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Einleitung

Dieser Beitrag soll den Leser über aktuelle und zukünftige Entwicklungen in der

molekulargenetischen Diagnostik anaerober Infektionen und deren Erreger informieren, wobei

die vorgestellten Methoden bislang nur für die Diagnostik der Leitkeime einer marginalen

Parodontitis zu Routinetests ausgereift wurden. Gerade diese Diagnostik wird zur Zeit

propagiert und stellt eine Erweiterung des konventionellen Spektrums für mikrobiologische

Laboratorien dar.

Die Molekularbiologie hat in den letzten Jahren viele Gebiete der Medizin revolutioniert.

Speziell in der medizinischen Mikrobiologie wird ein breites Spektrum von Verfahren

eingesetzt, um zum Beispiel nicht oder schwer zu kultivierende Mikroorganismen, darunter

obligat anaerob-lebende Bakterien, nachzuweisen. Zudem dienen diese Verfahren der

Typisierung anzüchtbarer Bakterien und der Aufklärung epidemiologischer Zusammenhänge.

Nukleinsäure-Hybridisierungstechniken unter Verwendung von genomischen oder

Oligonukleotid-Sonden stellen wesentliche Verfahren in der molekularen Medizin dar. Eine

Sonde ist dabei eine Sequenz einzelsträngiger Nukleinsäure, die in der Lage ist, mit ihrer

komplementären Zielsequenz über Nukleinsäure-Basenpaarungen sehr spezifisch zu

hybridisieren. Sonden können eingesetzt werden zum Nachweis der DNA oder RNA von

Mikroorganismen. DNA-Sonden können aus nur 18 bis 35 Nukleotiden oder, bei

genomischen DNA-Sonden, aus mehreren tausend Nukleotiden bestehen. Das Basisprinzip

der DNA-Sonden-Technologie ist dabei die Hybridisierung, die eine Denaturierung der

doppelsträngigen DNA, bzw. doppelsträngiger Bereich der RNA, zu Einzelsträngen und den

Nachweis dieser Einzelstränge mit markierter, komplementärer Sonden-DNA einschließt. Die
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Sonden-Hybridisierung kann genutzt werden, um genetische Verwandtschaft in der DNA /

RNA verschiedener Organismen nachzuweisen. Dazu kann mittlerweile ein ganzer Satz von

Sonden eingesetzt werden, die gegen verschieden konservierte Bereiche, zumeist der 16S

rRNA/DNA, gerichtet sind (1). Im mikrobiologisch-diagnostischen Laboratorium können

DNA-Sonden bereits routinemäßig eingesetzt werden zur taxonomisch exakten Bestätigung

der Identität von wichtigen klinischen Isolaten, zum Beispiel Enterococcus faecalis, Listeria

monocytogenes, Mykobakterien, Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcus aureus,

Streptococcus agalactiae oder Streptococcus pneumoniae (2, 3; Gen-Probe Inc., St. Diego,

USA). Weiterhin werden DNA-Sonden und PCR-Technologie zunehmend von

Routinelaboratorien genutzt, um kulturell anspruchsvolle Organismen und damit auch obligat

anaerob lebende Bakterien direkt im klinischen Material nachzuweisen.

Gensonden zur Diagnostik anaerober Infektionen

Zur Unterstützung der Diagnostik allgemeiner anaerober Infektionen haben Gensonden

bislang nur ein geringes Einsatzgebiet gefunden. So haben Greisen und Mitarbeiter (1) eine

Gensonde entwickelt, um die Bacteroides-Flavobacterium-Gruppe gegenüber anderen

pathogenen Bakterienarten abzugrenzen. In unserer Arbeitsgruppe wurde eine

Actinomycetales-Gruppe spezifische Sonde publiziert, um die Diagnostik der Aktinomykose,

verursacht durch eine Vielzahl verschiedener, fermentierender Aktinomyzeten, zu

unterstützen (4). Weiterhin werden Gensonden eingesetzt, um Resistenz- oder Virulenzgene

bei obligat anaeroben Bakterien zu detektieren. Lacroix et al. analysierten die Tetrazyklin-

Resistenz bei Prevotella- bzw. Bacteroides-Spezies über den Nachweis des TetQ-Gens (5)

und Daube et al. haben Sonden entwickelt, um die Toxingene bei Clostridium perfringens zu

differenzieren (6). Den größten Einsatzbereich haben die Gensonden aber im Bereich der

Parodontitiserreger-Diagnostik gefunden. Die marginale Parodontitis wird nach dem heutigen

Stand der Wissenschaft als eine odontogene Infektion mit einem typischen (meist anaeroben)

Leitkeimspektrum betrachtet, dessen Zusammensetzung für die Prognose der Erkrankung

wesentlich ist. Die hier seit einigen Jahren etablierten Verfahren sollen im folgenden

ausführlicher beschrieben werden, da sie in Zukunft auch breitere Anwendung in der

medizinischen Mikrobiologie finden werden.

Genomische DNA-Sonden und Plasmid-Sonden: French und Mitarbeiter führten 1986 den

ersten Nachweis der Parodontitis-Erreger Prevotella intermedia und Porphyromonas

gingivalis mit Hilfe gereinigter gesamtgenomischer DNA der beiden Spezies, die im Nick-
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Translationsverfahren radioaktiv mit 32P bzw. nicht radioaktiv mit Biotin-11-dUTP markiert

wurde (7). Die Sensitivität der Sonden lag zwischen 102 und 103 Bakterienzellen pro Probe. In

der Folge wurden diese Versuche von verschiedenen Autoren (8-12) wiederholt und bei

verschiedenen Fragestellungen (zum Beispiel HIV-Parodontitis, Korrelation der

Mikroorganismen mit den klinischen Symptomen) angewendet, wobei das Spektrum der

genomischen Sonden auf alle bislang bedeutsam erscheinenden Parodontopathogene

ausgeweitet wurde (genomische Sonden für P. gingivalis, P. intermedia, Treponema

denticola; klonierte Plasmidsonden: Actinobacillus actinomycetemcomitans, Fusobacterium

nucleatum, Eikenella corrodens, Campylobacter rectus, Bacteroides forsythus). Dieses

Testverfahren ist registriert und in Teilen durch die Firma OmniGene patentiert. Die Sonden

werden von den ANAWA-Laboratorien AG (Wangen, Schweiz) auch zur

Routineuntersuchung subgingivaler Plaque bei der Fragestellung einer Parodontopathie

eingesetzt. Der Vertrieb entsprechender Probeentnahmekits (meridol-DNS-Sondentest) an

interessierte Zahnarztpraxen erfolgt in Deutschland durch die Firma Wybert GmbH (Lörrach).

Die Proben werden über die Wybert GmbH als Zwischenstation den ANAWA-Laboratorien

zugesandt und dort zentral bearbeitet.

Bei dem meridol-DNS-Sondentest sind folgende Einschränkungen zu beachten:

a) Kreuzreaktivität einiger Sonden mit Spezies, die in enger Verwandtschaft zum

Zielorganismus stehen. Mit ca. 1 Prozent ist die Reaktion im allgemeinen jedoch von

geringer klinischer Relevanz.

b) Das Verfahren ist seit der Etablierung Mitte der achtziger Jahre wenig geändert worden; so

detektiert die gegen P. intermedia gerichtete Sonde auch den Genotyp II, der mittlerweile

als Prevotella nigrescens reklassifiziert wurde und bei marginalen Parodontitiden wohl

von geringer ätiologischer Bedeutung ist (13, 14).

Insgesamt gibt es aber mit dieser Verfahrensweise die bislang größten Erfahrungen, und es hat

weltweit – und so auch im deutschsprachigen Bereich – die größte Verbreitung zur

Untersuchung von Routineproben, eingesandt durch niedergelassene Zahnärzte und

Universitätszahnkliniken, gefunden.

Oligodeoxynukleotid-Sonden: Chuba in der Arbeitsgruppe von Göbel setzte 1988 als erster

Oligodeoxynukleotid-Sonden, die sich gegen die 16S rRNA richteten, ein, um die

Parodontitis-Erreger P. gingivalis und A. actinomycetemcomitans nachzuweisen (15). Die 16S

rRNA (small subunit RNA) ist ein Teil der kleinen Untereinheit der bakteriellen Ribosome.

Sie besitzt Signatursequenzen für die verschiedenen Taxa (z. B. Bakteriengattung oder
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Spezies), und der Sequenzvergleich dieser RNA dient in zunehmendem Maße der exakten

taxonomischen Eingruppierung von Bakterienisolaten. Die Spezifität der 16S-rRNA-

gerichteten Sonden wurde mit 100 Prozent angegeben (unter optimalen

Hybridisierungsverhältnissen), die Sensitivität der mit 32P markierten Sonden lag bei der

Nukleinsäuremenge von 1 bis 5 x 103 Zellen / Dot. Dix und Moncla entwickelten 1990

artspezifische, gegen 16S rRNA gerichtete DNA-Sonden (Länge 24 Basen, 32P markiert) zur

Erfassung von A. actinomycetemcomitans, B. forsythus, P. gingivalis, P. intermedia

Genotypen I und II, E. corrodens, F. nucleatum und C. rectus (16). Zudem zeigten sie, daß es

mit diesen Sonden prinzipiell möglich ist, einzelne Bakterienarten in der extrem heterogenen

Plaque der betroffenen Parodontalbereiche spezifisch nachzuweisen. Die Spezifität und

Sensitivität ihrer DNA-Sonden war vergleichbar mit den Werten der Göbel-Gruppe.

Das Verfahren der Oligodeoxynukleotid-Sondendiagnostik wird exemplarisch in der

Abbildung 1 dargestellt.

Mittlerweile werden ähnlich Oligonukleotidsonden zur Detektion von Parodontopathogenen

auch von Routine-Laboratorien eingesetzt. So benutzt die Firma IAI (Institut für Angewandte

Immunologie, Zuchwil, Schweiz) selbstentwickelte Oligonukleotidsonden zur Untersuchung

der subgingivalen Plaque (IAI PadoTest 4.5®). Der Vertrieb für Deutschland geschieht durch

Identis Dentalprodukte GmbH, Heidelberg. Die Untersuchung der Proben wird hierbei

ebenfalls zentral in der Schweiz durchgeführt.

Einschränkungen bei dem PadoTest bestehen bezüglich folgender Gesichtspunkte:

a) Die Sensitivität mit einem Limit von 5 x 103 Zellen pro Dot ist relativ gering, da

Bakterienarten wie A. actinomycetemcomitans oder P. gingivalis auch noch unterhalb

dieser Nachweisgrenze von Bedeutung sind.

b) Das Verfahren berücksichtigt nicht die Art P. intermedia sensu stricto. Der Nachweis von

E. corrodens und F. nucleatum ist prinzipiell zwar möglich, wurde aber aufgrund der

unklaren klinischen Relevanz dieser Spezies nicht in das Standardprogramm

aufgenommen.

c) Die Spezifität der kommerziell verwendeten 16S-rRNA-gerichteten DNA-Sonden ist zwar

anzunehmen, exakte Daten zur diagnostischen Sensitivität und Spezifität des PadoTests

wurden jedoch bislang nicht publiziert.

Oligonukleotidsonden zeichnen sich durch eine hohe Stabilität aus. Ihre Spezifität läßt sich,

im Gegensatz zu genomischen Sonden, nicht nur empirisch ermitteln, sondern auch durch



5

16S-rRNA / DNA-Sequenzvergleich mit Datenbanken (z. B. Ribosomal Database Project,

Illinois, USA oder arb, Institut für Mikrobiologie der Universität München) absichern.

Auf der Basis des 16S-rRNA-Nachweises wurde auch der LCL® Parodontitis-Test der Firma

LCL biokey GmbH (Medizintechnisches Zentrum, Aachen) aufgebaut. Die Sensitivität dieses

DNA-Sondentests wird mit 102 bis 103 Zellen pro Dot angegeben und dürfte somit

ausreichend für die Diagnostik der Parodontitis sein. Dieses Verfahren berücksichtigt auch die

Art P. intermedia, was einen Vorteil gegenüber dem IAI-Verfahren darstellt. Die Proben

werden von LCL zentral in Aachen untersucht, wobei zur Verkürzung der Proben-

Transportzeiten eine Kooperation mit niedergelassenen Mikrobiologen angestrebt wird.

Neben dem direkten Nachweis von obligat anaeroben Bakterien in klinischen Materialien,

finden Oligonukleotide zur Differenzierung nah verwandter Bakterienarten zunehmendes

Interesse. Es sind DNA-Sonden publiziert zur Differenzierung von Prevotella- (13),

Capnocytophaga- (17), Peptostreptococcus- (18), oder Clostridium-Spezies (19). Die

Abbildung 2 beschreibt beispielhaft die Differenzierung von Prevotella intermedia und

Prevotella nigrescens mit Hilfe von DNA-Sonden. Diese beiden Spezies werden in dem rapid

ID32A-Detektionssystem (bioMérieux) beide als “Prevotella intermedia” diagnostiziert,

können aber auf genetischer Ebene mit Hilfe der DNA-Sonden klar unterschieden werden,

was auch durch Multilocus-Enzym-Elektrophorese oder Ribotypisierung bestätigt wird. Die

Differenzierung beider Bakterienarten ist aufgrund ihrer unterschiedlichen klinischen

Bedeutung relevant (14).

PCR-Diagnostik bei anaeroben Infektionen

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) ist eine hoch sensitive

Technik, mit der geringste Mengen von spezifischen DNA- oder RNA-Sequenzen nach

enzymatischer Amplifikation auf eine genügend hohe Menge angereichert werden können, so

daß eine Detektion möglich wird (20). Der Ursprung dieser Entwicklung liegt in der

Grundlagenforschung von Mullis und Mitarbeitern an der Cetus Corporation und dem

Department of Human Genetics, Emeryswill, USA (21-23). Die Technik kann eingesetzt

werden, um spezifische Nukleinsäure auch in klinischen Materialien, in denen bakterielle,

virale- oder eumyzetische Erreger als Ursache vermutet werden, nachzuweisen. Das

Fundament der Technologie sind wiederum Signatursequenzen innerhalb der DNA- oder

RNA-Komposition, durch die jeglicher Organismus detektiert oder differenziert werden kann.
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In der PCR-Methodik wird ein von spezifischen Oligonukleotiden flankierter DNA-Bereich

durch wiederholte Denaturierung der Ziel-DNA (Target, Template), Anlagerung der

Oligonukleotide und Polymerisation über 20 bis 35 Zyklen hinweg amplifiziert und dadurch

sichtbar gemacht. Verschiedene Modifikationen der ursprünglichen PCR-Technik sind

mittlerweile beschrieben worden. In der Applikation der Multiplex-PCR werden multiple

Primer-Paare für verschiedene Zielmoleküle in derselben Amplifizierungsmixtur eingesetzt.

Dadurch können in ein- und derselben Reaktion verschiedene (pathogene) Mikroorganismen

nachgewiesen werden. Eine solche Multiplex-PCR auf dem Gebiet der Anaerobier-Diagnostik

wurde zum Beispiel eingeführt zum simultanen Nachweis der Clostridium difficile-Toxingene

A und B (24). Weitere PCR-Anwendungen betreffen den Nachweis des Hämolysin-Gens von

Clostridium septicum (25), Clostridium botulinum-Toxin-Gene in Nahrungsmitteln (26) sowie

Bacteroides fragilis-Enterotoxin-Gene im Stuhl (27). Interessant erscheint die PCR-

Technologie auch, um in primär sterilen Materialien nach Spuren bakterieller DNA zu

fahnden. Kane und Mitarbeiter haben in ihrer 1998 veröffentlichten Studie  Blutproben von

Patienten nach gastrointestinalen Operationen auf das Vorhandensein von intestinalen

Bakterien hin untersucht, die für die Komplikation des multiplen systemischen

Organversagens verantwortlich gemacht werden (28). Dazu extrahierten sie aus dem Blut von

40 chirurgisch behandelten Patienten und 20 gesunden Kontrollindividuen die DNA und

führten eine 16S rRNA gerichtete PCR, spezifisch für die Leitkeime Escherichia coli und

Bacteroides fragilis sowie für Eubakterien i. allgem. durch. Während bei der Kontrollgruppe

keine der PCR-Reaktionen positiv wurde, zeigten 64% der Blutkulturen von kritisch

erkrankten Patienten mikrobielle DNA, wohingegen nur 14% ihrer konventionellen

Blutkulturen positiv wurden. Die PCR-Methode kann also zum Nachweis bakterieller DNA in

Blutproben genutzt werden. Dabei ist jedoch die daraus folgende therapeutische Konsequenz

sehr umstritten, denn der alleinige Nachweis der DNA kann nicht als Beweis für das

Vorhandensein vermehrungsfähiger Bakterien gelten. Weiterhin wird die PCR-Diagnostik im

Bereich der Anaerobier-Diagnostik zum Nachweis von veterinärmedizinisch relevanten

Isolaten genutzt. So wurde der Nachweis von Clostridium chauvoei bei Rindern mit

“blackleg-disease” im nekrotischen Gewebe eingesetzt (29) und zum Nachweis von

Clostridium perfringens-Enteritis in Schweinen (30, 31).

Auch für das Verfahren der PCR finden sich auf dem Gebiet der anaeroben Infektionen die

größten Einsatzgebiete in der Parodontitis-Diagnostik. Mit Hilfe der Polymerase-

Kettenreaktion ist es möglich, für die Parodontitis-Grundlagenforschung bedeutsame Fragen
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zu beantworten, zum Beispiel nach der Erstbesiedlung der Mundhöhle mit den Leitkeimen

(32) oder aber auch die Frage nach den Habitat-Nischen der obligat anaeroben Leitkeime in

der Mundhöhle (33). Zudem wird die PCR zum Monitoren des Parodontitis-Therapieverlaufs

eingesetzt und zur Evaluation neuer Therapieverfahren. Die Abbildung 3 zeigt exemplarisch

den Einsatz der Polymerase-Kettenreaktion in einer Multiplexvariante zum Nachweis der

Parodontitis-Erreger Prevotella intermedia und Bacteroides forsythus. Hierbei zeigen

Prevotella intermedia-positive-Proben ein 660 bp- und B. forsythus-haltige Proben ein 840

bp-Amplifikat. Mit Hilfe dieser Multiplex-PCR wurde nicht nur subgingivale Plaque der

Parodontitis-Patienten, sondern auch ihre Zungen-, Buccal- und Tonsillen-Abstriche

untersucht, wodurch die Habitate einzelner Bakterienarten in der Mundhöhle sichtbar werden

(33). Bei den Parodontal-Erkrankungen ist die Quantifizierung der anaeroben Erreger von

entscheidender Bedeutung. Durch die allgemein sehr hohe Sensitivität (< 100 Bakterienarten)

der PCR können auch noch deutlich positive Signale auf der Basis von zum Beispiel 5 bis 10

P. gingivalis-Zellen in einer Probe subgingivaler Plaque auftreten, wobei die Frage zu stellen

wäre, ob solche Ergebnisse klinisch überhaupt relevant sind. Das Verfahren hat daher eher

seinen Platz in der Grundlagenforschung als zum Routinenachweis der Bakterien in klinischen

Materialien. Die Firma Hain-Diagnostika GmbH (Nehren) nutzt eine speziell wenig

empfindlich (104 Keime pro Probe) eingestellte PCR-Reaktion in Kombination mit reverser

Hybridisierung zum hochspezifischen Nachweis von parodontopathogenen Bakterien in

Routineproben. Der Test wird an niedergelassene Mikrobiologen vertrieben, um für Zahnärzte

die Parodontitis-Leitkeimdiagnostik bei besonders progressiven und refraktären Formen dieser

Erkrankung durchzuführen.

Zukunftsperspektiven für den Einsatz von DNA-Sonden und PCR im Bereich der

Anaerobier-Infektionen

Während zum jetzigen Zeitpunkt die DNA-Sonden und PCR-Diagnostik aufgrund der

überdurchschnittlich hohen Kosten nur für ausgewählte Bereiche der medizinischen

Infektiologie zum Einsatz kommen, werden mit zunehmender Automatisierung und

Miniaturisierung dieser Verfahren in Zukunft auch breitere Einsatzbereiche möglich. Aus den

Fragestellungen der Genomforschung heraus wurden DNA-Chips (microarrays) entwickelt,

auf denen -nach PCR-Amplifikation und Fluoreszenzmarkierung der Template-DNA- bis zu

400.000 Hybridisierungsreaktionen auf der Fläche von weniger als 2 x 2 cm2 durchgeführt und
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über Laserscanner analysiert werden können (Übersicht: 34, ausführliche Informationen sind

dem Januar (1999)-Supplement von Nature Genetics zu entnehmen). Diese Technik, hat im

Ansatz bereits Einzug gehalten in die medizinische Mikrobiologie und ist hier für den Bereich

schwer zu kultivierender Bakterien sowie für Resistenz- und Expressionsanalysen interessant

(35-37). Während diese mit hohen Anfangsinvestitionen verbundene Technik bislang nur sehr

wenigen Laboratorien weltweit zur Verfügung steht, ist aufgrund zukünftiger Preissenkungen

(ähnlich wie bei der Microchip-Technologie in der Vergangenheit ?!) eine rasante Verbreitung

wahrscheinlich. Die DNA- und PCR-Technologie könnte somit innerhalb der nächsten

Dekade viele der konventionellen medizinisch-diagnostischen Methoden ersetzen.
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Abbildung 1:

Nachweis von Parodontitis-Leitkeimen m.H. von DNA-Sonden

Nach Entnahme subgingivaler Plaque durch den Parodontologen, werden die Nukleinsäuren

der Probe im Labor isoliert und auf einer Nylonfolie immobilisiert (Dot-Blotting). Nach der

Fixierung erfolgt die Hybridisierung des genetischen Materials mit z.B. Digoxigenin

markierten DNA-Sonden. Die Detektion erfolgt in diesem Fall über Zugabe eines

monoklonaler Antikörpers, der mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist. Das Enzym setzt
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anschließend ein Chemilumineszenz-Substrat um und das emittierte Licht schwärzt einen

Radiofilm. Durch Vergleich der Signalintensitäten von Probe und Referenz läßt sich die Art

und die ungefähre Zellzahl der Bakterien in der Probe bestimmen. Bei radioaktiv markierten

Sonden schwärzt die γ-Strahlung der Isotope direkt den Film.
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Abbildung 2:

Repräsentative Dot-Blot-Hybridisierung zur Differenzierung von Prevotella intermedia

und P. nigrescens-Isolaten. Reihe A: ATCC 25611 (105, 104 und 103 Zellen), Reihe B:

ATCC 33563 (105, 104 und 103 Zellen), Reihe C-F: Klinische Isolate (13). In Blot A wurde

die Pi-Sonde (P. intermedia-spezifisch) und in Blot B die Pn-Sonde (P. nigrescens-spezifisch)

verwendet. Stämme dieser nah verwandten Prevotella-Arten lassen sich danach eindeutig

differenzieren.
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Abbildung 3:

Multiplex-PCR zum Nachweis der Parodontitis-Erreger Prevotella intermedia und

Bacteroides forsythus in subgingivaler Plaque (1P-4P), Tonsillen- (1T-4T), Wangen- (1B-

4B) und Zungen-(1Z-4Z)-Abstrichen: M: 50-2.000 bp-Marker; Spur 1: Positivkontrolle mit

jeweils 100 ng B. forsythus bzw. P. intermedia-DNA; Spur 2: Negativkontrolle ohne

Template-DNA; Spur 3-6: Patient 1 zeigt beide Spezies in subgingivaler Plaque (1P), während

in den drei Abstrichen nur P. intermedia-DNA zu finden war; Spur 8-11: Patient 2 ist negativ

für beide Parodontopathogene in allen Materialien; Spur 14-17: Patient 3: In subgingivaler

Plaque, aber auch auf der Wangenschleimhaut sind beide Spezies nachweisbar; Spur 19 bis

22: Patient 4 ist mit B. forsythus in der Wangenschleimhaut besiedelt. Die Methode weist

Nischen mit Besiedlung obligat anaerober Bakterien in der Mundhöhle nach.
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