosphare (8, 33) bei einer
Temperatur von 36°C (8, 71).

1.1.4 Reaktionen auf antimikrobielle Therapie

Betrachtet man die Reaktion von E. corrodens auf Antibiotika, so findet man in
der Literatur verschiedene Aussagen. Empfindlich zeigt es sich fast immer auf
PenicillinG (8, 46, 80), Ampicillin (2, 8, 46) und Ciprofloxacin (2, 80, 99), aber
auch auf Amoxicillin, Cefotaxim, Cefoxitin, Imipenem (2, 80) und Tetracyclin (2,
8). Einheitlich resistent zeigt es sich gegenuber Clindamycin (8, 46, 80, 82, 99).
Es wurden jedoch auch Resistenzbildungen gegen Metronidazol, Cepholothin,
Cefuroxim (80) und Doxycyclin (26) geschildert.

Bei einigen Isolaten konnte eine Beta-Lactamase-Aktivitat nachgewiesen
werden (2, 53, 97). Diese zeigten sich folglich resistent gegen PenicillinG,
Amoxicillin  und Ampicillin, reagierten aber empfindlich auf Amoxicillin-

Clavulanat, Cephalothin und Cephaloridin (53).
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1.1.5 In vivo Habitate und pathogene Bedeutung

Das Vorkommen von E. corrodens konzentriert sich auf die Mundhdhle sowie
den oberen Respirationstrakt (9, 75, 77, 93), man findet diese Spezies jedoch
auch im Gastrointestinaltrakt sowie im Urogenitaltrakt (8, 15, 75). E. corrodens
wird als Pathogen fur die Parodontitis angesehen, verursacht jedoch auch
extraorale Infektionen (9) wie Abszesse der Bauchhdhle, des Kopfes und des
Halses, Bakteriamien, Meningitis, Endokarditis und Osteomyelitis (75, 77, 80).
Falle von Hirn-Abszessen (16, 79), pleuropulmonalen Infektionen (46) und
Sinusitiden (25), bei denen E. corrodens isoliert werden konnte, wurden
beschrieben. Oftmals liegt bei den Patienten mit oben genannten Infektionen
eine vorausgehende Allgemeinerkrankung vor. AuflRerdem spielen fir die
Invasion von E. corrodens zusatzliche pradisponierende Faktoren wie
Streptokokkeninfektionen oder polymikrobielle Infektionen eine Rolle (80).
Selten wird das Bakterium als einzig auslésender Mikroorganismus einer
Infektion gefunden, es konnte jedoch bei einigen Fallen von persistierenden
Abszessen und Pneumonien beobachtet werden (8, 93). Besonders bei
Infektionen, die aus der Besiedlung von kunstlichen, intravaskular
eingebrachten Oberflachen mit E. corrodens als alleinigem Erreger
hervorgehen, kann sich der Krankheitsverlauf als sehr langwierig gestalten (23).
Ein Zusammenhang zwischen der Besiedlung der Mundhohle mit E. corrodens
und einer Infektion anderer Korperregionen oder Organe wird diskutiert (6, 27).
So wurde zum Beispiel E. corrodens in Verbindung mit Streptococcus
intermedius und Bacteroides oralis fur die Entstehung einer bakteriellen
Endokarditis verantwortlich gemacht, welche nach einer Infektion des
Respirationstraktes entstanden war. Bei der Patientin wurden Kklinisch ein
zerstorter Zahn, supragingivaler Zahnstein und eine Gingivitis festgestellt. E.
corrodens konnte hier aus der Mundhohle isoliert werden (6). Auch eine Arthritis
im Knie, ausgelost durch eine Mischinfektion mit E. corrodens und einer
Streptokokkenspezies, verschlimmerte sich nach einer Zahnreinigung ohne
Antibiose betrachtlich. Sieben Tage nach dem zahnarztlichen Eingriff kam es
vermutlich infolge einer Bakteriamie zu einer massiven fokalen Vermehrung von

E. corrodens im Punktatmaterial des betroffenen Knies (27).
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1.1.6 Nachweisverfahren

Der Nachweis von E. corrodens erfolgt routinemafig durch die Amplifikation
des 16S rRNA-Gens mittels der ,Polymerase chain reaction® (PCR) (4, 83).
Daneben ist ein Nachweis durch einen fluoreszenzdetektierten Enzymtest unter
Verwendung des Enzyms Prolin-7-amino,4-methylcumarin maoglich (58). Auch

die indirekte Immunfluoreszenz dient als Nachweismethode (91).

1.1.7 Verwandtschaften

Ausgehend von ,Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology® ist E. corrodens
taxonomisch der Sektion 5 zugeordnet, welche sich aus fakultativ anaeroben,
gramnegativen Stabchen zusammensetzt. Weitere Familien dieser Sektion sind
die Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, Aeromonadaceae und Pasteurellaceae.
So wie E. corrodens finden sich Spezies wie Calymmatobacterium
granulomatis und Streptobacillus moniliformis in dieser Sektion, ohne jedoch

einer Familie zugeordnet zu sein (49) (Tab. 1, S. 6).
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Tabelle 1: Ubersicht (ber die taxonomische Stellung medizinisch wichtiger Bakterien
modifiziert nach ,Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology“ unter besonderer
Berlicksichtigung der Sektion 5

Sektion Beschreibung, Familie Gattung
1 Spirochaten, gramnegative, helikale (spiralig gewundene) Bakterien
2 Aerobe/mikroaerophile, bewegliche, helikale/vibroide (spiralig/lkommaférmig
gekrimmte), gramnegative Stabchen
4 Aerobe, gramnegative Stabchen und Kokken
Fakultativ anaerobe, gramnegative Stabchen
Enterobacteriaceae z.B. Escherichia coli
Salmonella enterica
Vibrionaceae
Aeromonadaceae
Pasteurellaceae
Genera ohne Zuordnung zu einer Calymmatobacterium granulomatis
Familie Streptobacillus moniliformis
Cardiobacterium hominis
Eikenella corrodens
Gardnerella vaginalis
6 Anaerobe, gramnegative, gerade, gekrimmte und helikale (spiralige) Stabchen
Rickettsien, Bartonellen und Chlamydien
10 Mykoplasmen
12 Grampositive Kokken
13 Sporenbildende, grampositive Stabchen
14 RegelmaRig geformte, nichtsporenbildende, grampositive Stabchen
15 Unregelmafig geformte, nichtsporenbildende, grampositive Stabchen
16 Mykobakterien (saurefeste Stabchen)
17 Nokardiaforme, grampositive Stabchen

In einer Studie Uber die bakterielle Vielfalt in menschlicher subgingivaler Plaque

unter Anwendung der Sequenzierung der 16S rDNA wird E. corrodens dem

Phylum der Proteobakterien zugeordnet (67). In diesem Phylum sind auch

einige Enterobakterien enthalten, E. corrodens zeigt hier aber eine enge

Verwandtschaft mit der Familie Neisseriaceae, welche nach oben genannter

taxonomischer Einteilung in Sektion 4: aerobe, gramnegative Stabchen und

Kokken zu finden ist.
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Ein ebensolches Verwandtschaftsverhaltnis zeigt sich in der Untersuchung
pravalenter Bakterien mittels partieller Sequenzierung der 16S rRNA bei
fortgeschrittenem Noma (Cancrum-oris) (68)

Auch stimmt die Aminosauresequenz fur die Prolin-Aminopeptidase zu 67% mit
der von Neisseria gonorrhoea Uberein und hat Ahnlichkeiten mit den gleichen
Enzymen der Gattung Bacillus, sowie mit Lactobacillus und Treponema
denticula. Die Aspartase zeigt eine 87%ige Homologie zu der von Neisseria
meningitidis und zu 69% zu der von Eschericchia coli (77).

Gemeinsamkeiten zwischen E. corrodens und anderen gramnegativen
Stabchen zeigen sich zum Beispiel in einem identischen Epitop bei den
Lipopolysacchariden (48). Genetische Gemeinsamkeiten zwischen E.
corrodens und anderen korrrodierenden Bakterien konnten mit Hilfe der DNA-

Hybridisierung nicht bestatigt werden (14).

1.1.8 Genetische und phanotypische Heterogenitat

E. corrodens zeigt sowohl in seinen genetischen als auch in den
phanotypischen Merkmalen eine auffallige Heterogenitat. Auch bei den
antigenen Eigenschaften sind Unterschiede zu verzeichnen. Es sind
Variabilitaten in biochemischer und serologischer Reaktivitat ebenso wie
phanotypische Diversitaten bei der Betrachtung der Kolonienmorphologie (siehe
Einleitung, S. 1), der auleren Membranproteine und der Lipopolysaccharide
beschrieben worden (9, 10, 15). 27 Isolate von E. corrodens wurden im Hinblick
auf das Vorhandensein  unterschiedlicher = Membranproteine  und
Lipopolysaccharide mittels der SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat)-Elektrophorese
untersucht. Hierbei zeigten lIsolate aus oralen Entnahmestellen durchweg
verschiedene Elektrophoresemuster, wohingegen finf von sechs extraoral
entnommene Isolate identische Muster aufwiesen. Die Lipopolysaccharide aller
E. corrodens — lIsolate zeigen eine geringe molekulare Masse mit einem
Aufkommen an 16 verschiedenen Phanotypen. Eine Korrelation zwischen

Phanotyp und klinischer Herkunft war hierbei nicht erkennbar (13).
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Ebenso ergab die Untersuchung der Proteinprofile der gesamten Zelle bei neun
Isolaten mittels SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese eine hohe
Heterogenitdt mit neun verschiedenen Mustern, unter denen jedoch
Gemeinsamkeiten verzeichnet werden konnten (94).

Auch die Spektrophotometrie an Isolaten unterschiedlicher Herkunft liel3
erkennen, dass E. corrodens uber eine hohe Heterogenitat verfugt (47).

Im Hinblick auf ihre genomischen Beziehungen zueinander wurden der Typ-
Stamm E. corrodens von Eiken 1958 (ATCC 23834 (41)) und elf in ihrer
Epidemiologie verschiedene klinische Isolate untersucht. Hierzu wurden die
DNA-DNA-Hybridisierung, die Bestimmung der molekularen Masse des
Genoms, der prozentuale Anteil der einzelnen DNA-Basen und einige
phanotypische  Charakteristika zur  Auswertung herangezogen. Alle
Bakterienstdmme zeigten eine mindestens 80%-ige Bindung bei der
Hybridisierung, die chromosomale DNA zeigte mittelwertig eine Masse von 1,7
x 10° Dalton und der gemeinsame Anteil von Guanin und Cytosin machte
55,1% aller Basen aus. Variationen traten zwischen allen zueinander in
Beziehung stehenden Stammen bezlglich der Kolonienmorphologie, der
hamolytischen Aktivitat auf Schafblutagar, der Reduktion von Nitrat, der
Oxidation von Carbohydraten, der Lipase, der Leucin-, Valin- und Cystein-
Aminopeptidase sowie der Aktivitat der sauren Phosphatase auf (34).

Analysen mit Restriktionsendonukleasen zeigten durch ,restriction fragment
length polymorphism“ (RFLP), dass Isolate von verschiedenen Individuen
ublicherweise eine genetische Heterogenitat aufweisen, auch wurden
genetische Unterschiede an Isolaten des gleichen Individuums festgestellt wie
auch innerhalb eines Isolates (9, 12, 15). So konnten zum Beispiel bei einem an
chronischer Parodontitis erkrankten Patienten sechs verschiedene Kilone
identifiziert werden, zwei davon innerhalb derselben parodontalen Tasche (12).
Durch die ,Arbitrarily-primed“(AP)-PCR konnte bewiesen werden, dass
unterschiedliche Klone von E. corrodens im Mund einer einzigen Person
vorliegen konnen. Daruber hinaus wurden in nur einem aus subgingivaler
Plague gewonnenen Isolat mehrere verschiedene Klone festgestellt (9). Die

Klonalitdat von E. corrodens innerhalb des gleichen Patienten kann fur das




Einleitung

Verstandnis der Virulenz dieses Bakteriums von Bedeutung sein: einige Klone
koénnten nicht, andere hingegen stark virulent sein (9, 15).

Weitere genetische Unterschiede verschiedener E. corrodens-Stamme konnten
mit dem Nachweisverfahren ,Enzyme-linked immunosorbent assay“ (ELISA)
aufgezeigt werden, wobei die IgG-Antikérper einer Person auf korpereigene E.
corrodens-Stamme  reagierten, nicht aber auf die verwendeten
Referenzstamme. Somit lasst eine negative Immunantwort auf einen
Referenzstamm nicht darauf schlieen, dass keine IgG-Antikorper gegen E.
corrodens vorhanden sind (10).

Ebenfalls untersucht wurden E. corrodens - Isolate gewonnen aus
verschiedenen Infektionen hinsichtlich ihrer genetischen Variabilitat. Eine AP-
PCR mit dem ERIC1-Primer (80), welche bei allen untersuchten Isolaten (aul3er
bei Isolaten vom gleichen Patienten) unterschiedlich ausfiel, flUhrte zu
kontroversen Diskussionen, da die Vermutung gedullert wurde, dass
verschiedene Klone von E. corrodens auch fur verschiedene Infektionen

verantwortlich seien und diesen zugeordnet werden konnten (80).

1.2 Eikenella corrodens und Parodontitis

Parodontitis wird durch spezifische parodontopathogene Bakterien verursacht,
die indirekt durch die provozierten Immunreaktionen als auch direkt destruktiv
auf das bindegewebige Attachment und den angrenzenden Alveolarknochen
wirken (73, 95, 98). Fiur die Diagnose Parodontitis sind Untersuchungen zur
Identifizierung  der  wichtigsten parodontopathogenen Keime  wie
Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens, Tannerella forsythensis, E. corrodens und T.
denticula (20, 38, 73, 86) notwendig, welche nicht nur die Identifizierung dieser
Bakterien, sondern auch die Einschatzung der Krankheitsaktivitat und die
Uberwachung der Effektivitat der Parodontitistherapie erlauben (65). Pathogene

sind zwar erforderlich, reichen jedoch alleine nicht aus, um eine Parodontitis




Einleitung

stattfinden zu lassen. Die lokalen Umweltbedingungen in der parodontalen
Tasche sind bei der Regulation der Expression von Virulenzfaktoren durch
pathogene Spezies von Bedeutung. So ist es Voraussetzung, dass es sich um
einen  virulenten  Typus  handelt,  welcher = chromosomale  und
extrachromosomale genetische Faktoren besitzt, um die Erkrankung zu
initiieren. Auch sollte der Wirt flir dieses Pathogen anfallig sein und eine
ausreichende Anzahl des Pathogens muss vorliegen, um eine individuelle
Schwelle fur den Wirt zu Ubersteigen. Eine weitere Bedingung ist, dass andere
Bakterienspezies den Vorgang begtinstigen oder ihn zumindest nicht hemmen.
Aulerdem ist die Lokalisation des Pathogens am entsprechenden Ort von
Bedeutung und die lokalen Umweltbedingungen sollten der Expression von
speziesvirulenten Eigenschaften zutraglich sein (85). Das pathogene Potential
von spezifischen Bakterien variiert zwischen Erkrankten und parodontal
Gesunden und kann durch Abwehrmechanismen wie der Immunantwort des
Wirtes kontrolliert werden (65). Auch Katecholamine haben in vitro
Auswirkungen auf das Wachstum parodontopathogener Bakterien. So hat zum
Beispiel Noradrenalin einen positiven Effekt auf das Wachstum von E.
corrodens von +143,3%. Inhibitorische Effekte durch Noradrenalin wurden bei
den Bakterien P. gingivalis und T. forsythensis beobachtet (73).

Die Bedeutung von E. corrodens fur entzundliche Parodontalerkrankungen wird
deutlich durch die Betrachtung der Pravalenz dieses Bakteriums in der
subgingivalen Plaque in Verbindung mit dem Alter und der vorliegenden
Parodontalerkrankung (nach alter Klassifikation) (91). Untersuchungen zeigten,
dass bei 70% der Gesunden und bei 100% der Erkrankten E. corrodens isoliert
werden konnte, wobei die hauptdkologische Nische die subgingivale Plaque,
bei den Erkrankten auch vermehrt die Schleimhaute (Wange, Zunge, Tonsille)
zu sein scheint (11, 15). E. corrodens macht quantitativ insgesamt 1-2% der
dortigen Bakterien aus (11). Schon seit einiger Zeit ist bekannt, das Bakterien
der subgingivalen Plaque sich in Komplexen zusammenfinden. Es wurden funf
Komplexe festgestellt, wobei E. corrodens im vierten (grinen) Komplex mit
Capnocytophaga-Spezies, Campylobacter concisus und A.

actinomycetemcomitans Serotyp a vergesellschaftet ist (86).
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Actinomyces
-spezies

Streptococcus
sp.
S.oralis
S.sanguii:

S.mitis
S.oralis
S.sang

S.noxia

A.actino. Sero-
typ b

Abb. 2: ,Subgingivale mikrobiologische Komplexe*“ frei nach Socransky et al. (1998) (86)

Die Pravalenz von E. corrodens verringert sich bei gesunden Patienten mit
zunehmendem Alter, verandert sich jedoch nicht bei Parodontitis-Patienten.
Das hochste Aufkommen dieses Bakteriums findet man bei der ,juvenilen
Parodontitis“ mit 2,3+/-1,5% der Gesamtmenge aller Bakterien, es folgt die
Lpost-juvenile® mit 1,7+/-2,1%, die ,prapubertale® mit 1,4+/-1,1%, die
~progressive” mit 0,8+/-0,7% und die ,adulte Parodontitis“ mit 0,7+/-0,6% und
schlieBlich mit dem geringsten Anteil die Gesunden mit 0,3+/-0,3% (91). Die
Gruppe der < 20-Jahrigen Patienten mit Parodontitis zeigt mit 2,2+/-1,6% die
grofte Pravalenz von E. corrodens, was vermuten lasst, dass dieses Bakterium
eine wichtige Rolle beim Vorkommen und der Progression der Parodontitis bei
jungen Patienten spielt (24, 91, 92).

Von Bedeutung fiir die Atiologie entzindlicher parodontologischer
Erkrankungen kann eventuell die in E. corrodens enthaltene Lysin-

Decarboxylase sein, welche eine hemmende Wirkung auf das Wachstum von
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Zellen bei Saugetieren besitzt (565). Auch der Nitratmetabolismus der Spezies
spielt moglicherweise eine Rolle fur die Pathogenese der Parodontitis. Durch
die Metabolisierung von Prolin, welches in Kollagen, in Regionen von
Immunglobulinen und in bestimmten Erganzungsproteinen des oralen Milieus
reichlich enthalten ist, resultiert eine ausgepragte Nitratsynthese. Die Aktivitat
der Aminopeptidase fir Prolin kann somit fiir das Uberleben der Zelle
entscheidend sein, bedingt durch ihre Rolle in der Energieproduktion, der
Modifikation der lokalen Umgebung und dem Schutz gegen die

Abwehrmechanismen des Wirts (77).

1.3 Bisherige Subdifferenzierungsversuche

Auch wenn in einigen fruheren Studien durch die Anwendung konventioneller
Phanotypisierungs- und DNA-Hybridisierungs-Verfahren als Ergebnisse die
Aussage erzielt wurde, dass E. corrodens eine homogene Spezies darstelle
(19, 34), gingen jedoch einige Forscher im Hinblick auf die Nitratreduktion, der
Aminopeptidase- und Lipaseproduktion sowie der Koloniemorphologie von einer
phanotypischen Heterogenitat aus (13). Es konnte des Weiteren gezeigt
werden, dass Isolate im Profil ihrer aulleren Membranproteine, den Mustern der
Lipopolysaccharide (13) und der Serologie (10) differieren. Schon in friiheren
Jahren wurden in dem Bestreben, Subdifferenzierungsmethoden fur E.
corrodens zu etablieren, verschiedene klassische Verfahren der
epidemiologischen Typisierung angewandt. Hierzu gehdren die Sero- und
Biotypisierung. 1974 konnten aufgrund von unterschiedlichen
Oberflachenantigenen ein serologisches Typisierungsschema etabliert werden.
E. corrodens kann hiermit in sechs Serovare unterteilt werden. Der Wert der
Serotypisierung ist allerdings eingeschrankt, da ungefahr 20% der Stdmme eine
Spontanagglutination zeigen und zudem nach Subkultivierung ein Wechsel des
Serovars beobachtet wurde (76). Wie bei anderen haufigen Bewohnern der

Mundhohle ist auch der Vergleich von Antibiogrammen verschiedener E.
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corrodens-lsolate nur von geringerer Aussagekraft, da die Resistenzmuster von
Stammen dieser Spezies im wesentlichen identisch sind (32). Weitere
Typisierungsverfahren fur E. corrodens konnten durch den Einsatz der SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Proteinen und
Lipopolysacchariden der auf’eren Membran etabliert werden (94). Beim
Vergleich der Elektrophorese-Muster zeigten Stamme, die nicht aus der
gleichen Infektionsquelle stammten, eine erhebliche Variabilitat im Protein- und
Lipopolysaccharid-Profil (13, 48, 59, 69, 94).

Die genetische Heterogenitat von menschlichen E. corrodens-Isolaten konnte
durch die Anwendung der DNA-Hybridisierung (14), von Analysen mit Hilfe von
Restriktions-Endonukleasen  (12), von  Makrorestriktions-enzymanalyse
genomischer DNA durch die Pulsfeld-Gel-Elektrophorese (89) und mit der
,fandom primed“ PCR (9, 80) in jungerer Zeit deutlich gemacht werden. Eine
eindeutige und reproduzierbare Methode zur Subtypisierung von E. corrodens

steht jedoch bisher noch aus.
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14 Anwendung des ERIC2-Primers und der Sequenzierung

1.4.1 ERIC-PCR

Die ERIC- (,Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus®) Sequenz ist eine
generationsubergreifende konstante Sequenz, welche in den intergenetischen
Regionen der Chromosomen von Enterobakterien, Neisserien und anderen
Bakterien vorkommt (21, 42, 45, 78, 100). Die einzelnen Einheiten weisen eine
Lange von 124-127 Nukleotiden auf und liegen auf einem Chromosom in
variabler Haufigkeit vor (42, 78, 100). ERIC-Sequenzen sind in ihrer Nukleotid-
Sequenz in hohem Male identisch, jedoch ist die Lokalisation innerhalb des
Chromosoms in verschiedenen Spezies variabel (42). Als weiteres Beispiel der
repetitiven Sequenzen sei hier die REP- (,Repetitive extragenic palindromic®)
Sequenz genannt, von der 500-1000 Kopien auf den Chromosomen von
Bakterien vorkommen kdénnen (78). Die Verteilung und evolutionare
Bestandigkeit der ERIC- und REP-Sequenzen wurden mit zu den Sequenzen
passenden und aus Eubakterien gewonnenen Oligonukleotiden mittels der PCR
und der ,Slot blot hybridization getestet (100). Beide Oligonukleotide
produzieren in der Elektrophorese klar differenzierbare Banden und sorgen
somit flr eindeutige DNA-Fingerabdriicke bei verschiedenen eubakteriellen
Spezies und Stammen. Bevorzugt hybridisieren die REP- und ERIC-
Oligonukleotide mit der DNA von gram-negativen Enterobakterien und
verwandten Spezies (100). Bei der ERIC-PCR werden die Distanzen zwischen
den einzelnen ERIC-Sequenzen aufgedeckt, die spezifisch fur die
Bakterienspezies oder einen einzelnen Stamm sein kénnen (100). Hierfur
werden spezifische Primer verwendet, welche auf das Zentrum der ERIC-
Sequenz abgestimmt sind (74, 100). Weitere Untersuchungen mit den ERIC-
Primern zeigten, dass jeder Stamm ein spezifisches Muster aufweisen kann
und diese Muster durchaus mit zuvor aufgestellten Stammbaumen vergleichbar
sind (21). Diese Methode zeichnet sich des Weiteren durch die Fahigkeit aus,
sowohl Homologien als auch Differenzen zwischen einzelnen Isolaten
darzustellen (17). Die ERIC-PCR eignet sich also zur Identifikation und

Klassifikation von Bakterien, wenngleich auch bei einigen Bakterien, wie zum
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Beispiel Pseudomonaden, die Vielfaltigkeit der entstehenden Muster eine
Unterteilung in Stdmme unmdglich macht (21). Eine Typisierung
beziehungsweise Subspezifizierung durch die ERIC-PCR wurde bisher bei
Acinetobacter baumanii (17), Enterobacter aerogenes (22), E. coli (30, 44),
Pseudomonas aeroginosa (72), Rhizobium-meliloti-Stdmmen (21), Salmonellen
(74) wie Salmonella enterica (45, 52) und Salmonella enteritidis (56),
Staphylococcus aureus (50), Stemphylium solani (62), Xylella fastidios (61) und

Yersinia ruckeri (57) erfolgreich durchgefuhrt.

1.4.2 Sequenzierung

Bei der Sequenzierung wird die Basenfolge eines bestimmten DNA-Abschnittes
mittels der Didesoxymethode nach Sanger bestimmt (64). Als
Nachweisverfahren dient die Kapillarelektrophorese (64, 84). Hier findet der
,310 Genetic Analyzer* Anwendung, der durch eine ABI-Prism™-
Vielfarbfluoreszenzmarkierung und eine Kapillarelektrophorese mit einem
Trennmedium (Genscan™-Polymer) automatisch GréRe, Sequenz und Menge
der Nukleinsaure bestimmt (64). Die Auftrennung der Reaktionsprodukte nach
ihrer Grolke ergibt somit eine ,Signalleiter’, aus der man die ursprungliche
Nukleotidsequenz direkt ablesen kann (51, 84).

FUr die Klassifikation von Bakterien wird insbesondere die Sequenz der 16S
rRNA und der 23S rRNA verwendet (66, 54, 39), da diese Gene in eher
geringem Malle evolutionaren Veranderungen unterworfen sein sollen (66).
Erfolgreich konnte mit diesem Verfahren bereits zum Beispiel die
phylogenetische Struktur der Subgruppe Bacteroides des Cytophaga-
Flavobacter-Bacteroides-Stammes dargestellt werden, welche durch die
Sequenzierung der 16S rRNA in die drei Hauptgruppen Prevotella, Bacteroides
und Porphyromonas eingeteilt werden konnte. Die ermittelten Daten stimmten

mit frGheren Klassifikationen der Bacteroidesgruppe Uberein (66).
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1.5 Ziel dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollen bei 69 Isolaten der Spezies E. corrodens die
ERIC2-PCR und die Sequenzierung des 16S rRNA-Gens durchgefuhrt werden.
Die Ergebnisse beider Untersuchungsverfahren sollen zunachst getrennt
voneinander hinsichtlich der Fragmentgrole- und Anzahl bzw. der
Nukleotidabfolge verglichen werden. Ziel hierbei ist es, Aussagen zum Ausmaf
der genotypischen Variabilitat zu erzielen, dartber hinaus ist im Idealfall bei
beiden Verfahren eine Zusammenfassung einzelner Isolate zu Untergruppen
und so die Erstellung eines Stammbaumes mdglich.

Die bei beiden Techniken entstandenen Untergruppen bzw. Cluster werden
dann wiederum einander gegeniibergestellt und auf Ubereinstimmungen
untersucht.

Des Weiteren soll die Praktikabilitat der Verfahren fir Verwandtschaftsanalysen

von E. corrodens — Isolaten beurteilt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Klinische Isolate

Die insgesamt 69 verwendeten Isolate der Spezies E. corrodens stammen von
52 unterschiedlichen Patienten, welche an intraoralen Infektionen wie
Parodontitis, Tonsillitis oder an extraoralen Infektionen wie Sinusitis,
Lungenabszess, Sepsis oder Osteomyelitis erkrankt waren. Die Isolate
stammen aus Proben, welche den entsprechenden Infektionsherden
entnommen wurden, die genaue Herkunft jedes einzelnen Isolates ist in den
Tabellen 2 und 3 aufgefuhrt. Des Weiteren sind die Isolate in ihrer
Wachstumsform zu unterscheiden. Der Wachstumstyp (korrodierend = k. und
nicht korrodierend = n.k.) geht ebenfalls aus den genannten Tabellen hervor.
Bis zu lhrer Untersuchung wurden alle Proben in flissigem Stickstoff

aufbewahrt.

Tabelle 2: Verwendete Isolate aus der Sammlung des Instituts fiir Hygiene und Mikrobiologie

der Universitat Wirzburg (k. = korrodierend, n.k. = nicht korrodierend)
Ifd. Nr. Isolat Herkunft Wachstum
245 Ec 40 Blutkultur k.
248 Ec 30 Blutkultur k.
234 Ec 12 Osteomyelitis k.
233 Ec 13 Lungenabszess k.
265 Ec 47 Lungenabszess k.
228 Ec 11 Sinus maxillaris k.
225 Ec 2 Tonsillen K.
226 Ec 18 Tonsillen K.
227 Ecb5 Tonsillen K.
229 Ec 24 Tonsillen K.
230 Ec 22 Tonsillen K.
231 Ec4 Tonsillen K.
232 Ec 16 Tonsillen K.
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Ifd. Nr. Isolat Herkunft Wachstum
235 Ec 23 Tonsillen K.
237 Ec 37 Tonsillen K.
238 Ec 38 Tonsillen K.
239 Ec 32 Tonsillen K.
240 Ec 36 Tonsillen K.
241 Ec 31 Tonsillen K.
242 Ec41c Tonsillen K.
243 Ec 35 Tonsillen K.
244 Ec 27 Tonsillen K.
246 Ec 29 Tonsillen K.
249 Ec 16 k. Tonsillen K.
250 Ec 16 n.k. Tonsillen n.k.
251 Ec 18 n.k. Tonsillen n.k.
252 Ec 18 k. Tonsillen K.
264 Ec 28 Tonsillen K.
266 Ec 52 Tonsillen K.
236 Ec 10 subgingivale Plaque k.
254 FR 010-16-3 subgingivale Plaque K.
255 FR 010-46-14 subgingivale Plaque k.
256 FR 011-13-11 subgingivale Plaque K.
257 FR 023-22-7 subgingivale Plaque k.
258 FR 023-16-3 subgingivale Plaque k.
259 FR 025-16-3 subgingivale Plaque k.
260 FR 028-46-3b subgingivale Plaque k.
261 FR 028-46-300 subgingivale Plaque k.
262 FR 030-16-3 subgingivale Plaque k.
263 Ec 506 subgingivale Plaque K.
267 02291/1a subgingivale Plaque K.
268 02291/2 subgingivale Plaque k.
269 0058-96 subgingivale Plaque k.
270 00222/96 subgingivale Plaque k.
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Tabelle 3: Verwendete Isolate aus der Sammlung der Abteilung flir Parodontologie der ZMK-

Klinik der Universitat Minster (k. = korrodierend, n.k. = nicht korrodierend)

Ifd. Nr. Isolat Herkunft Wachstum
1 Ec 1a subgingivale Plaque k.
2 Ec 1b subgingivale Plaque k.
3 Ec 1c subgingivale Plaque K.
4 Ec 2a subgingivale Plaque K.
5 Ec 2b subgingivale Plaque n.k.
6 Ec 2c subgingivale Plaque k.
7 Ec 2d subgingivale Plaque k.
9 Ec 3a subgingivale Plaque K.
10 Ec 3b subgingivale Plaque K.
11 Ec 3c subgingivale Plaque k.
12 Ec 4a subgingivale Plaque K.
13 Ec 5a subgingivale Plaque n.k.
14 Ec 5b subgingivale Plaque n.k.
15 Ec 6a subgingivale Plaque n.K.
16 Ec 7a subgingivale Plaque k.
17 Ec 8a subgingivale Plaque K.
19 Ec 9a subgingivale Plaque K.
20 Ec 10a subgingivale Plaque n.k.
21 Ec 10b subgingivale Plaque n.k.
22 Ec 11a subgingivale Plaque n.k.
23 Ec 12a subgingivale Plaque K.
24 Ec 12b subgingivale Plaque K.
25 Ec 13a subgingivale Plaque n.k.
26 Ec 14a subgingivale Plaque n.k.
30 Ec 15a subgingivale Plaque n.k.

Als Referenzprobe flir alle PCR’s wurde der Typstamm Ec-BCMG-232
verwendet. Bei der Sequenzierung diente die Sequenz mit der Accession Nr.
AF320620 (31) mit 1476 bp als Referenz.
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2.2 Kultivierung von Eikenella corrodens

Zur Gewinnung von Kulturen wurden Nahragarplatten in Form eines Drei-Osen-
Ausstriches mit den einzelnen Isolaten beimpft. Hierzu wurde CDC-Blut-Agar

verwendet, welcher sich wie folgt zusammensetzt:

Caseinpepton 15,0 g
Pepton aus Sojamehl 5049
Hefeextrakt 50¢g
NaCl 50g¢g
L — Cystein 0,5¢
Agar-Agar 16,0 g
Hemin — Stammidsung 10,0 ml
Vit. K1 Stammlésung 1,0 ml
H,O dest. ad 1000 ml

Die Bestandteile wurden in Wasser gelost und autoklaviert. Nach Abkuhlung auf
48°C wurde 50ml Schafblut hinzugefiigt und der Nahrboden in Mengen von ca.
20ml in Petrischalen gegossen.

Die beimpften Nahrbéden wurden zur Anzichtung der Kulturen unter
anaeroben Bedingungen mit der Zugabe eines Packchens Anaerokult®A
(Merck) und eines Anaerotest (Merck) fur sieben Tage im Brutschrank bei 37°C
(Heraeus VT 5042 EK/N2®, Hanau) gelagert.

Es erfolgte daraufhin bei allen Kulturen mittels Mikroskop (Zeiss, Oberkochen)
die Uberpriifung auf das tatsachliche Vorliegen der Spezies E. corrodens sowie
auf die Reinheit der Kultur. Konnte beides bestatigt werden, wurde die gesamte
Kultur mit Hilfe eines Wattetragers vom Nahrboden abgenommen und in 400pl
bidestilliertem und sterilem Wasser ausgewaschen, so dass aus dieser

Suspension die DNA-Isolierung erfolgen konnte.
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Abb. 3: Bilder einer Kultur von E. corrodens

A: 12fache VergroRerung, B: 23fache Vergréfierung

2.3 Isolierung der DNA

Bei allen Isolaten wurde die DNA-Isolierung mit Hilfe des:
Invisorb®Spin Blood Mini Kits, Invitek, Berlin

gemal des Herstellerprotokolls durchgefiihrt.

Hierbei wurde die Bakteriensuspension auf ein Filtersystem gegeben und
zentrifugiert, wobei die DNA im Filter gebunden wurde. Mit verschiedenen
Puffern wurden mdgliche andere im Filter verbliebene Ruickstande
ausgewaschen. Nach erfolgter Reinigung wurde die gebundene DNA mit einer
speziellen Pufferldsung aus dem Filtersystem geldst. Die so isolierte DNA

wurde bis zur weiteren Verwendung bei —20°C aufbewahrt.
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24 Nachweis von Eikenella corrodens

Die DNA der Isolate wurde zunachst durch eine PCR auf das Vorliegen von E.
corrodens uberpruft. Fur diesen Nachweis wurde ein 688-bp groRes Segment
aus dem 16S rRNA-Gen amplifiziert, da dieses Gen bei bisher allen getesteten

Isolaten vorlag (4). Dies geschah unter Verwendung der Primer:

Ec-1: 5-CTA ATA CCG CAT ACG TCC TAA G-3°
Ec-2: 5-CTA CTA AGC AAT CAA GTT GCC C-3° (Ashimoto1996)

Durchfuhrung: Ein PCR-Ansatz mit dem Gesamtvolumen von 25yl enthielt 3pl
der isolierten DNA, 2ul PCR-Puffer (10xTaq Puffer mit 15mM Mg”) (Eppendorf,
Hamburg), 100uM Desoxynucleosid-triphosphate (dNTP’s) (Invitek, Berlin),
jeweils 0,375pM der Primer Ec-1 und Ec-2 (MWG, Ebersberg) und 1U Tag-
Polymerase (Eppendorf, Hamburg) aufgefullt auf das Gesamtvolumen mit
sterilem bidestilliertem Wasser.

Die ,Polymerase chain reaction® (PCR) wurde im Thermocycler (Mastercycler
gradient, Eppendorf, Hamburg) unter Verwendung des folgenden Programms
durchgefuhrt:

Denaturierung 94°C 3min
Zyklus D 95°C 30s

A 60°C 60s

E 72°C 2min 35 Zyklen
Elongation 72°C 4,5min

Als Positivprobe wurde die DNA des Typstammes Ec-BCMG-232, als
Negativprobe steriles Wasser verwendet.

Ein Agarosegel (1,8%) (SeaKem®LE agarose (Biozym, Hessisch Oldendorf) mit
1xTBE-Puffer) wurde mit 18ul von jedem PCR-Produkt, jeweils vermischt mit
3,5yl Gel-Loading-Puffer (Sigma, Deisenhofen), sowie einer 1Kb-DNA-Leiter

(Invitrogen, Karlsruhe) als Marker beladen und die PCR-Produkte
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elektrophoretisch aufgetrennt (150V, 90min) (Agarosegelelektrophorese-
Einheit, Bio-Rad SUB-CELL®GT, Minchen). Das Gel wurde mit
Ethidiumbromid (1pg/ml) eingefarbt, so dass die Banden unter UV-Licht
visualisiert werden konnten (Transilluminator UV-Tisch, Typ BIL200M,

Bachofer, Reutlingen).

2.5 Polymerasekettenreaktion mit dem Primer ERIC2

Bei allen Isolaten wurde nun eine PCR mit dem 6-FAM-markierten Primer
ERIC2 (5"-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3") (100, 101) durchgefuhrt.
Um die optimalen Bedingungen flr den verwendeten Primer festzulegen,
wurden die einzelnen PCR-Parameter wie Annealing-Temperatur und
Stoffkonzentrationen von MgCl,, Primer und dNTP’s im PCR-Ansatz variiert
(siehe S. 28-30). Der endgultige PCR-Ansatz mit dem Gesamtvolumen von 50pl
setzte sich daraufhin wie folgt zusammen:

3ul DNA, 5ul PCR Puffer (10 x NH4 PCR Puffer, Invitek), 3mM MgCl,, 1,2pM
Primer, 200uM dNTP’s und 2U Taqg-Polymerase wurden mit sterilem H,O auf
das Gesamtvolumen aufgefullt.

Die PCR wurde im Thermocycler (Mastercycler gradient) unter Verwendung des

folgenden Programmes durchgefihrt:

Denaturierung 94°C 3min
Zyklus D 95°C 30s

A 50°C 60s

E 72°C 2min 35 Zyklen
Elongation 72°C 4,5min
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2.6 Auftrennung der PCR-Produkte

2.6.1  Auftrennung der PCR-Produkte mittels Agarose-Gel-Elektrophorese

Jeweils 25ul der PCR-Produkte einiger Isolate wurden mit 4ul Gel-Loading-
Puffer vermischt und in die Kammern eines 1,8%igen Agarosegels geladen, als
Marker diente die 1Kb-DNA-Leiter. Bei 150V wurden die Produkte Gber 150min
elektrophoretisch aufgetrennt und die entstandenen Banden unter UV-Licht

sichtbar gemacht.

2.6.2 Darstellung der PCR-Produkte durch die Kapillarelektrophorese

Um eine genaue Angabe der Grofle der durch die PCR entstandenen DNA-
Fragmente zu erhalten, wurden die PCR-Produkte aller Isolate im Sequenzierer
(ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer) aufgetrennt. Als Probenansatz wurde
hierfur jeweils 1yl PCR-Produkt mit 1ul internem Grélien-Standard GS 2500
Rox (Applied Biosystems) gemischt und in 15ul Formamid suspendiert. Jede
Probe wurde daraufhin fur 5min bei 95°C denaturiert und bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C aufbewahrt. Die aufgetauten Proben wurden im ABI 310
mit dem Gel POP4 geladen, als Laufparameter wurden Filter Set A, eine
Kapillarlange von 40cm und eine Laufzeit von 45min eingestellt.

Die Ergebnisse wurden mit der Software GENESCAN 2.1 (Applied Biosystems)
analysiert und so die einzelnen Fragmente im Vergleich zum verwendeten

Standard in ihrer genauen bp (Basenpaar)-Grofe berechnet.

2.7 Darstellung von Verwandtschaftsverhaltnissen der einzelnen lIsolate

anhand der erhaltenen DNA-Fragmente

Durch die Kapillarelektrophorese erfolgte eine prazise Angabe der genauen
Grolken einzelner Fragmente sowie der Anzahl der Fragmente innerhalb eines

PCR-Produkt-Gemisches. Somit konnten aus den Parametern FragmentgrofRe

24



Material und Methoden

und Fragmentanzahl verwandtschaftliche Beziehungen der einzelnen lIsolate
errechnet werden. Folgende Vorgehensweise wurde hierbei angewandt:

Alle Isolate wurden zunachst hinsichtlich gleicher Fragmentgro3en untersucht.
Stimmten eine oder mehrere GrolRen einzelner Fragmente in zwei oder mehr
Isolaten Uberein, wurde die Fragmentanzahl der Isolate hinzugezogen. Das
Isolat, welches die meisten Fragmente aufwies, wurde gleich 100% gesetzt und
anhand der ubereinstimmenden Fragmentanzahl mit anderen Isolaten der
prozentuale Verwandtschaftsgrad errechnet. Verwandte Isolate wurden nach
dem ersten Berechnungsvorgang zu einem ,fiktiven Isolat® zusammengefasst
und konnten somit aufs neue mit den verbleibenden Isolaten verglichen werden,
woraus sich wiederum ein Stammbaum ableiten liel3.

Berucksichtigt werden musste die Moglichkeit, dass zum Beispiel ein Isolat A
Fragmente gleicher Grolze wie Isolat B sowie andere Fragmente gleicher GroRe
wie Isolat C aufweisen konnte. Die Isolate B und C wirden dagegen keine
Ubereinstimmungen aufweisen. Sollte dieses Problem auftreten, wirden die
Isolate mit der hochsten Ubereinstimmenden Fragmentanzahl als am nachsten
verwandt bezeichnet werden.

Um zu Uberprifen, ob die aus subgingivaler Plaque stammenden Isolate flr
sich betrachtet andere oder eventuell deutlichere Homologien zeigten, als im
Verbund mit allen anderen Isolaten, wurde fur diese nhochmals ein gesonderter

Stammbaum errechnet.

2.8 Sequenzierung des 16S rRNA-Gens

Zur direkten Sequenzierung wurde mit der isolierten DNA aller Proben zunachst
eine PCR mit den Primern Ec-IgF (5-ACA TGC AAG TCG AAC GGC AG-3")
und Ec-IgR (5"-ACA TCT CAC GAC ACG AGC TG-3") durchgefihrt. Ein PCR-
Ansatz mit dem Gesamtvolumen von 50ul enthielt 100ng DNA, 5ul PCR-Puffer
(10 x Taqg Buffer mit 15mM Mg”), 0,75pM eines jeden Primers, 200uM dNTP's,
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1,5mM MgCl, und 2,0U Tag-Polymerase. Das verwendete Cycler-Programm

lautet:
Denaturierung 94°C 3min
Zyklus D 93°C 30s
A 55°C 30s
E 72°C 45s 30 Zyklen
Elongation 72°C 4,5min

Mit Hilfe der Exonuklease | und ,Shrimp Alkaline Phosphatase“ wurden die
entstandenen PCR-Produkte gereinigt und daraufhin sofort mit Hilfe des
Sequenzierungs-Kits ABI BigDye Terminator v3.0 cycle (Applied Biosystems) in
einem Gesamtvolumen von 20ul direkt sequenziert. Die hierzu verwendeten
Primer sind jeweils 0,5pM von Ec1 (5-CTA ATA CCG CAT ACG TCC TAA G-
3") oder Ec-2 (5'-CTA CTA AGC AAT CAA GTT GCC C-3’). Nach der
Sequenzierung wurde das Produkt zur Reinigung mit Ethanol gefallt. Der 20ul-
Ansatz wurde mit 14,5ul sterilem Wasser, 3ul 3M Natriumacetat und 62,5ul
100%igem Ethanol vermischt und bei Raumtemperatur 15min inkubiert. Nach
dem Zentrifugieren bei 13000rpm fiir 20min wurde der Uberstand entfernt, die
Probe mit 250ul 70%igem Ethanol gewaschen und abermals bei 13000rpm fur
5min zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde wieder entfernt und das
verbliebene Pellet zunachst luftgetrocknet. Im trockenen Zustand wurde es
dann in 20ul Formamid geldst und in den ABI 310 geladen. Die Sequenzen
wurden mit Pop6, einer 60cm langen Kapillare und einer Laufzeit von 120min
elektrophoretisch aufgetrennt.

Die vom Sequenzierer erstellten Sequenzen wurden mit dem Programm
,Chromas* editiert. Daraufhin erfolgte ein Vergleich der sequenzierten Produkte
untereinander sowie mit der Literatursequenz AF320620 (31) des 16S rRNA-
Gens Uber das Programm ,NCBI, Blast® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), so
dass Variationen in der Nukleotidabfolge des Gens sichtbar werden konnten.

Der zum Vergleich herangezogene Ausschnitt reicht von der Position 64bp bis
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zur Position 1428bp der rRNA. Als weiterer Literaturwert wurde die Sequenz AY
286546 (40) zum Vergleich genutzt.

Die ermittelten Sequenzen wurden uber das Programm ,ClustalW*
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw) geordnet, ebenso konnte hiermit ein
Stammbaum errechnet werden. Das verwendete Programm arbeitet nach der
hierarchischen Methode als heuristischer Algorithmus flir multiples
Sequenzalignment. Hierbei werden zunachst paarweise die DNA-Sequenzen
mit der geringsten genetischen Distanz ausgewahlt und zu einem Ast eines
zunachst ,sternformigen Baumes® vereinigt. Die genetischen Distanzen der
Sequenzen werden nun wieder neu berechnet und die nachstverwandten zu
einem Ast mit zwei Taxa zusammengefugt. Dies erfolgt solange, bis alle Taxa in
den Baum eingefugt wurden und die Sternstruktur des Baumes vollig aufgelost

wurde.
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3. Ergebnisse

3.1 Ermittlung einzelner Parameter fir die ERIC-PCR

Um optimale Bedingungen fir den verwendeten Primer zu schaffen, wurden
PCR-Parameter wie die Annealing-Temperatur sowie die Stoffkonzentrationen
von MgClz, Primer und dNTP’s im PCR-Ansatz variiert. Zur Festlegung der
effektivsten Annealing-Temperatur wurde eine Gradienten-PCR mit folgendem
Ansatz durchgefihrt: 100ng DNA, 5ul PCR Puffer (10 x NHs PCR Puffer),
2,5mM MgCly, 1,2pM Primer, 200uM dNTP’s und 2U Taqg-Polymerase aufgefullt
mit sterilem H,O auf ein Gesamtvolumen von 50ul. Der Thermocycler wurde fir
zwolf Proben des selben Isolates mit einem Gradient von 53°C Uber 5°C
programmiert, so dass jede Probe bei einer anderen Annealing-Temperatur
(beginnend bei 48,0°C und endend bei 58,4°C) Uber 35 Zyklen amplifiziert
wurde. In einem 2%igem Agarosegel wurden die PCR-Produkte bei 150V Uber

100min aufgetrennt und die entstandenen Banden mittels UV-Licht visualisiert.

Das Ergebnis ist in Abb. 4 dargestelit.
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Abb. 4: Gradienten PCR mit dem Primer ERIC2 zur Optimierung der Annealing-Temperatur;

Spur 1 zeigt die Kb-Leiter, die weiteren Spuren sind mit der jeweiligen Annealing-

Temperatur in [°C] gekennzeichnet
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Bei den Temperaturen 48,9°C, 49,8°C und 50,9°C war die Darstellung der
entstandenen Fragmente am intensivsten, so dass flir die folgenden Versuche
eine Annealing-Temperatur von 50°C festgelegt wurde.

Folgend wurden die Konzentrationen von MgCl,, Primer und dNTP’s variiert,
um eine Optimierung des PCR-Ansatzes zu erzielen. Von den Isolaten 1-3
wurde jeweils ein PCR-Ansatz mit einer MgCl,-Konzentration von (a) 3mM und
(b) 4mM versehen. Aulderdem wurde die Amplifizierung des Isolates 4 mit einer
Primerkonzentration von 4a: 0,6pM, 4b: 1,2pM und 4c: 2,4 pM durchgefuhrt.
Ebenso wurde die Konzentration der dNTP’s bei dem Isolat 4 mit 4d: 100uM,
4e: 200uM und 4f: 400uM variiert. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte
in einem 2%igem Agarosegel bei 150V uber 120min. Das Ergebnis ist in Abb. 5
dargestellt.

1 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5 6a 6b 6¢ 7a 7b 7c
oy i EHEgdi B s B2BEEEESE ;

] i'.:.:!.
1018 bp oo N S oo
R " .'i-'ﬁ - 4 . = “ =
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o -~ -
o o B g B
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Abb. 5: PCR zur Ermittlung optimaler chemischer PCR-Parameter; die Spuren 1 und 5 zeigen
jeweils die Kb-Leiter, bei den Spuren 2-4 wurde jeweils eine MgCl,-Konzentration von
a: 3mM und b: 4mM verwendet, die Spuren 6 zeigen variable Primerkonzentrationen
von a: 0,6pM, b: 1,2pM und c: 2,4pM, die Spuren 7 wiederum variieren in der
Konzentration der dNTP’s wie folgt: a: 100uM, b: 200uM, c: 400uM

Zwischen den MgCly-Konzentrationen von 3mM bzw. 4mM ist kein wesentlicher

Unterschied sichtbar, jedoch ist bei beiden Konzentrationen die Intensitat bzw.
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die Menge der einzelnen PCR-Produkte groRer als bei einer MgCl,-
Konzentration von 2,5mM, welche bei den restlichen Versuchsansatzen
verwendet wurde. Aus diesem Grund wurde fur die weiteren Versuche die
MgCl,-Konzentration auf 3mM festgelegt.

Die Konzentration des Primers mit 1,2pM und die Konzentration der dNTP’s mit
200uM fuhrten zu den deutlichsten Darstellungen. Beide Reagenzien wurden
deshalb in den zuletzt genannten Konzentrationen fur die weiteren PCR-

Ansatze verwendet.

3.2 Elektrophorese der ERIC2-PCR-Produkte

Zum Vergleich wurden einige PCR-Produkte sowohl im Agarosegel als auch mit
der Kapillarelektrophorese im ABI 310 aufgetrennt. In Abbildung 6 (S. 31) sind
Beispiele der im Agarosegel aufgetrennten Banden zu betrachten. Des
Weiteren werden in Tabelle 4 (S. 34-36) die genauen Basenpaargrof3en der
DNA-Fragmente jedes einzelnen Isolates, die nach der Kapillarelektrophorese
durch die Software ,GENESCAN 2.1 ermittelt werden konnten, tabellarisch
dargestellt.

3.2.1  Auftrennung im Agarosegel

Anhand der Darstellung der aufgetrennten PCR-Produkte mittels der
Agarosegelelektrophorese (Abb. 6, S. 31) werden sowohl Differenzen als auch
Homologien zwischen den einzelnen Isolaten erkennbar. Diese ergeben sich
jeweils aus der Anzahl der DNA-Fragmente und deren Fragmentgrofien. So
stellen sich zum Beispiel bei den Isolaten 1, 2 und 3 drei exakt identische
Banden dar, eine ebensolche Bandenubereinstimmung findet sich bei den
Isolaten 9, 10 und 11. Die Isolate 4, 5 und 6 zeigen zwei Ubereinstimmende
Fragmentgrofien, 4 und 6 sind sogar in ihren PCR-Produkten ganzlich

identisch, wohingegen das Isolat 5 weitere Fragmente aufweist.
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Die Ergebnisse der PCR wurden aus diesem Grund in Verbindung mit der
Herkunft der Isolate betrachtet. Die Isolate 1, 2 und 3 sowie 4, 5 und 6 und
ebenso 9, 10 und 11 stammen jeweils vom selben Parodontitis-Patienten,
wurden jedoch aus Plaqueproben von jeweils drei verschiedenen Stellen

isoliert.

Abb. 6: Darstellung der PCR-Produkte aus der ERIC2-PCR durch die Gelelektrophorese; die

nicht nummerierten Spuren zeigen jeweils Kb-Leitern, die anderen Spuren sind mit

den Nummern der verwendeten Isolate gekennzeichnet

Rot: Isolate extraoraler Herkunft Schwarz: Isolate aus subgingivaler Plaque

3.2.2 Darstellung der genauen GroRe der DNA-Fragmente und Entwicklung

eines daraus resultierenden Stammbaumes

Die mit Hilfe des ABI 310 erzielte genaue Aufschlisselung der PCR-Produkte
mit Angaben der Basenpaaranzahl eines jeden Fragmentes ergibt ein ahnliches
Bild wie jenes, welches durch die Agarosegelelektrophorese gewonnen wurde.
Einige Isolate zeigen wieder teilweise oder vollstéandige Ubereinstimmungen der
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Fragmentgrollen und der Fragmentanzahl, andere unterscheiden sich
wiederum gravierend in diesen Parametern (siehe Tabelle 4, S. 34-36).
Vergleicht man diese genauen Angaben mit dem visuellen Eindruck der unter
Punkt 3.2.1 (S. 30) aufgefuhrten Darstellung im Agarosegel, so wird deutlich,
dass bei der Kapillarelektrophorese im ABI 310 sehr kleine Abweichungen bei
der GroRRe einzelner Fragmente registriert werden kénnen.

Durch die Auswertung der in Tabelle 4 (S. 34-36) dargestellten
Fragmentgrollen der einzelnen Isolate ergibt sich eine grole Anzahl
differierender Isolate. Dies wird bei der Betrachtung des errechneten
Stammbaumes in Abbildung 7 (S. 37) ersichtlich. Nur bei sieben Isolaten konnte
eine 100%ige Homologie zu anderen Isolaten ermittelt werden, ansonsten
bewegt sich der prozentuale Anteil Ubereinstimmender Fragmentgrofien
hauptsachlich im Bereich zwischen 40-60%.

Die 69 Isolate wurden bei den Berechnungen in 14 Gruppen zusammengefasst.
Hierbei fallt auf, dass nicht einmal eine in allen Isolaten vorkommende
Fragmentgrolie erkannt wurde, woraus ein Zugehorigkeit der 14 Gruppen und
somit aller Isolate zur Spezies E. corrodens auszumachen ware. Statt dessen
weist keine Gruppe mehr eine Ubereinstimmung mit einer anderen auf.

Auch bei diesem Verfahren sollte die Zusammensetzung der Gruppen im
Hinblick auf die Herkunft der Isolate betrachtet werden. Einige Isolate, welche
vom gleichen Parodontitis-Patienten stammen, weisen auch hier wieder eine
100%ige Homologie auf, wie es bei den Isolaten [9, 10, 11], [1, 2] sowie [13, 14]
zu sehen ist. Auffallend hierbei ist, das Isolat 3, welches Agarosegel 100%ige
Homologie zu den Isolaten 1 und 2 zeigte, nur noch eine 87%ige Ahnlichkeit zu
den anderen beiden aufweist. Des Weiteren finden sich Isolate des selben
Patienten in ganzlich verschiedenen Gruppen wieder, wie dies zum Beispiel bei
den Isolaten 4, 5, 6, 7 gegeben ist. Hier weisen die Isolate [4 und 6] sowie [5
und 7] eine jeweils ca. 80%ige Ubereinstimmung auf und werden dann mit
Isolaten anderer Patienten in zwei verschiedenen Gruppen zusammengefasst.
Andere Isolate gleicher subgingivaler Herkunft wiederum zeigen nur eine
niedrige prozentuale Homologie, werden aber derselben Gruppe zugeordnet

(zum Beispiel Isolate 20 und 21). Auch ist es moglich, dass ein Isolat zu einem
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anderen Isolat fremder Herkunft groRere Ahnlichkeit aufweist, als zu einem
Isolat des gleichen parodontalen Wirtes (Isolat 23, 24, 26).

Um die Verwandtschaftsverhaltnisse der lIsolate, welche aus Plaqueproben
gewonnen wurden, gesondert zu betrachten, wurde dezidiert fur diese Isolate
ein zweiter Stammbaum errechnet (Abb. 8, S. 38). Damit auch in der Tabelle 4
(S. 34) eine bessere Ubersicht gewahrleistet ist, wurden die Isolate aus
Plaqueproben schwarz gedruckt, im Gegensatz zu den rot gedruckten
extraoralen Isolaten. Aus der Berechnung des zweiten Stammbaumes
reduzieren sich die gebildeten Hauptgruppen auf sieben, jedoch lasst sich auch
hier keine einheitliche Zuordnung zur Hauptspezies erkennen. Die prozentuale
Homologie der Isolate untereinander liegt hier hauptsachlich zwischen 30-60%,
ein eindeutiger Unterschied zur Berechnung des ersten Stammbaumes wurde

jedoch nicht erzielt.
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Tabelle 4:  Darstellung der genauen Fragmentgré3en aller Isolate
Grau: Isolate aus subgingivaler Plaque Rot: Isolate extraoraler Herkunft
Probennr. [ 1 [ 2 [ 3] 4][5[6]7[9[10[11][12]13[14[15[16[17[19[20]21[22[23[24[25] 26] 30

Basenpaare
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Abb. 7:

Darstellung von Verwandtschaftsverhaltnissen aller Isolate nach der ERIC2-PCR

(Schwarz: Isolate aus subgingivaler Plaque, Rot: Isolate extraoraler Herkunft,

A-N: 14 Hauptgruppen, MaRstab: prozentuale Ubereinstimmung der Fragmente)
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Abb. 8: Darstellung von Verwandtschaftsverhaltnissen der aus subgingivaler Plaque
stammenden Isolate nach der ERIC2-PCR

(A-G: 7 Hauptgruppen, MafRstab: prozentuale Ubereinstimmung der Fragmente)
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3.3 Ergebnisse der Sequenzierung des 16S rRNA-Gens aller Isolaten

Die Ergebnisse der Sequenzierung werden in Tabelle 5 (S. 41-43) aufgelistet
und der daraus entwickelte Stammbaum in Abbildung 9 (S. 44) dargestellt.

Aus Tabelle 5 wird ersichtlich, an welcher Position des 16S rRNA-Gens eines
Isolates ein zur Referenzsequenz AF320620 (31) differierendes Nukleotid
vorliegt und um welches es sich handelt. Zum weiteren Vergleich wurde die
Sequenz AY286546 (40) herangezogen, welche zur Sequenz AF320620
deutliche Sequenzvariationen aufweist, die auch im Vergleich der Sequenzen
aller Isolate mit der Sequenz AF320620 zu erkennen sind.

Des Weiteren geht aus Tabelle 5 hervor, dass die Sequenzen aller Isolate in
acht Hauptgruppen zusammengefasst werden kénnen, in welchen jeweils eine
Hauptsequenz erkennbar ist. Innerhalb der jeweiligen Hauptgruppen bilden sich
wiederum Untergruppen, welche sich aus der vollstandigen Homologie ihrer
Sequenzen ergeben. Diese Sequenzen weichen durch eine geringe Anzahl an
Einzelmutationen in der Basenabfolge von der Hauptsequenz ab. Die
Zusammenfassung der Isolate in Untergruppen ist in Tabelle 5 nicht
gekennzeichnet, wird aber aus der Gruppierung im Stammbaum (Abb. 9)
ersichtlich. Auch die Sequenz AY286546 kann mit 16 Isolaten in einer
Hauptgruppe zusammengefasst werden und zeigt zu sieben Isolaten eine
vollstandige Homologie.

Dreizehn Isolate bilden eigene Untergruppen, da sie keine vollstandige
Homologie zu anderen Isolaten aufweisen. Hierzu zahlt ebenfalls die Sequenz
AF320620, die zudem eine isolierte Hauptgruppe bildet.

Stark variabel ist auch die Anzahl der Isolate innerhalb einer Untergruppe. So
enthalten einige nur ein Isolat, andere lediglich zwei in ihren Sequenzen
homologe Isolate und wieder andere bis zu 15 identische Isolate.

Im Vergleich mit der Sequenz AF320620 zeigen die Isolate weiterhin eine
unterschiedliche Anzahl von Mutationen. So liegt bei den Isolaten 20 und 21 an
25 Stellen der Sequenz ein Basenaustausch vor, wohingegen das Isolat 225
nur zwei solcher Mutationen aufweist. Auch kommt es vor, dass Mutationen

sich nicht nur auf eine Base begrenzen, sondern auf einer langeren Strecke der
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Sequenz erfolgt sind. So wurden bei einigen Isolaten der Gruppe A Mutationen
uber eine Sequenzlange von 5 Nukleotiden festgestellt.

Auf der Gesamtsequenzlange von 1364 Basenpaaren weisen jedoch alle
Isolate Uber weite Strecken identische Basenpaarabfolgen auf. Aus diesem
Grund liegt die prozentuale Variabilitat der Gruppen zur Referenzsequenz unter
2%, was aus dem Malstab des dargestellten Stammbaumes (Abb. 9, S. 44)
ersichtlich wird. Auch kann hierdurch eine eindeutige Zuordnung zur Spezies E.
corrodens erfolgen. Des Weiteren wird es mit dieser Methode ermoglicht,
Cluster zu bilden. So kénnen 26 Untergruppen in acht Hauptcluster (A-H)
zusammengefasst werden.

Auch bei diesem Verfahren ist eine Betrachtung der Ergebnisse hinsichtlich der
Herkunft der Isolate erforderlich. So ist es hier ebenfalls auffallig, dass Isolate
gleicher Herkunft nicht zwingend Bestandteil der gleichen Unter- oder
Hauptgruppe sind. Dies ist nur bei den aus Plaqueproben gewonnenen Isolaten
[1, 2, 3], [9, 10, 11] und [20, 21] gegeben. Die ebenfalls aus subgingivaler
Plaque stammenden Isolate 4, 5 ,6 ,7 werden drei verschieden Gruppen
zugeordnet, von denen sich lediglich zwei im selben Cluster befinden. Es fallt
jedoch auf, dass sich die Cluster B und D nur aus subgingival gewonnenen
Isolaten zusammensetzen, sie stehen jedoch wiederum nicht in naherer

Beziehung zueinander.
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Tabelle 5: Darstellung auffalliger Sequenzregionen aller Isolate
(Legende zur Tabelle siehe Seite 43)
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Schwarz: Isolate aus subgingivaler Plaque, Rot: Isolate extraoraler Herkunft

1. Zeile:  Bezeichnung der Cluster mit den Buchstaben A — G

2. Zeile:  Bezeichnung der Sequenz mit der jeweiligen Nummer des Isolates bzw. der
Accession-Nr.

3. Zeile:  Position des Beginns der Sequenzierung beim jeweiligen Isolat

Pos.: Position der jeweiligen Base in der Gesamtsequenz
del.: deletion
N: die Base konnte nicht bestimmt werden

A, C, G, T: Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin
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Abb. 9:

Darstellung der Ergebnisse der 16S rRNA-Sequenzierung in Form eines
Stammbaums. Zu beachten ist der Mastab, nach dem die prozentuale Variabilitat
unter 2% liegt! (rote Nr.: extraoral gewonnene Isolate, schwarze Nr.: Isolate aus

subgingivaler Plaque, A-H: acht Hauptcluster)

0,01

Ec 259
Ec 241,248,
245, 264

Ec 75, 7,
Lot

251

Bz ] |A

Ec 254
Ec 12, 261

Ec 20,21
Ec 22,2324,
5.3 B

Ec 1,2,3.9,
10,117,

Lit2

Ec 15

w5 ] |C

EE ] |
Em ] |D

Ec 19,6 269
Ec 260

Ec 227,228,
229,231,
232,235,

236,237,
244,249, E
252,258
267,268, 4

Ec 238, 245,
263, 265

Ec 16, 230,
233,234, F

242

Ec AFT20E20 ]H

Ec 233, 243

Ec 226

44



Ergebnisse

3.4 Gegenuberstellung der Ergebnisse der ERIC2-PCR und der

Sequenzierung

Beim Vergleich der in der vorliegenden Arbeit angewandten Verfahren sind
Ubereinstimmungen der Ergebnisse kaum erkennbar. Nach den Ergebnissen
der Sequenzierung konnten alle Isolate einer Genospezies zugeordnet werden,
wohingegen die Ergebnisse der ERIC2-PCR keine eindeutige Zuordnung zu
einer Hauptspezies zulieBen. Die Zusammenstellung der Gruppen aus den
Isolaten differiert weitestgehend. Lediglich zwei Gemeinsamkeiten lassen sich
beim Abgleich der Gruppen- bzw. Clusterbildung im Hinblick auf die Herkunft
der Isolate erkennen. So finden sich die Isolate des ,Parodontitis-Clusters® B
der Sequenzierung (bis auf die Isolate 20, 21, 22) in der ,Parodontitis-Gruppe*
H der ERIC-PCR wieder (Abb.9, S. 44 u. Abb.7, S. 37). Auch die in einer
Gruppe des Clusters D der Sequenzierung zusammengefassten Isolate 255, 7
und 5 werden durch die PCR zur Hauptgruppe K vergesellschaftet. Hierbei
korreliert allerdings die 100% Ubereinstimmung bei der Sequenzierung nicht mit
dem 50%igen Verwandtschaftsgrad bei der PCR. Jedoch sind auch hier alle
drei Isolate subgingivalen Ursprungs.

Ein gravierender Unterschied zwischen PCR und Sequenzierung ist weiterhin
der prozentuale Verwandtschaftsgrad. Weisen bei der Sequenzierung alle
Isolate eine Uber 98%ige Ahnlichkeit auf, so schwankt der Verwandtschaftsgrad
bei der PCR zwischen 9 und 100%.
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4. Diskussion

E. corrodens qilt als naturlicher Besiedler der menschlichen Mundhohle und des
oberen Respirationstraktes (4, 11, 75, 77, 93). Gleichzeitig wird es als Pathogen
fur Parodontitis (4, 9, 11, 87) angesehen und darlber hinaus flr extraorale
Infektionen verantwortlich gemacht (9, 23, 27, 29, 46, 75, 77, 80, 90). Da E.
corrodens in friheren Studien eine erhdhte genetische Heterogenitat aufwies
(9, 12, 13, 15, 28, 80, 98), ergab sich die Fragestellung, ob bestimmte Klone mit
Parodontitis oder extraoralen Infektionen assoziiert sein kdnnen und nach den
Differenzierungsmaoglichkeiten von diesen. Es wurden bereits verschiedene
genetische Bestimmungsmethoden fur Isolate aus verschiedenen Individuen
und verschiedenen Infektionen angewandt (9, 12, 13, 89, 29). Die Ergebnisse
dieser Studien zeigten alle eine enorme genetische Variabilitat von E.
corrodens - Isolaten, die aus der dentalen Plaque, von der
Schleimhautoberflache der Mundhohle sowie aus extraoralen Infektionen
isoliert worden waren. Diese Variabilitdt der E. corrodens — lIsolate trat bei
parodontal erkrankten, als auch bei parodontal gesunden Patienten (14, 9, 29)
und bei Isolaten aus extraoralen Infektionen (89, 80) auf. Basierend auf diesen
Ergebnissen kamen die Autoren zu dem Schluss, dass zur Zeit noch keine
Verbindung zwischen spezifischen Klonen und Parodontitis oder anderen
spezifischen Infektionen hergestellt werden kann (9, 29). Seit jedoch genetische
Analysen anderer pathogener Bakterien zeigten, dass unterschiedliche Klone
fur spezifische Infektionen respektive einzelne Krankheitsausbriche
verantwortlich sein kdnnen (1, 63), wird immer wieder die Moglichkeit diskutiert,
ob nicht auch einzelne Stdmme von E. corrodens mit verschiedenen klinischen
Manifestationen von Infektionen in Verbindung zu bringen seien (9, 29, 80).

Mit dieser Fragestellung wurde in der vorliegenden Arbeit die ERIC2-PCR und
die Sequenzierung des 16S-rRNA Gens an 69 verschiedenen E. corrodens -
Isolaten durchgefuhrt, um genetische Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen
diesen Isolaten, gewonnen von Patienten mit Parodontitis, Tonsillitis, Sinusitis,

Osteomyelitis, Sepsis und Lungenabszessen, zu untersuchen.
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Zunachst sollen die Ergebnisse beider Verfahren unabhangig voneinander
betrachtet werden.

Bei der Darstellung der Ergebnisse der ERIC2-PCR wurde bereits erwahnt,
dass bei der durch den ABI 310 ermdglichten genauen Angabe der
Basenpaaranzahl eines jeden DNA-Fragmentes auch kleinste Abweichungen in
der Gréle des ,Amplikons® (Fragments) registriert werden. Diese kdnnen beim
rein visuellen Betrachten der Darstellung im Agarosegel nicht wahrgenommen
werden. Schon geringe Abweichungen fuhren jedoch unter Umstanden dazu,
dass Isolate, welche bei der Agarosegelelektrophorese als homolog erkannt
wirden, durch die genauere GréRendarstellung keinerlei Ubereinstimmungen
mehr aufweisen konnten. Verglichen mit anderen Studien und deren
elektrophoretischen Auswertungen (17, 21, 22, 30, 44, 50, 52, 62, 74) ist
deshalb anzunehmen, dass die im Agarosegel dargestellten Fragmente
eindeutiger auszuwerten sind, als die durch den ABI 310 aufgetrennten
,<Amplikons“. Dennoch lassen sich die Isolate aufgrund ihrer ermittelten
Fragmentgroflen und -anzahl zu einzelnen Gruppen zusammenfassen, auch
wenn der Verwandtschaftsgrad prozentual betrachtet zum Teil nur relativ gering
ausfallt. Ein weiterer Nachteil der Auswertung im ABI 310 ist, dass alle aus den
Ergebnissen gebildeten Gruppen keinerlei Zugehorigkeit zueinander zeigen, so
dass eine Clusterbildung aus einer gemeinsamen Herkunft heraus nicht
realisierbar ist. Somit ware vor der Bestimmung eines Stammes eine
zusatzliche Untersuchung hinsichtlich der Zugehorigkeit zur Spezies E.
corrodens erforderlich.

Betrachtet man die Herkunft der Isolate in Verbindung mit den gebildeten
Gruppen, so sind bei Isolaten gleicher Herkunft sowohl Zuordnungen in
dieselbe Gruppe, als auch Zuweisungen in vollig unterschiedliche Gruppen
maoglich. Auch sind in einzelnen Gruppen Isolate aus verschiedenen Infektionen
nebeneinander aufgeflhrt. Lediglich in der Gruppe H (Abb. 7, S. 37) kumulieren
ausschlieRlich Isolate, welche von Patienten mit Parodontitis gewonnen
wurden. Hierbei ist jedoch zu berucksichtigen, dass der prozentuale Anteil der
von letztgenannten Patienten gewonnenen Isolate hinsichtlich der Gesamtzahl

der Isolate bei 58% liegt. Somit ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich eine
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Gruppe ausschlieBlich aus Isolaten dieser Patienten zusammensetzt,
verhaltnismalig gro. Betrachtet man des Weiteren nur die
Verwandtschaftsverhaltnisse der Isolate, welche aus subgingivalen
Plaqueproben gewonnen wurden, so wird auch hier eine weit gefacherte
Heterogenitat deutlich. Eine gemeinsame Herkunft Iasst sich auch aus diesem
Stammbaum nicht ableiten, die Anzahl der Hauptgruppen reduziert sich zwar
um 50% auf sieben, ist aber fur die Anzahl der 43 Isolate immer noch recht
grof3, zumal der Verwandtschaftsgrad innerhalb dieser Gruppen auch hier nur
im mittleren Bereich liegt. Die vorliegenden Ergebnisse schliel3en sich demnach
Ergebnissen vorheriger Studien an, welche besagen, dass bisher noch keine
eindeutige Verbindung spezifischer Klone zu bestimmten Erkrankungen
hergestellt werden kann (9, 29).

Bei der Sequenzierung hingegen ergeben sich aufgrund der langen
Grundsequenzldnge der 16S rRNA relativ hohe Ubereinstimmungen und
darUber hinaus ist eine eindeutige Zuordnung der lIsolate zur Spezies E.
corrodens moglich. Da auch eine Zusammenfassung der einzelnen Gruppen in
Cluster moglich ist, eignet sich dieses Verfahren eventuell eher zur
Subtypisierung der Spezies E. corrodens als die ERIC2-PCR.

Betrachtet man auch hier wieder die Herkunft der Isolate hinsichtlich der
Gruppenzusammensetzung, so stellt sich in etwa das gleiche Ergebnis wie bei
der ERIC2-PCR dar: Isolate gleicher Herkunft kdnnen sich sowohl in gleichen,
als auch in verschiedenen Gruppen befinden. Auch bei diesem Verfahren
beinhalten einzelne Gruppen als auch einzelne Cluster sowohl Isolate von
Patienten mit Parodontitis als auch von anderweitigen Infektionen, womit
vorangenannte Studien ebenfalls bestatigt werden kdnnen. Allerdings enthalten
hier die Cluster B und D ausschlie3lich Isolate von an Parodontitis erkrankten
Patienten und auch einige Gruppen setzen sich nur aus Isolaten zusammen,
welche aus subgingivalen Plaqueproben gewonnen wurden, oder aber aus
extraoralen Regionen stammenden Proben. Diese Ergebnisse deuten
zumindest auf die Mdglichkeit hin, dass einzelne Klone mit bestimmten

Erkrankungen assoziiert werden konnten.

48



Diskussion

Fir die Multiklonalitat einer Infektion mit E. corrodens mag es eine einfache
Erklarung geben, wenn sie im Kontrast zur Gberwiegend monoklonalen Infektion
mit Spezies wie A. actinomycetemcomitans gesehen wird (29). E. corrodens ist
ein komensalisches Bakterium in seiner subgingivalen okologischen Nische. Es
besteht die Mdglichkeit, dass ein jeder Mensch irgendwann in seinem Leben E.
corrodens subgingival beherbergt. Die hohe Pravalenz von E. corrodens fuhrt
zu einer grolReren Wahrscheinlichkeit fur einzelne Individuen, fremden E.
corrodens Klonen ausgesetzt zu werden und so eine groRere Akkumulation von
verschiedenen E. corrodens Klonen Uber die Lebenszeit hinweg zuzulassen. Im
Gegensatz hierzu mag die vorwiegend monoklonale Infektion von A.
actinomycetemcomitans die Konsequenz einer relativ niedrigen Pravalenz in
der Bevdlkerung sein (29).

Beim Vergleich der in der vorliegenden Arbeit angewandten Verfahren sind
Ubereinstimmungen der Ergebnisse kaum erkennbar. Nach den Ergebnissen
der Sequenzierung konnten alle Isolate einer Genospezies zugeordnet werden,
wohingegen die Ergebnisse der ERIC2-PCR keine eindeutige Zuordnung zu
einer Hauptspezies zulieBen. Die Zusammenstellung der Gruppen aus den
Isolaten differiert weitestgehend. Beim Abgleich der Gruppen- bzw.
Clusterbildung im Hinblick auf die Herkunft der Isolate, finden sich die Isolate
des ,Parodontitis-Clusters® B (Abb.9, S. 44) der Sequenzierung (bis auf drei
Isolate) in der ,Parodontitis-Gruppe“ H (Abb.7, S. 37) der ERIC-PCR wieder. Da
dieses Ergebnis jedoch ausschlie3lich in nur einem Cluster beziehungsweise
einer Gruppe zu finden ist, unterstreicht dieses die Notwendigkeit des Suchens
nach weiteren Verfahren mit der Zielsetzung, eine Zuordnung von bestimmten
Klonen von E. corrodens zu spezifischen Erkrankungen mdglich zu machen.

Es stellt sich nun die Frage hinsichtlich der Praktikabilitat der hier verwendeten
Verfahren, um erstens die Spezies E. corrodens in einzelne Stamme zu
unterteilen, und zweitens dann diese spezifischen Stamme spezifischen
Erkrankungen zuzuordnen. Bei der Interpretation der Ergebnisse beider
Verfahren durfen die sich haufig wiederholenden Mutationen nicht auer Acht
gelassen werden. So kdnnen zum Beispiel Punktmutationen, Transformationen

und Translationen verschiedene Ergebnisse erzielen:
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e das Muster eines Isolates ist nicht vom Muster eines anderen Isolates zu
unterscheiden
e es liegt nur eine eingeschrankte Ubereinstimmung vor

e es liegt Uiberhaupt keine Ubereinstimmung vor (96).

Alle drei Konsequenzen vorgenannter genetischer Ereignisse konnten bei den
hier untersuchten Verfahren beobachtet werden. Da E. corrodens von Natur
aus genetischen Austausch durch horizontalen Gen-Transfer zeigt, kdnnen sich
standig neue Genotypen durch Rekombination ergeben (29). Auch die
Ergebnisse dieser Arbeit lassen eine ausgesprochen breite genetische
Variabilitat vermuten.

Fir die Anwendung der ERIC2-PCR in Verbindung mit der Auftrennung im ABI
310 konnten Mutationen eine besondere Rolle spielen. Durch eine Variabilitat in
der Basenpaarabfolge ist es mdglich, dass ein Amplikon seine Lange um nur
einige Nukleotide verkurzt oder verlangert. Dies hat bei der Auftrennung mittels
ABI 310 unmittelbar zur Folge, dass es keine Ubereinstimmung mehr mit einem
vorher Ubereinstimmenden Segment eines anderen Isolates zeigt. Diese relativ
.Kleinen“ Variabilitaten wirden bei der visuellen Auswertung im Agarosegel
aber wahrscheinlich nicht registriert, was eine Reduzierung der dargestellten
Heterogenitat von E. corrodens zur Folge haben koénnte und dadurch eine
bessere Mdglichkeit zur Subtypisierung gegeben ware. Auf der anderen Seite
ist es jedoch auch moglich, dass durch Mutationen gesamte Fragmente
wegfallen oder hinzukommen. Diese Ereignisse werden natlrlich auch im
Agarosegel elektrophoretisch dargestellt, sind jedoch durch ihre eindeutige
Interpretierbarkeit durchaus dazu geeignet, zur Subtypisierung von E.
corrodens beizutragen.

Im Gegensatz dazu zeigen Mutationen des 16S rRNA-Gens keine so
gravierenden Konsequenzen. Die Sequenzierung des 16S rRNA-Gens wurde
schon in friheren Studien zur Klassifikation von Bakterien verwendet und ist
dafir bekannt, in eher geringem Male evolutionaren Veranderungen
unterworfen zu sein (39, 54, 66). So zeigt sich auch in dieser Arbeit, dass
Mutationen zwar in geringem Ausmal stattfinden, sich aber auf einzelne Basen

oder sehr kurze Sequenzstrecken begrenzen. Im Hinblick auf das gesamte Gen
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sind die Auswirkungen auf den Nachweis verwandtschaftlicher Beziehungen
verschwindend gering. Dies begrindet sich darin, dass ein Basenaustausch bei
der Sequenzierung zwar registriert wird, es durch die Lange der untersuchten
Sequenz jedoch prozentual gesehen zu einer sehr kleinen Abweichung in der
Ubereinstimmung mit anderen lIsolatsequenzen kommt. Eine Verwandtschaft
der untersuchten Isolate wird immer auszumachen sein, da der Grofdteil der
Basenpaarabfolge identisch bleibt.

Die genetische Heterogenitat von E. corrodens wurde bisher durch die DNA-
Hybridisierung (14), Restriktions-Endonukleasen-Analyse (12),
Makrorestriktionsanalyse (89) und ,random primed“ PCR (9, 29, 80) untersucht
und bestatigt. Die genetische korreliert offenbar mit einer phanotypischen
Heterogenitat, wie durch unterschiedliche  Muster der aulderen
Membranproteine gezeigt werden konnte (13). Auch Analysen der
Lipopolysaccharid-Bandenmuster in der SDS-Polyacrylamidgelektrophorese
zeigten eine hohe Heterogenitat (94). Einige Verfahren offerieren
vielversprechende Ansatze zur Eignung fur die Subtypisierung von E.
corrodens. Hierzu zahlen vor allem die Makrorestriktionsanalyse sowie die
,random primed“ PCR.

Bei der Makrorestriktionsanalyse wird das gesamte Genom auf die An- und
Abwesenheit einer Erkennungssequenz fur eine selten schneidende
Restriktionsendonuklease untersucht. Somit wird auch das gesamte Genom als
Restriktionsfragmentpolymorphismus genutzt und ist damit durchaus fur
epidemiologische Fragestellungen geeignet (89). Die Anwendung dieses
Verfahrens bei mehreren Isolaten und deren Vergleich und gegebenenfalls
Zuordnung zu einzelnen Untergruppen steht allerdings noch aus.

Bei den bisherigen PCR-Studien (9, 80, 29) zeigte sich immer eine ausgepragte
Heterogenitat, die eine Subtypisierung zwar moglich machte, die Anzahl der
Untergruppen eine weitere Anwendbarkeit aber uneffektiv erscheinen lasst. Das
gleiche Resumee kann aus der ERIC2-PCR der vorliegenden Arbeit gezogen
werden. Da schon 69 Isolate insgesamt 14 Untergruppen zugewiesen werden,
lasst dies erwarten, dass sich bei der Untersuchung weiterer Isolate neue

Untergruppen ergeben wurden. Dies ist vor allem bei der Anwendung des ABI
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310 zu erwarten. Trotzdem stellt die ERIC2-PCR eine Moglichkeit dar, die
Spezies E. corrodens in Stamme zu unterteilen. Hierzu sind in jedem Fall
weitere Untersuchungen mit einer Vielzahl an Isolaten erforderlich, bei denen
der elektrophoretischen Darstellung im Agarosegel aus vorgenannten Grunden
eventuell der Vorzug gegeben werden sollte.

Die Sequenzierung der 16S rRNA von E. corrodens wurde in dieser Arbeit
erstmals mit der Fragestellung verwendet, ob die Moglichkeit einer
Subtypisierung mit diesem Verfahren gegeben ist. Da alle Isolate der gleichen
Spezies zugeordnet werden kdnnen und die Anzahl der gebildeten Cluster nicht
die Hohe der bei der PCR gebildeten Gruppen erreicht, ist dieses Verfahren flr
eine Subtypisierung eventuell eher geeignet. Es stellt sich jedoch die Frage, ob
eine Heterogenitat, welche prozentual gesehen unter 2% liegt, fur eine
aussagekraftige Subtypisierung als ausreichend anzusehen ist.

Die mdgliche Zuordnung spezifischer Klone zu bestimmten Erkrankungen stellt
eine zukunftige Aufgabe dar. Die Ergebnisse der Cluster- und Gruppenbildung
in dieser Arbeit lassen zwar die Vermutung zu, dass eine gewisse Assoziation
zu einzelnen Krankheiten moglich sein koénnte, Beweise oder eindeutige
Hinweise konnten jedoch nicht erbracht werden. Die angestellte Vermutung
wird von einer fruheren Studie unterstitzt, in der die klonale Diversitat und
Stabilitdt von E. corrodens - Isolaten Uber langere Zeit untersucht wurde (29).
Mit Hilfe der ,random primed“ PCR wurde dargestellt, dass die klonale
Diversitat von E. corrodens bei Parodontitis bei einer Koinfektion mit P.
gingivalis signifikant zunahm. Andere demographische oder mikrobiologische
Variablen konnten mit der subgingivalen klonalen Diversitat von E. corrodens
allerdings nicht in Verbindung gebracht werden (29).

Schlussendlich bestatigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass E. corrodens eine
Spezies mit einer groflen genetischen Heterogenitat darstellt, welche zu
weiteren Untersuchungen hinsichtlich der Assoziation verschiedener klonaler
Untergruppen mit Parodontitis und extraoralen Infektionen Anlass gibt. Die
Sequenzierung der 16S rRNA und die ERIC2-PCR bieten zwar noch Potential
fur weitere Forschungen, jedoch ist mit diesen beiden Verfahren die

Fragestellung der Subtypisierung nicht zufrieden stellend zu beantworten.
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5. Zusammenfassung

Eikenella corrodens gilt als typischer Besiedler der Mundhohle und des
Respirationstraktes und wird als Pathogen unter anderem mit der Parodontitis
assoziiert. Da es phanotypisch und genetisch eine hohe Heterogenitat aufweist,
wird die Zuordnung verschiedener Klone zu verschiedenen Krankheitsentitaten
diskutiert. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, mit zwei Verfahren
(,LERIC2-PCR" und ,Sequenzierung des 16S rRNA-Gens®) die genotypische
Variabilitdt von E. corrodens darzustellen und die daraus resultierende
Madglichkeit zur Subtypisierung auch im Hinblick auf die Herkunft der Isolate zu
Uberprifen.

An 69 klinischen Isolaten wurde zum einen die ERIC2-PCR in Verbindung mit
der Kapillarelektrophorese unter Einsatz eines internen Grof3en-Standards als
Referenz durchgefuhrt. Die Gegenuberstellung der erzielten Fragmentgréf3en
und —anzahl der einzelnen lIsolate fuhrte zur Bildung von 14 Hauptgruppen,
welche untereinander keine Gemeinsamkeiten mehr aufweisen. Zum anderen
wurden die selben Isolate nach der Sequenzierung ihres 16S rRNA-Gens
hinsichtlich Variabilitaten in der Nukleotidabfolge untersucht, wodurch acht
Cluster gebildet werden konnten, welche sich wiederum aus Untergruppen
zusammensetzen. Alle Cluster sind auf einen gemeinsamen Ursprung
zuruckzufihren. Sowohl bei der ERIC2-PCR als auch bei der Sequenzierung
|&sst sich ein Einfluss der Herkunft der Isolate auf Gruppen- oder Clusterbildung
kaum erkennen.

Die Ergebnisse bestatigen die bekannte gro3e Heterogenitat der Spezies E.
corrodens. Fur die Subtypisierung sind die untersuchten Verfahren jedoch
unzureichend. Die ERIC2-PCR ist durch die grol’e Anzahl der entstehenden
Gruppen, welche zudem der Spezies nicht mehr eindeutig zugeordnet werden
konnen, als nicht praktikabel anzusehen. Die Sequenzierung erlaubt zwar eine
Zuordnung zur Hauptspezies, die prozentuale Heterogenitat erscheint jedoch
fur eine daraus hervorgehende eindeutige Subtypisierung als zu gering. Eine
genaue Zuordnung bestimmter Klone zu einzelnen Krankheitsbildern ist

ebenfalls mit beiden Verfahren nicht durchfuhrbar.
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