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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung in deutscher Sprache

In einem Tierexperiment an Ratten konnte eine reduzierte Kolonisierung von Steptococ-
cus mutans - Bakterien mit einer daraus resultierenden Abnahme der Kariesaktivitat durch
den Stamm Lactobacillus paracasei DSMZ 16671 festgestellt werden. Grund hierfur ist die
Fahigkeit der pasteurisierten L. paracasei an S. mutans spezifisch zu binden, wodurch eine
Bakterienaggregation entsteht, die durch Herunterschlucken oder Ausspiilen aus der Mund-
héhle eliminiert wird. Im Rahmen der vorliegenden In-situ-Studie sollte zum einen untersucht
werden, ob und in welchem Umfang in einer Zahnpasta suspendierte L. paracasei DSMZ
16671 die Biofilmbildung durch Adhdasion an die pellikel- bzw. biofilmbedeckte Schmelz-
oberflache beeinflussen kdnnen, zum anderen, welchen Einfluss sie auf die Speichelkeimzahl
von S. mutans ausiben. Eine zuvor durchgefiihrte Studie, in der die Wirkung einer L. paraca-
sei enthaltenden Mundspullésung an sechs Probanden untersucht wurde, zeigte eine leichte
Reduktion der Speichelkeimzahl von S. mutans. Ein Einfluss auf die Biofilmbildung konnte
nicht festgestellt werden. Anhand eines neuen Studiendesigns mit 18 Probanden sollten die

Ergebnisse durch Anwendung einer Zahnpasta bestétigt werden.

Bei dieser Studie handelt es sich um eine placebo-kontrollierte Untersuchung im Crossover-
Design. Die jeweiligen Zahnpasten (placebo oder verum) wurden Uber einen Zeitraum von
zwei Wochen verwendet. Drei Minuten und 48 Stunden intraoral getragene bovine Schmelz-
prifkorper wurden fir die Untersuchung der Biofilmbildung genutzt. Die Vitalitat der Biofil-
me wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie und konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
(CLSM), ihre Morphologie mithilfe der Rasterelektronenmikroskopie (REM) untersucht.
Hinzu kamen mikrobiologische Analysen in Form von Abklatschpréparaten bzw. Speichel-
tests auf einem Mitis-Salivarius Agar mit Bacitracin sowie DNA-Analysen durch Anwendung
der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), mit denen die Menge an S. mutans im Biofilm bzw.
im Speichel ermittelt wurde. Sowohl die Vitalitét, als auch die morphologische Auspragung
der Biofilme zeigten keinen Unterschied zwischen der L. paracasei enthaltenden Zahnpasta
und dem Placebo-Produkt. Dies galt auch fiur die Speichelkeimzahl von S. mutans, die nach
Anwendung des Placebo- und des Verum-Produktes vergleichbar war. Die Ergebnisse der

Untersuchung lassen vermuten, dass die Aggregation der S. mutans durch L. paracasei am
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Menschen entweder gar nicht oder nur in einem geringen Malie funktioniert. Bestimmte Fak-
toren in der Mundhohle, die in vitro bzw. im Tierexperiment nicht nachgestellt werden kon-
nen, scheinen die Wirkung der L. paracasei zu beeinflussen. Die unterschiedlichen Ergebnis-
se der Mutans-Streptokokken-Zahl im Speichel konnte auf die ungleiche Teilnehmeranzahl
und die verschiedenen Versuchsdesigns der zwei Studien zuriickzufiihren sein. In beiden Stu-
dien konnten jedoch keine negativen Einflisse der untersuchten Laktobazillen auf die Bio-

filmbildung entdeckt werden.

1.2 Abstract

An animal experiment demonstrated a decrease in s. mutans numbers on the teeth of rats with
an associated reduction in caries experience after feeding them with heat-killed L. paracasei
DSMZ 16671. L. paracasei co-aggregates mutans streptococci specifically. By swallowing
these bacterial aggregations, the intraoral numbers of S. mutans could be reduced considera-
bly. The aim of this in situ study was to investigate the adherence of heat-killed L. paracasei
DSMZ 16671 on pellicle covered enamel surfaces as well as their adherence on matured
biofilms. Furthermore, their influence on the amount of mutans streptococci in saliva was
analysed. A previous study with only 6 participants showed that rinsing with an L. paracasei
mouthrinse could slightly reduce the number of S. mutans in saliva. The heat-killed bacteria
did not have any influence on biofilm formation. In the actual study (18 participants) a tooth-
paste with L. paracasei was analysed to confirm the results of the previous study. The partici-
pants brushed their teeth with a placebo or a L. paracasei toothpaste for a period of two
weeks. Enamel slices of bovine incisors were exposed intraorally for 3 minutes and 48 hours
for pellicle and biofilm formation. After investigating the biofilm viability by fluorescence
microscopy and confocal laser-scanning-microscopy (CLSM), the biofilm morphology was
visualized by scanning-electron-microscopy (SEM), assessing the occurrence of rod-shaped
bacteria. To determine the amount of S. mutans in the biofilm and in saliva, microbiological
analyses (impression preparations of the enamel slabs and saliva samples plated on MSB agar
with bacitracin) and the polymerase-chain-reaction (PCR) were performed. The amounts and
the viability of biofilms were comparable for L. paracasei and placebo toothpastes. The same
results were observed when comparing the saliva counts of S. mutans after using the L. para-
casei or placebo product. The dissatisfying results of that study indicate that bacterial aggre-

gation between L. paracasei and S. mutans has not occurred in a sufficient way or has even
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not happened at all. One possible reason may be the occurrence of certain factors in the hu-
man oral cavity that influence the effect of the heat-killed lactobacilli. The smaller number of
subjects participating in the first study and the differences in the study designs could be pos-
sible reasons for the differing S. mutans counts in saliva. However, negative effects on

biofilm formation could not be observed in either study.
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2 Einleitung

Die Zahnkaries, als ,,alimentér modifizierte, polybakterielle, unspezifische, chronische Infek-
tionserkrankung mit multifaktorieller Genese* (Kretschmar et al., 2011) z&hlt heute immer
noch, trotz modernster Prophylaxe und Aufklarung sowie perfektionierter Diagnoseverfahren
weltweit zu den meist verbreiteten, bakteriellen Infektionskrankheiten (Caglar et al., 2005;
Gazzani et al., 2011; Klein et al., 2010). Neben den Faktoren Substrat, Wirt und Zeit ist die
Entstehung der Karies an das VVorhandensein eines Biofilms, eine in einer organischen Matrix
eingebetteten, strukturierten Bakterienaggregation, gebunden (Bowen und Koo, 2011; Erdem
et al., 2012; Roulet, 2003). Insbesondere wird die Besiedlung der Mundhdhle mit dem Keim
Streptococcus mutans aufgrund seiner pathogenen Eigenschaften mit der Entstehung von Ka-
ries in Verbindung gebracht (Loesche, 1986; Sanderink und Weiger, 2004; Tanzer et al.,
2001; Van Houte, 1980; Van Houte, 1994).

In den letzten Jahren wurden viele Ansatze verfolgt, um die bereits erwéhnten kariesverursa-
chenden Faktoren zu beeinflussen, da erst bei Auftreten aller Faktoren eine Karieslasion zu
erwarten ist (Roulet, 2003). Neben einer richtigen Erndhrung zur Reduktion des kariogenen
Substrats ist eine regelmalige Mundhygiene und damit verbunden die Reduktion kariogener

Keime essentiell fir eine erfolgreiche Kariesprophylaxe.

Eine neuartige Methode, zusétzlich in die bakterielle Flora einzugreifen, besteht in der Ver-
wendung von Probiotika. Hier werden fiir den Wirtsorganismus harmlose Mikroorganismen
eingesetzt, die das Wachstum schédigender Bakterien verhindern beziehungsweise das

mikrobielle Okosystem regulieren kénnen (Cannon, 2011).

In einer Studie von Lang et al. (2010) wurde ein Laktobazillen-Stamm beschrieben, der die
Fahigkeit besitzt, S. mutans spezifisch zu binden. Auf diese Weise konnten planktonisch im
Speichel vorkommende S. mutans aggregiert und mit dem Speichel heruntergeschluckt bzw.
mit dem zugefiihrten Medium wieder ausgespuckt werden. Nach erfolgreicher Kariesredukti-
on im Tierversuch an Ratten (Tanzer et al., 2010) verspricht sich die dentale Forschung durch
Verabreichung dieser Bakterien in Mundhygieneartikeln wie Mundspiillésungen, Zahnpasten,
Zahnpflegekaugummis etc., die Kariesaktivitdt beim Menschen zu minimieren. Neben den
Vorteilen einer S. mutans-Reduktion im Speichel ist jedoch in die Uberlegung mit einzube-

ziehen, dass die pasteurisierten Laktobazillen auch die Fahigkeit besitzen, an die Zahnhart-
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substanz bzw. an einen bestehenden Biofilm zu binden, um eine weitere Anlagerung von Mu-

tans-Streptokokken zu begtinstigen.

Nach einer bereits durchgefiihrten Studie, in der die Wirkung einer Mundspullésung mit pas-
teurisierten Lactobacillus paracasei-Bakterien auf den in vivo gebildeten Biofilm untersucht
wurde, soll in der vorliegenden Dissertation der Effekt einer Zahnpasta, die den gleichen Bak-

terienstamm enthielt, analysiert werden.

2.1 Literaturtbersicht

2.1.1 Der Biofilm

Allgemeines zu Biofilmen

Nachdem lange Zeit angenommen worden war, dass Bakterien als Einzellebewesen in einem
sie ernahrenden flussigen Medium vorkommen, ist heute klar, dass ihre vorherrschende Le-
bensform der Biofilm ist (Davey und O'toole, 2000; Watnick und Kolter, 2000).

Biofilme sind mit einer Oberflache verbundene strukturierte Bakteriengemeinschaften, einge-
bettet in eine extrazellulare Matrix (Bowen und Koo, 2011). Sie entstehen an den Grenzfla-
chen zweier Phasen, z.B. zwischen Wasser und einer festen Oberflache. Neben dem Vorhan-
densein von Grenzflachen ist eine weitere Grundlage fiir das Entstehen eines Biofilms ein
ausreichendes Angebot an N&hrstoffen und Wasser. Da diese Voraussetzungen leicht zu erfiil-
len sind, gelten Biofilme vor allem im medizinisch-technischen Bereich (z.B. Schlauchsyste-
me zum Transport von Flussigkeiten) als ein weit verbreitetes Problem (Costerton et al.,
1987; Donlan und Costerton, 2002).

Fur die Bindung des Biofilms an Oberflachen zeichnen die extrazelluldren, polymeren Sub-
stanzen (EPS) verantwortlich, die von den Bakterien selbst produziert und anschlieRend aus-
geschieden werden (Flemming und Wingender, 2001a). Sie verleihen dem Biofilm Form und
Struktur und sind flr dessen physikalische Eigenschaften maRgeblich verantwortlich (Anwar
et al., 1992; Bowen und Koo, 2011). Sie bestehen grofitenteils aus geladenen oder neutralen
Polysacchariden und Proteinen, zu einem geringeren Anteil aus Lipiden und anderen Makro-

molekilen (Flemming und Wingender, 2001b).

Anwar et al. (1992) stellten fest, dass sich in einem etablierten Biofilm die Stoffwechselakti-

vitat der Organismen je nach Lokalisation verdndere. Bakterien der oberen Biofilmschichten
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haben einen besseren Zugang zu Sauerstoff und Nahrstoffen sowie ein geringeres Problem,
ihre Abfallprodukte zu beseitigen. Bakterien in tieferen Schichten haben dagegen ein geringe-
res Sauerstoff- und Nahrungsangebot. Dies flihrt dazu, dass sie kleiner sind als die Zellen der
oberen Schichten und sich, vom Stoffwechselumsatz aus betrachtet, in einer ruhenden Phase

befinden.

Ein Selektionsvorteil von Biofilmen gegeniber planktonisch vorkommenden Bakterien be-
steht in ihrer F&higkeit, N&hrstoffe zu akkumulieren und wiederzuverwerten in ihrem Schutz
gegen duBere Einflisse sowie im gegenseitigen Austausch von Signalen und Genen
(Flemming und Wingender, 2001a; Sanderink und Weber, 2004).

Ein allgemein anerkanntes Modell unterteilt die Entwicklung eines reifen Biofilms in drei
Phasen: die initiale Adh&sion von Pionierkeimen auf einer Oberflache, die Proliferation und
die Reifung des Biofilms bis hin zur Freisetzung von Tochterkolonien. In den folgenden Ab-
schnitten soll nun im Detail auf die unterschiedlichen Prozesse der Biofilmbildung eingegan-

gen werden.

Grundvoraussetzung fur die orale Biofilmbildung: die Pellikel

Nur wenige Sekunden nach dem Z&hneputzen entsteht durch Interaktionen mit der Schmelz-
oberflache eine 0,1 - 1um dicke Schicht aus adsorbierten Proteinen, Glycoproteinen und ande-
ren Makromolekdlen, die als Pellikel bezeichnet wird (Hannig und Hannig, 2007; Hojo et al.,
2009; Sanderink und Weber, 2004). Der im Folgenden beschriebene VVorgang der Pellikelbil-
dung ist in Abbildung Abb. 2-1 dargestellt.

Da die Zahnoberflache berwiegend negativ geladen ist, kommt es bei Speichelkontakt zur
Ausbildung einer Hydrationsschicht (Stern-Layer, gelb in Abbildung Abb. 2-1), die haupt-
séchlich aus positiv geladenen Calcium-lonen besteht (Seemann, 2003). Bestimmte Speichel-
proteine, sogenannte Pellikel-Prékursoren, die eine hohe Affinitat zu dieser lonenschicht auf-
weisen, gehen als erste eine Verbindung mit der Zahnhartsubstanz ein. Es handelt sich dabei
um Phosphoproteine wie Statherine, Histatine oder prolinreiche Proteine. AuRerdem binden in
den ersten drei Minuten auch Muzine (MG1 und MG2), Amylase, Cystatine, Lysozym, Car-
boanhydrasen und Lactoferrin an die Zahnhartsubstanz, sodass davon auszugehen ist, dass
neben elektrostatischen Anziehungen auch hydrophobe Wechselwirkungen und Van-der-
Waals-Krafte an der Pellikelbildung beteiligt sind. Die Pellikelbildung erfolgt in zwei Phasen:
Nach einer schnellen Besiedlung der Oberflache durch die ersten Proteine folgt eine langsa-

mere, kontinuierliche Anhaftungsphase von Biomolekiilen, die nach 30-90 Minuten ein Pla-
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teau in der Wachstumsphase erreicht (Hannig und Hannig, 2009; Hannig und Hannig, 2007;
Hannig und Joiner, 2006). Es wird angenommen, dass die treibende Kraft der Pellikelbildung
in der Substitution von Wassermolekiilen durch Speichelproteine an der Zahnoberflache be-
steht, da dies die Reduktion der freien Oberflachenergie zur Folge hat (Hannig und Joiner,
2006; Vassilakos et al., 1993).

Die Pellikel weist multiple protektive Eigenschaften auf. Sie schiitzt so im Sinne eines Lubri-
kants antagonistische Zahnflachen vor Attrition und Abrasion (Berg et al., 2003; Hannig und
Hannig, 2007). Aufgrund ihrer semipermeablen Eigenschaften reguliert sie De- und Remine-
ralisationsprozesse, sodass ein Schutz vor Sdureangriffen entsteht (Hannig und Hannig,
2007). Auch antibakterielle Eigenschaften werden der Pellikel durch Speichelkomponenten
wie IgA, Lactoferrin, Lysozym, Carboanhydrase | und Il zugeschrieben (Deimling et al.,
2007; Hannig et al., 2005; Hannig et al., 2009). Neben den zuvor angeflhrten protektiven
Komponenten ist die Pellikel Ausgangspunkt der Biofilmbildung. Sogenannte Pionierkeime,
wie z.B. S. oralis oder S. sanguis, haben die Fahigkeit, uber stereochemische Wechselwirkun-
gen irreversibel an Pellikelstrukturen wie Amylase, prolinreiche Proteine, Muzine, Fibrinogen
und Lysozym zu binden (Douglas, 1994; Hannig und Joiner, 2006; Hojo et al., 2009; Lee et
al., 2011) und bieten die Grundlage fiir die weitere Adhérenz von Bakterien. Ein weiterer
Nachteil besteht in der Einlagerung von Farbstoffen oder denaturierenden Agenzien wie
Chlorhexidin in die Pellikel, was zu Verfarbungen von Z&hnen und Restaurationen flihren
kann (Hannig und Joiner, 2006).

Abb. 2-1 Zahnoberflache mit Pellikelschicht
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Die initiale Adhésion

Der erste Kontakt von Mikroorganismen mit der Zahnhartsubstanz, der entweder passiv Uber
Brownsche Bewegung oder aktiv tber chemotaktische Aktivitat der planktonischen Bakterien
erfolgt, ist eher zufélliger Natur (Quirynen, 1994). Diese im Folgenden beschriebene Anbin-
dung der Pionierkeime an die Pellikel ist in Abbildung Abb. 2-2 (lila) dargestellt.

Bei einer Annaherung des Bakteriums an die Zahnhartsubstanz kommt es ab einer Entfernung
von ca. 50 pm uber Van-der-Waals-Kréfte und hydrophobe Wechselwirkungen zur Ausbil-
dung einer reversiblen, schwachen Bindung (Douglas, 1994; Quirynen, 1994). Um die Ober-
flache dauerhaft besiedeln zu kdnnen, sind zusatzlich irreversible Mechanismen notwendig.
Die meisten Bakterien besitzen eine Umhullung aus Glykoproteinen, die Glykokalyx. In die-
ser lokalisiert, befinden sich Anheftungsstrukturen, sogenannte Adhdsine, mit denen sie an
bestimmte Bestandteile der Pellikel, z.B prolinreiche Proteine binden kénnen. Manche dieser
Adhasine, die als Lektine bezeichnet werden, erkennen Kohlenhydratstrukturen wie Galakto-
sidverbindungen der Pellikel und gehen mit diesen Uber eine Liganden-Rezeptor-Reaktion
eine feste Verbindung ein (Douglas, 1994; Folwaczny und Hickel, 2003; G&ngler und Arnold,
2005).

Streptokokken der Mutans-Gruppe sind dartiber hinaus in der Lage, ein alpha 1,3-
Glycanmolekul auf die Oberflache zu sezernieren, das Mikroorganismen zusatzlich die Bin-
dung an die Zahnoberflache erleichtert (Folwaczny und Hickel, 2003; Rosan und Lamont,
2000; Vickerman et al., 1991).

Abb. 2-2 Initiale Kolonisierer (Pionierkeime) binden
an die Pellikel
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Proliferation

Nach der initialen Anheftung erfolgt die Ausreifung des Biofilms durch Bindung neuer Bakte-
rienarten an die Pionierkeime. Dieser Vorgang, der uber mehrere Wochen andauern kann
(Rosan und Lamont, 2000), funktioniert Gber Koadhé&sions- (Bindung zwei genetisch identi-
scher Bakterien) bzw. lber Koaggregationsmechanismen (Bindung zwei genetisch unter-
schiedlicher Bakterien) (Foster und Kolenbrander, 2004; Hojo et al., 2009; Sanderink und
Weber, 2004) und wird in Abbildung Abb. 2-3 gezeigt. Auch hier spielt, wie schon bei der
priméren Besiedlung, die adh&sinvermittelte Bindung eine wichtige Rolle (Kolenbrander und
London, 1993). Bei der Koaggregation binden die Mikroorganismen entweder direkt an die
Zelloberflache der vorhandenen Bakterien oder nutzen die Zwischenschaltung speziesfremder
Bakterien, was als ,,bridging* bezeichnet wird (Folwaczny und Hickel, 2003; Jenkinson und
Lamont, 1997). Durch Verstoffwechselung des Substrats (vornehmlich niedermolekulare
Kohlenhydrate) bilden kariogene Streptokokken, Laktobazillen und Actinomyceten extrazel-
luldre (EPS) und intrazellulére (IPS) Polysaccharide. Die EPS bilden neben Speichelglycopro-
teinen den Hauptbestandteil der organischen Matrix und unterstiitzen, wie schon bei der ini-
tialen Adhéasion den VVorgang der Koaggregation. Sie dienen als Gerist des Biofilms sowie als
Nahrungsspeicher flr die Mikroorganismen (Koo et al., 2009; Lingstrom et al., 2000; Sande-
rink und Weber, 2004). In der frihen Phase der Biofilmreifung (< 6h) bilden sich Mikrokolo-
nien aus, in denen die Bakterien in engem Kontakt zueinander stehen, ohne von groRen Men-
gen extrazellularer Matrixmolekile umgeben zu sein. Dies ermdéglicht einen effektiven Gen-
austausch zwischen den einzelnen Bakterien, der fir die Ausreifung des Biofilms eine wichti-
ge Rolle spielt (Folwaczny und Hickel, 2003). Zur Anpassung des Biofilms an Umweltbedin-
gungen ist ein Informationsaustausch zwischen den Bakterien von groRRer Bedeutung. Dieser
Mechanismus, bei dem Signalmolekile zwischen den Mikroorganismen ausgetauscht werden,
wird als ,,quorum sensing® bezeichnet (Lazar, 2011; Miller und Bassler, 2001; Sanderink et
al., 2008). Kommt es zu einem Anstieg der Signalmolekdle tber einen bestimmten Schwel-
lenwert hinaus, fuhrt dies zur Transkription spezifischer Genprodukte und auf diese Weise zur
Anderung der phanotypischen Funktion der Bakterien (Folwaczny und Hickel, 2003).



Einleitung

Abb. 2-3 Koadhésion und Koaggregation mit weiteren
Keimen — Reifung des Biofilms

Reifung des oralen Biofilms

Bis zum vierten Tag besteht der Biofilm zum grofRen Teil aus grampositiven Kokken. Nach
und nach gesellen sich grampositive und gramnegative Stdbchen und zuletzt auch Spirochéten
hinzu. Im Laufe der Zeit dominiert die anaerobe Komponente des Biofilms (Loe et al., 1965).

Durch Erosion und Abschilferung erfolgt nach der Ausreifung des Biofilms die Freisetzung
von Tochterkolonien. Dieser Vorgang bietet den Bakterien die Mdéglichkeit, im Schutze der
bakteriellen Gemeinschaft neue Oberflachen zu besiedeln. Auch dieser Prozess, bei dem eine
enzymatische Durchtrennung der Matrix um die Tochterkolonie herum erforderlich ist, wird
genetisch und Gber einen Informationsaustausch (quorum sensing) reguliert (Folwaczny und
Hickel, 2003).

2.1.2 Die Karies

Definition
Unter Zahnkaries wird ein durch Bakterien verursachter Demineralisationsprozess von
Schmelz und Dentin verstanden, der bei progredientem Fortschritt zu irreversiblem Zahnhart-
substanzverlust fihrt (Géngler et al., 2005). Sie stellt die h&ufigste Erkrankung des Zahnhart-
gewebes dar und weist wie andere Erkrankungen auch Phasen der Stagnation, Remission oder
Progression auf (Klimek und Hellwig, 1999).
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Atiologie

Die ersten wissenschaftlich fundierten Untersuchungen zur Kariesatiologie gehen auf die
chemoparasitare Theorie von Miller (1892) zuriick, die spéter durch die Wissenschaftler
Keyes (1968) und Konig (1971) erganzt wurden.

Nach diesem Modell kann eine Karies nur beim Vorliegen von vier obligatorischen Faktoren
entstehen:

- azidogene Mikroorganismen

- Verflgbarkeit von Substrat

- Zeit

- Wirt
Azidogene Mikroorganismen (Plaque) bilden bei einem Uberangebot an kariogenen, nieder-
molekularen Kohlenhydraten (Substrat) organische Séuren, die bei langer und héufiger Ein-
wirkung (Zeit) auf die Zahnhartsubstanz (Wirt) zu einer Demineralisation fihren (Hellwig et

al., 2006b; Roulet, 2003; Sanderink und Weiger, 2004). Sobald auch nur einer dieser Faktoren

fehlt, kommt es zu keiner Kariesausbildung (Roulet, 2003).

Neben den vier Hauptfaktoren spielen Sekundarfaktoren wie Speichelfluss, Zusammenset-
zung des Speichels, Erndhrungsgewohnheiten, Morphologie der Zahne und die individuelle
Mundhygiene eine entscheidende Rolle bei der Kariesentstehung (Hellwig et al., 2006b; Kli-
mek und Hellwig, 1999).

KAR

Abb. 2-4 Die vier Grundvoraussetzungen fir die Ent-
stehung der Karies
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Neben der zuvor erwdhnten chemoparasitaren Theorie wurden in den darauffolgenden Jahren
weitere Hypothesen zur Kariesétiologie vorgestellt. Eine davon ist die spezifische Plaquehy-
pothese von Loesche (1976), bei der davon ausgegangen wird, dass die Karies nur durch be-
stimmte Mikroorganismen der Plaque, wie S. mutans, S. sobrinus und Laktobazillen, im Sinne
einer Infektion verursacht wird (Emilson und Krasse, 1985; Marsh und Martin, 2003b; Van
Houte, 1980). Die Pathogenitat der Plaque soll dabei von der Konzentration dieser verant-
wortlichen Mikroorganismen abhéangig sein. Die Hypothese scheint allerdings nicht vollstén-
dig gesichert, da es Patienten gibt, die trotz hoher Kariesaktivitat nur geringe Mengen an S.
mutans aufweisen (Marsh und Martin, 2003b; Masuda et al., 1979). Umgekehrt korreliert eine
hohe Mutanszahl nicht zwangsléufig mit der Entwicklung einer Karies (Eschrich et al., 2003;
Pieralisi et al., 2010) .

Bei der unspezifischen Plaguehypothese ist davon auszugehen, dass die Quantitat und nicht
die Qualitat der Plaque fur das Entstehen einer Karies verantwortlich ist (Marsh und Martin,
2003Db). Erst bei ausreichenden Plaguemengen konnen die Wirtsabwehrfaktoren die karies-
verursachenden Prozesse nicht mehr kompensieren. Die Theorie berlicksichtigt, dass die Pa-
thogenitat des Biofilms erst durch die Interaktionen und Kommunikationen der einzelnen
Mitglieder der bakteriellen Gemeinschaft entsteht. Die Entfernung der Plaque durch Zahne-
putzen stellt daher bei dieser Hypothese die einzig sinnvolle Kariesprévention dar (Kleinberg,
2002).

Marsh (1994) vereinte die zwei Hauptelemente der beiden zuvor genannten Hypothesen und
formulierte daraus die 6kologische Plaquehypothese. Er geht davon aus, dass in dentalen
Plaques standig kariogene Bakterien in relativ geringen Mengen anzutreffen sind. Solange ein
neutraler pH-Wert vorliegt und wenig kariogenes Substrat zur Verfugung steht, Gberwiegen
andere Mikroorganismen, wie z.B non-mutans Streptokokken und Aktinomyceten. In diesem
Zustand befinden sich De- und Remineralisation im Gleichgewicht. Kommt es jedoch zu ei-
nem Anstieg an kariogenen Substanzen, wird Gber die Glykolyse vermehrt S&ure produziert,
sodass es innerhalb der Plaque zu einem pH-Abfall kommt. Es folgt ein ékologischer Shift
durch die Vermehrung azidurer und azidogener Mikroorganismen wie Mutans-Streptokokken
oder Laktobazillen, wodurch der pH-Wert noch weiter sinkt (Eschrich et al., 2003; Marsh,
1994; Paes Leme et al., 2006). In diesem Zustand verschiebt sich das Gleichgewicht deutlich

in Richtung Demineralisation.

In der kirzlich vorgestellten erweiterten 6kologischen Plaquehypothese wird vermutet, dass

non-mutans Streptokokken und Actinomyceten bei einem bestehenden pH-Abfall das 6kolo-
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gische Gleichgewicht nicht mehr aufrechterhalten, sondern, im Gegenteil, durch phanotypi-
sche und genotypische Verdnderungen die Demineralisation sogar fordern kénnen. Der pH-
Abfall bewirkt eine Steigerung ihres ansonsten schwach ausgepragten aziduren und azidoge-
nen Verhaltens. Bleibt das saure Milieu Uber langere Zeit bestehen, ersetzen starkere Séaure-
bildner wie Mutans-Streptokokken und Laktobazillen die Non-Mutans-Streptokokken und
Actinomyceten, was den Prozess der Kariesentstehung beschleunigt (Takahashi und Nyvad,
2008).

Nach dieser Hypothese ist die treibende Kraft fir die Kariesentstehung eine dauerhafte Zufuhr
von Kohlenhydraten mit der daraus resultierenden Stérung des 6kologischen Gleichgewichts
(Van Houte, 1994). PraventionsmalRnahmen, die sich daraus ableiten lassen sind demnach

eine Reduktion des Zuckerkonsums und die Anregung des Speichelflusses (Marsh, 1994).

Demineralisation der Zahnhartsubstanz

Die Bakterien des Biofilms, Giberwiegend Streptokokken und Actinomyceten, sind in der Lage
Nahrungskohlenhydrate wie Saccharose Uber die Glykolyse zu organischen Sduren wie Lak-
tat, Formiat, Butyrat, Acetat, Propionat zu verstoffwechseln. Die Saureproduktion fiihrt dabei
zu einem lokalen Abfall des pH-Wertes unter 5, der mit einer Demineralisation der Zahnhart-
substanz einhergeht (Van Houte, 1980). Die unten dargestellte Stephan-Miller-Kurve zeigt
den typischen Verlauf des pH-Wertes in der Mundhohle nach Spilung mit einer 10%igen
Glukoseldsung. Bereits nach 10 Minuten sinkt der pH-Wert in den kritischen Bereich unter 5.
Erst nach 30-60 Minuten zeigen die Speichel- und Plaquepuffer ihre Wirkung und neutralisie-
ren das Mundhéhlenmilieu. Uberwiegt der Prozess der Demineralisation, so kommt es zu
oberflachlichen Schadigungen der Zahnhartsubstanz und zur Ausbildung einer Karies
(Hellwig et al., 2006b; Matsui und Cvitkovitch, 2010; Sanderink und Weiger, 2004).

13
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Abb. 2-5 Stephan - Miller - Kurve (Abhangigkeit des pH-Abfalls vom Nahrungsangebot)

Die erste klinisch erkennbare Veranderung der Zahnhartsubstanz tritt als wei3lich opake Ver-
farbung, auch ,white spot“ genannt, auf (Kidd und Fejerskov, 2004). Diese noch auf den
Schmelz begrenzte Demineralisation ist durch eine intakte Oberflache gekennzeichnet. An-
hand lichtmikroskopischer und polarmikroskopischer Untersuchungen an Dinnschliffen wird
die Schmelzkaries in vier Zonen eingeteilt (Arnold et al., 1998). Die transluzente Zone weist
ein Porenvolumen von 1% auf im Vergleich zu gesundem Schmelz mit einem Porenvolumen
von 0,1%. Sie entsteht durch das Herauslésen leicht séureloslichen Karbonats aus dem Apa-
titgitter. Die darauf folgende dunkle Zone zeigt ein Porenvolumen von 2-4 % auf. Durch Re-
mineralisationsprozesse sind die Poren jedoch kleiner als die der transluzenten Zone. Auf den
Lasionskorper, der mit 5-25% das gro3te Porenvolumen und damit verbunden den groRten
Mineralverlust aufweist, folgt schlieRlich die superfizielle Zone. Im Polarisationsmikroskop
erscheint diese Schicht mit einem Porenvolumen von weniger als 5% nahezu intakt (Arnold et
al., 1998). Sie ist das Ergebnis der Remineralisationsvorgénge des Speichels in Folge der Sau-
reangriffe (Gangler et al., 2005; Hellwig et al., 2006b).

Schreitet die Karies weiter fort, so erreicht sie nach einer gewissen Zeit das Dentin, wo sie
sich entlang der Dentinkanalchen ausbreitet. Als Reaktion auf bakterielle Toxine oder Enzy-
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me wird die Produktion von Reizdentin angeregt. Die Dentinkaries wird in eine friihe Lasion
mit partiellem Verlust vitaler Odontoblastenfortsatze und Hypermineralisation der peripheren
Tubuli-Abschnitte sowie in eine fortgeschrittene Lasion mit bestehender Kavitation und Pe-
netration von Bakterien eingeteilt. Den vier Zonen der Schmelzkaries folgen bei der friihen

Dentinlasion weitere vier Zonen.

Die Totzone besteht aus verddeten, luftgefiillten Dentintubuli (dead tracts). Kennzeichen der
darauf folgenden Transparenzzone sind die peri- und intratubulédre Mineralisation (Den-
tinsklerose). Dem schlielRen sich die Zone des normalen Dentins mit intakten Odontoblasten-
fortsatzen sowie die Zone des Reizdentins an. Nach Kavitation des Schmelzes und einer mas-
siven Invasion von Bakterien entsteht die fortgeschrittene Lasion, die wiederum in 6 Zonen

eingeteilt wird:

Zone 1: Erweichung und Verflissigung (erweichtes Dentin), Zone 2: Demineralisation durch
Laktobazillen und andere azidogene Keime, Zone 3: Frontkeime, Zone 4: Tribung, Zone 5:

Transparenz, Zone 6: Reizdentin.

Kariogene Mikroorganismen

An der Entstehung der Karies sind verschiedene Mikroorganismen beteiligt, die im Folgenden
beschrieben werden. Mutans-Streptokokken werden als bedeutende Verursacher der Karies
angesehen (Jordan et al., 1987; Sanderink und Weiger, 2004; Tanzer et al., 2001). Es handelt
sich um grampositive Bakterien, die erst nach Durchbruch des ersten Milchzahns in der
Mundhohle des Menschen nachweisbar sind (Masuda et al., 1979). Ihren Namen verdanken
sie der Féhigkeit, je nach metabolischem Aktivierungsgrad von der Stdbchen- in die Kokken-
form mutieren zu konnen (Géangler et al., 2005; Marsh und Martin, 2003a; Sanderink und
Weiger, 2004). Es werden aufgrund verschiedener Kohlenhydratantigene in der Zellwand der
Bakterien sieben verschiedene Arten von Mutans-Streptokokken unterschieden. Der haufigste
aus der Zahnplaque isolierte Vertreter dieser Gruppe ist S. mutans mit seinen drei Serotypen
(c, e und f). S. sobrinus (Serotypen d und g), S. rattus, S. ferus, S. macacae und S. downei
stellen weitere Mutans-Streptokokkenarten dar (Marsh und Martin, 2003a).

Mehrere Virulenzfaktoren sind fiir die hohe Kariogenitat von S. mutans verantwortlich:

e Mithilfe des Enzyms Glykosyltransferase lassen sich langkettige Polysaccharide aus
niedermolekularen Kohlenhydraten synthetisieren. Eine wichtige Rolle bei der Karies-
entstehung spielen dabei die unléslichen extrazelluldren Polysaccharide (Glukane

bzw. Mutane). Sie fuhren dazu, dass die Bakterien fest an der Zahnoberflache adhérie-
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ren konnen, und verleihen dem Biofilm die nétige Klebrigkeit und Struktur (Flemming
und Wingender, 2001b; Flemming und Wingender, 2010). Einen Teil der langkettigen
Polysaccharide speichern die Bakterien intrazelluldr in Glykogen-Form (IPS, intrazel-
luldre Polysaccharide), sodass sie bei geringem Substratangebot darauf zurtickgreifen
kénnen (Hellwig et al., 2006b; Paes Leme et al., 2006; Sanderink und Weiger, 2004).

e S. mutans weisen azidogene Eigenschaften auf, indem sie niedermolekulare Kohlen-
hydrate tber die Glykolyse zu Sduren (i. d. R. Laktat) verstoffwechseln. Diese Sauren
fihren zur Demineralisation der Zahnhartsubstanz (Gangler et al., 2005; Hellwig et
al., 2006b; Sanderink und Weiger, 2004; Van Houte, 1994).

e Ein wichtiger Selektionsvorteil gegenlber anderen Bakterienarten ist ihr azidures
Verhalten. Sie sind auch bei einem pH-Wert unter 4 immer noch in der Lage, sich zu
vermehren (Gangler et al., 2005; Hellwig et al., 2006b; Sanderink und Weiger, 2004;
Van Houte, 1994).

Als weitere am Kariesprozess maRgeblich beteiligte Mikroorganismen sind Lactobacillus spp.
und Actinomyces spp. zu benennen. Laktobazillen sind ubiquitar in der Mundhdhle verbreitete
Mikroorganismen, die bereits im 1. Lebensjahr in der Mundhohle auftreten. Die hdufigsten
Lactobacillus-Spezies sind L. paracasei, L. fermentum und L. acidophilus. Im Gegensatz zu
Mutans-Streptokokken kommen sie hauptsachlich in fortgeschrittenen Dentinl&sionen vor
(Caglar et al., 2005; Géangler et al., 2005; Sanderink und Weiger, 2004; Van Houte, 1994).
Auch sie weisen ein azidogenes und azidures Verhalten auf und sind mit einem leistungsféhi-

gen Phosphortranspherasesystem ausgestattet (Sanderink und Weiger, 2004).

In Anlehnung an die Lactobacillus spp. zahlen Azidogenitat, Azidurie und ein effektives
Phosphortranspherasesystem zu den Virulenzfaktoren der Aktinomyceten (Sanderink und
Weiger, 2004). Sie werden hauptsachlich mit der Karies des Wurzeldentins in Verbindung
gebracht. An der Entstehung der Schmelzkaries sind sie weniger beteiligt (Géngler et al.,
2005). Aufgrund ihrer Fahigkeit, den Biofilm durch die Produktion von Urease zu ,,alkalisie-
ren“, werden diesen Bakterien sogar zu einem gewissen Grad auch kariesprotektive Eigen-
schaften zugesprochen. Auch andere Spezies kénnen am Kariesprozess beteiligt sein, z.B.
Neisseria-, Bacteroides-, Bifidobacterium-, Clostridium-, Eubacterium- Propionibacterium-
und Rothia-Stdmme (Sanderink und Weiger, 2004).
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2.1.3 Probiotika

Probiotika sind ,,lebende Mikroorganismen, die eine positive Wirkung auf die Gesundheit des
Wirts ausliben, wenn sie in ausreichender Menge verabreicht werden“ (FAO/WHO, 2002).
Der Name leitet sich aus dem griechischen ,,pro bios — fiir das Leben* ab (Gibson und Fuller,
2000; Rastogi et al., 2011).

Die Erforschung der Probiotika geht bereits auf das Jahr 1905 zuriick, als der Biologe und
Nobelpreistrager Elie Metchnikoff einen Bakterienstamm, Lactobacillus bulgaricus, entdeck-
te, der bei regelméBRigem Verzehr einen ginstigen Einfluss auf die Darmflora ausubte
(Cannon, 2011; Meurman, 2005). Das so entstandene Konzept der Probiotika wurde in den
letzten Jahrzehnten weiterverfolgt. So fanden vermehrt Joghurts und fermentierte Milchpro-
dukte, aber auch Nahrungserganzungsmittel und pharmazeutische Préparate mit probiotischen
Mikroorganismen zur Behandlung und Prophylaxe intestinaler und extraintestinaler Erkran-
kungen Eingang in den Lebensmittelmarkt. Insbesondere Laktobazillen und Bifidobakterien
werden probiotische Eigenschaften zugesprochen (Stamatova und Meurman, 2009) und fin-
den bis heute den haufigsten Einsatz (Gibson und Fuller, 2000; Rastogi et al., 2011).

Der Grundgedanke bei der Anwendung von Probiotika ist der, dass harmlose Mikroorganis-
men solche Lebensrdume kolonisieren, die andererseits durch pathogene Keime besetzt wiir-
den (Twetman und Stechsen-Blicks, 2008). Probiotika tiben ihre Wirkung auf unterschiedli-
che Art und Weise aus. Ein moéglicher Wirkmechanismus ist die Konkurrenz der probioti-
schen Bakterien und der pathogenen Keime um Bindungsstellen (z.B. Mukosa des Darms)
oder um das Substratangebot. Einige Probiotika sind in der Lage, antimikrobielle Substanzen
zu produzieren, die anderen Bakterien schaden. Auch die Regulierung der mukosalen Perme-
abilitét ist eine Wirkung, die Probiotika zugesprochen wird (Bonifait et al., 2009; Meurman,
2005; Rastogi et al., 2011).

Probiotika in der Zahnmedizin

Nachdem sich die Anwendung von Probiotika zur Unterstiitzung der Darmflora bereits etab-
liert hatte (Bonifait et al., 2009; Burton et al., 2011; Stamatova und Meurman, 2009; Twet-
man und Keller, 2012), richtete auch die Dentalforschung in den letzten Jahren ihr Augen-
merk vermehrt auf den Einsatz probiotischer Bakterien zur Bekd&mpfung oraler Erkrankungen.
Da die Mundhohle die Pforte des Gastrointestinaltraktes darstellt, wird davon ausgegangen,
dass die meisten Wirkmechanismen, die sich bereits im Darm als erfolgreich erwiesen haben,

auch oral anwendbar sind (Cannon, 2011; Twetman und Keller, 2012).
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Es werden verschiedene Wirkmechanismen der Probiotika in der Mundhthle angenommen,
die aber bislang nicht alle nachgewiesen werden konnten. Zum einen sollen Probiotika die
Biofilmbildung durch Beeinflussung der bakteriellen Adhdsion an Proteinen (Haukioja et al.,
2008) bzw. an anderen Bakterien regulieren kénnen (Meurman und Stamatova, 2007; Rastogi
et al., 2011). In einer In-vitro-Studie von Haukioja et al. (2008) waren probiotische Bakterien
in der Lage, die Adhdrenz von S. mutans an Rezeptoren spezifisch zu verhindern, indem sie
die Zusammensetzung der Pellikel modifizierten. Auch die Konkurrenz um das Substratange-
bot sowie die Bildung von antimikrobiellen Substanzen werden als mégliche Wirkmechanis-
men gesehen. Eine indirekte Wirkung der Probiotika auf pathogene Keime kann durch Modu-
lation der systemischen und lokalen Immunantwort erzielt werden (Meurman und Stamatova,
2007). Bislang existieren nur wenige Kklinische Studien, die sich mit diesem Thema befassen.
Nése et al. (2001) fanden in einer placebokontollierten Studie heraus, dass die regelmaRige
Einnahme einer probiotischen, Laktobazillen enthaltenden Milch zu einer Reduktion des Ka-
riesrisikos bei Kindergarten-Kindern fiihrte. Eine andere Studie an 74 jungen Erwachsenen
konnte die Reduktion der S. mutans-Anzahl im Speichel nach 3-wdchigem Verzehr von
L. rhamnosus enthaltendem Kése nachweisen (Ahola et al., 2002). Auch durch einen L. reute-
ri enthaltenden Joghurt konnte eine Reduktion von S. mutans nachgewiesen werden (Nikawa
et al., 2004).

2.2 Ziel der Arbeit / Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden In-situ-Studie sollte untersucht werden, ob und in welchem Um-
fang pasteurisierte Lactobacillus paracasei-Bakterien die Fahigkeit besitzen, an der initialen
Pellikelschicht bzw. an einen préaexistierenden Biofilm (48 h) zu adhérieren. Ferner ist ein

maoglicher Einfluss auf die Biofilmmorphologie Gegenstand der Untersuchung.

Um zu Uberpriifen, ob S. mutans-Bakterien durch die L. paracasei aggluttiniert werden, wur-

de mithilfe eines Speicheltests die Anzahl der S. mutans im Speichel bestimmt.

In einer vorangegangenen Studie, in der die Wirkung einer L. paracasei enthaltenden Mund-
spullésung untersucht wurde, liel3 sich eine geringfiigige Reduktion des Keims S. mutans im
Speichel nachweisen. Einen Einfluss auf die Biofilmbildung durch die Laktobazillen zeigte
sich nicht. Anhand eines neuen Studiendesigns sollten durch die Anwendung einer Laktoba-
zillen enthaltenden Zahnpasta die bereits durchgefiihrten Untersuchungen weiter vertieft wer-

den.
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3.2 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine monozentrische, placebokontrollierte
Klinisch-experimentelle Fall-/Kontrollstudie im Crossover-Design, an der 18 Probanden teil-
nahmen. Das Studiendesign wurde von der Ethikkommission unter der Kennnummer E
213/09 genehmigt.

3.2.1 Prufprodukt

Untersucht wurde eine Test-Zahnpasta mit einer Konzentration von 10° inaktivierten (hitzege-
trocknet) und nicht gentechnologisch verdndertem Lactobacillus paracasei je Gramm. Die
Herstellerfirma etol GmbH-Werk Oberkirch deklarierte ferner folgende Inhaltsstoffe: Aqua,
Sorbitol, Silica, Hydrated Silica, Cocamidopropyl Betaine, Cellulose Gum, Titan Dioxide,

Sodium Sulfate, Lactobacillus, Sodium Fluoride, Sodium Saccharin und Allantoin.

3.2.2 Probanden

Einschlusskriterien fiir die Teilnahme der 18 Probanden zwischen 21 und 44 Jahren waren ein
kariesfreies, vollbezahntes Gebiss sowie unaufféallige Sulkusblutungs- und Gingivaindizes.

Auf eine normale Salivation und gesunde Mundschleimh&ute wurde geachtet.

Probanden mit Allgemeinerkrankungen oder einer regelmaRigen Medikamenteneinnahme
blieben ausgeschlossen. Auch spezielle Erndhrungsgewohnheiten, z.B (bermaRiger Genuss
von polyphenolhaltigen Speisen oder laktobazillenhaltigen Produkten (Kése, Joghurt), die mit
einer Beeinflussung der Biofilmbildung verbunden sein konnten, fiihrten zum Ausschluss der

Teilnahme.

Nach schriftlicher Zustimmung und Information wurden die Probanden einer von zwei Grup-

pen zugelost.

3.2.3 Biofilmgewinnung

Schienenherstellung

Nach Abformung des Oberkiefers mit dem Alginat Blend-a-print Elastic-Alginat (Procter &
Gamble, Schwalbach, Deutschland) folgte die Herstellung der Modelle aus Superhartgips
Klasse IV (Die-Stone Peach Klasse IV-Gips, Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland).
Die Anfertigung der Miniplastschienen erfolgte im Tiefziehverfahren (Erkopress ES 2004,
Erkodent GmbH, Pfalzgrafenweiler, Deutschland) mit hartelastischen, transparenten Duran®-
Folien 1,0 x 125 mm (Scheu-Dental, Iserlohn, Deutschland).
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Aus &sthetischen und phonetischen Griinden umfassten die Schienen lediglich den Bereich

zwischen dem 2. Molaren und dem 1.Pramolaren.

Prifkorper

Als Grundlage fir die orale Biofilmgewinnung kam es zur Herstellung von Schmelzprifkor-
pern, herausgeschnitten aus den Labialflachen von Rinderfrontzdhnen. Enthommen wurden
die Zdhne aus Rinderkopfen des Schlachthofes Zweibriicken. Die Rinder wurden zum Ver-
zehr weiterverarbeitet, sodass ein Befall der Priifkdrper mit BSE (Bovine spongiforme En-
zephalopathie) ausgeschlossen werden konnte. Unmittelbar nach der Extraktion wurden die

Rinderzéhne in Thymol (0,1%) gelagert.

Mithilfe einer Diamanttrennscheibe (Schleiftrennmaschine WOCO 50p, Conrad GmbH,
Clausthal, Deutschland) erfolgte die Trennung von der oralen und der labialen Flache. Aus
den Labialflachen wurden unter Verwendung eines Nassschleifgerats (Gripo 2V, Metkon In-
struments Ltd, Bursa, Tlrkei) Schmelzprifkorper mit den Dimensionen 4-5 x 4-5 x 1-1,5 mm
hergestellt. Eine standardisierte Prufkorperoberflache wurde durch eine Politur mit Silikon-
karborundschleifpapier aufsteigender Kérnung (bis 4000 Grit) bei einer Umdrehungszahl von
350 min™ erzielt (s.Abbildung Abb. 3-1). Die Kontrolle der Politur erfolgte mit einem Auf-
lichtmikroskop (Zoom-Stereomikroskope SMZ 140, Motic GmbH, Wetzlar, Deutschland) bei
12-facher VergroRerung.

Zur Desinfektion der Prufkorper wurden diese fir 30 min in 70%iger Ethanolldsung gelagert
und anschlieBend in 3%iger Natriumhypochloritldsung im Ultraschallbad (Sonorex RK 100
H, Bandelin, Berlin, Deutschland) gereinigt. Die Aufbewahrung der Proben erfolgte in 4°C

temperiertem, sterilem Wasser.
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Abb. 3-1 Herstellung eines Prifkérpers aus bovinem Schmelz

Vorbereitung der Schienen

Die Priifkdrper wurden mithilfe des A-Silikons President light body (Colténe/Whaledent
GmbH und Co. KG, Langenau, Deutschland) an den Schienen befestigt (s. Abbildung  Abb.
3-2und  Abb. 3-3). Insgesamt wurden sieben Prifkorper pro Schiene folgendermalien ver-
teilt: Bukkal wurden jeweils vier Priifkorper angebracht, die 48 Stunden lang in der Mund-
hohle verblieben. Palatinal wurden nur Prifkorper befestigt, die nach 3 Minuten wieder ent-
nommen werden konnten, da der Tragekomfort an dieser Stelle geringer ist. Unterschiede in
der Biofilmbildung zwischen palatinal und bukkal wurden in der vorangegangenen Studie
bereits ausgeschlossen. Um einen besseren Vergleich zu gewahrleisten, mussten die Priifkor-
per, die unterschiedlichen Untersuchungen dienten, immer an derselben Position platziert
werden. Der erste mesiale Prifkérper wurde flr die Untersuchung am Fluoreszenzmikroskop
und am Rasterelektronenmikroskop verwendet, der zweite diente der DNA-Analyse (Polyme-
rase-Ketten-Reaktion), der dritte wurde mikrobiologisch untersucht und der distale fur die
Analyse am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM, LSM 710, Carl Zeiss Microsco-
py GmbH, Goéttingen, Deutschland) genutzt. Die Reihenfolge wurde ebenso fir die 3-
Minuten-Prufkorper palatinal Gbernommen. Der distale Prifkorper palatinal entfiel, da eine

Untersuchung am CLSM nach nur drei Minuten Tragedauer nicht sinnvoll ist.
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Abb. 3-2 Beispiel einer mit Prufkorpern besttickten Schiene. Die
Fixierung der Prifkorper erfolgte mit dem Silikon Presi-
dent.

Abb. 3-3 Modell mit zwei besttickten Schienen (Aufsicht)

3.2.4 Versuchsablauf

Nach dem Prinzip des Crossover-Designs erfolgte eine Zulosung der Probanden in zwei
Gruppen. Gruppe | (9 Probanden) verwendete im ersten Teil des Versuchs die Placebo-
Zahnpasta und im zweiten Durchgang die Laktobazillen enthaltende Zahnpasta. Bei Gruppe |1
(9 Probanden) wurde in umgekehrter Reihenfolge begonnen. Alle Probanden bekamen fiir
jeden Versuchsabschnitt eine neue Zahnburste (Sensodyne sensitiv, GlaxoSmithKline Con-
sumer Healthcare GmbH & Co. KG, Brihl, Deutschland).

25



Material und Methode

Nach Erhebung von Plague- und Gingivaindices und der Durchfiihrung einer professionellen
Zahnreinigung startete der Versuch mit einer einwdchigen Auswaschphase. Wahrend dieser
Zeit putzten die Probanden ihre Z&hne mit einer Handzahnbirste zwei Mal pro Tag unter

Anwendung der Placebo-Zahnpasta.

Die anschlieBende Testphase erstreckte sich (iber einen Zeitraum von zwei Wochen. Wahrend
dieser Zeit verwendete Gruppe | die Placebo-Zahnpasta und Gruppe Il bekam die Verum-
Zahnpasta fur die tagliche Zahnpflege. An den Tagen 8, 15 und 22 der Testphase erfolgte die
Erhebung von Plaque- und Gingivaindizes. Zusétzlich wurden von jedem Probanden Spei-
chel- und Plague-Proben genommen. Gegen Ende der Testphase (Tag 17 und 18) erhielt jeder
Proband eine mit Prifkdrpern bestiickte Trageschiene, die Gber einen Zeitraum von 48 h in-
korporiert wurde. Beim Zahneputzen verblieb die rechte Schiene die gesamte Zeit im Mund,
sodass diese Prifkdrper mit Zahnburste und Zahnpasta zwei Mal pro Tag gereinigt wurden.
Die linke Schiene hingegen wurde erst nach dem Putzen der Oberkieferzdhne eingesetzt bzw.
im Versuchsverlauf wieder eingestzt. Diese Priifkorper kamen lediglich mit der Zahnpasta
(Zahnpasta-Speichel-Gemisch) in Kontakt, wurden jedoch nicht maschinell gereinigt. Ein Teil
der Prifkorper (drei von jeder Seite) wurde bereits drei Minuten nach dem Z&hneputzen ent-

nommen. Die Expositionszeit der tibrigen Prifkorper betrug 48 Stunden.

Nach einer einwdchigen Pause, in der die Probanden ihrer gewohnten Zahnpflege nachkamen,
wurde der Versuch fur Gruppe | mit der Verum-Zahnpasta, fur Gruppe Il mit der Placebo-

Zahnpasta wiederholt.

3.3 Untersuchungsmethoden

3.3.1 Plaque- und Gingiva-Indices

Mithilfe der Plaque- und Gingiva-Indices wurden Verénderungen der Plaguemenge und Ent-
zundungszeichen der Gingiva im Verlauf des Versuchs dokumentiert. Als Plaque-Index fand
der Plaque-Control-Record Verwendung. Nach Anfarben der Z&hne mit einer fluoreszieren-
den Indikatorflussigkeit (Plaque Test, Ivoclar Vivadent AG, Schaan, Liechtenstein) wurde die
Plaque im Bereich von vier Zahnflachen erfasst und prozentual zur Gesamtanzahl der Flachen
(max. 128 Messpunkte) errechnet.

Als Gingiva-Index wurde der modifizierte Sulcus-Blutungsindex (mSBI) nach Lange et al.

eingesetzt. Nach Ausstreichen des Sulcus im Approximalbereich (im 1. und 3. Quadranten
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bukkal sowie im 2. und 4. Quadranten oral) konnte bei Entziindung der Gingiva die Blutung
dokumentiert und prozentual zur Gesamtzahl der Approximalkontakte (max. 28 Messpunkte)
errechnet werden. Um behandlerabhangige Unterschiede zu vermeiden, erfolgte die Untersu-

chung immer durch dieselbe Person.

Insgesamt wurden drei Mal wéhrend des Versuchs Indizes erhoben: direkt zu Beginn des Ver-
suchs als Referenzwert, nach der Auswaschphase und zuletzt nach Abschluss des Versuchs.

Abb. 3-5 Detektion der Plaque durch Belichtung mit einer Polymeri-
sationslampe (Wellenlange des Lichts ~ 400-500 nm). Mini-
mal Plaque mesial an Zahn 23 erkennbar.
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Abb. 3-6 Durchfiihrung des mSBI (Ausstreichen des Sulcus mithilfe
einer WHO-Sonde)

3.3.2 Mikrobiologische Untersuchung

Die mikrobiologische Untersuchung erfolgte anhand von Speichel- und Plaqueproben sowie

von Abklatschpréparaten der intraoral exponierten Prifkorper.

Als N&hrboden fir die Anzucht der S .mutans und Laktobazillen diente, wie unten dargestellt,
der Kariesrisikotest (CRT bacteria, Ivoclar Vivadent AG, Schaan, Liechtenstein). Es handelt
sich bei diesem Produkt um einen Speicheltest, der im Rahmen der préventionsorientierten
Zahnheilkunde zur Abschatzung des individuellen Kariesrisikos eingesetzt wird. Der blaue
Mitis-Salivarius-Agar mit Bacitracin dient dem Nachweis von S. mutans, mithilfe des durch-
sichtigen Rogosa-Agars werden Laktobazillen erfasst. Die Proben fiir die mikrobiologische
Analyse wurden immer zur selben Tageszeit (12:00), eine Stunde nach dem Zahneputzen ge-

nommen.

Zum Nachweis von S. mutans und Laktobazillen sammelten die Probanden eine Minute lang
Speichel. Die Salivation wurde dabei durch Kauen auf einem Paraffinpellet stimuliert. Beide
Agars wurden vollstandig, ohne sie zu zerkratzen, mit dem Speichel benetzt und fur 48 Stun-
den bei 37°C im Brutschrank (Inkubator — Serie BD-115, Binder GmbH, Tuttlingen, Deutsch-
land) inkubiert. Eine NaHCO,-Tablette, die wahrend der Inkubation auf den Boden des CRT-
Rohrchens gelegt wurde, forderte durch CO,-Abgabe das Wachstum der Bakterien. Nach
Auszéhlen der Kolonien auf den einzelnen CRT wurde der Mittelwert aller Placebo- und Ve-

rum-Proben gebildet und miteinander verglichen.
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Zur Bestimmung von S. mutans und Laktobazillen in der Plaque wurden jedem Probanden
mithilfe eines Microbrushs (Microbrush X — extended reach applicator, Microbrush Internati-
onal, Grafton, Vereinigte Staaten von Amerika) Plaque aus den Zahnzwischenrdumen ent-
nommen, auf dem CRT Agar ausgestrichen und fur 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Fir den
Nachweis der S. mutans erfolgte die Entnahme der Plaque aus dem Zahnzwischenraum 15/16,
zur Kultivierung der Laktobazillen diente die Plaque aus dem Zahnzwischenraum 25/26. Zur
Auswertung wurden die Abklatschpraparate der Verum- und Placeboprifkorper anhand eines

Scorings miteinander verglichen.

Durch Abklatschpraparate der Prifkérper auf den CRT konnten S. mutans und Laktobazillen
im Biofilm nachgewiesen werden. Die initiale Adhdsion von Bakterien wurde durch Prufkor-
per untersucht, die drei Minuten in der Mundhéhle exponiert waren. Nach 48 Stunden Exposi-
tion konnte ein etablierter Biofilm auf S. mutans und Laktobazillen analysiert werden. Die
Auswertung der Abklatschpraparate erfolgte nach 48 Stunden Inkubation bei 37°C anhand

eines Scorings.

Abb. 3-7 approximale Plagueentnahme mithilfe eines Microbrushs
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Abb. 3-8 Verwendeter Kariesrisikotest (CRT bacteria, Ivoclar Viva-
dent AG, Schaan, Liechtenstein) mit Pipette und NaHCO2-
Tablette

3.3.3 Fluoreszenzmikroskopie und konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie und der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie konn-
te durch live-dead-staining der Anteil an lebenden und toten Bakterien im Biofilm dargestellt
werden. Mit dieser Methode wurde untersucht, ob sich die hitzeinaktivierten toten Laktobazil-

len aus der Zahnpasta im Biofilm anreichern.

Untersucht wurden auch hier die initiale Adharenz der Bakterien nach drei Minuten Expositi-
onszeit sowie der etablierte Biofilm nach 48 Stunden. Nach Entnahme der Prifkorper wurden
diese durch Abspriihen mit destilliertem Wasser von Speichelresten und anderen Auflagerun-
gen befreit. Im Anschluss wurden die Bakterien mit den zwei Fluoreszenzfarbstoffen SYTO 9
und Propidiumiodid (LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit, Molecular Probes, Euge-
ne, Oregon, Vereinigte Staaten von Amerika) benetzt. Nach Mischung der zwei Farbstoffe (je
1,5ul) mit 500ul NaCl wurde die Losung auf die Prifkorper aufgetragen und nach 15 Minuten
Einwirkzeit mit NaCl wieder ausgewaschen.

Aus allen vier Quadranten eines Prifkorpers wurden mithilfe des Fluoreszenzmikroskops
(Leica DMRB, Leica Mikroscopie & Systeme GmbH, Wetzlar, Germany) Bilder bei 100-

facher VergréRerung aufgenommen.

Fur die Auswertung wurde das Verhaltnis des Rot-Anteils der mit VVerum-Zahnpasta behan-
delten Biofilme zum Rot-Anteil der Placebo-Biofilme ermittelt.

Prifkorper, die von einem dichten Biofilm bewachsen waren, wurden zusétzlich mithilfe der
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM, LSM 710, Carl Zeiss Microscopy GmbH,
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Gottingen, Deutschland) untersucht. Bei diesem Verfahren konnen, &hnlich einer Tomogra-
phie, Schnittbilder durch die Probe angefertigt werden. Die Einlagerung von Laktobazillen

(als rote Stabchen) in den Biofilm kann so sichtbar gemacht werden.

3.3.4 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Zur morphologischen Untersuchung der Prifkorper kam die Rasterelektronenmikroskopie

zum Einsatz.

Vorbereitung der Proben

Nach Entnahme der Prifkorper wurden diese fr zwei Stunden in einer 2,5%igen Glutaralde-
hyd-Losung (in 0,01 M Cacodylat-Puffer, pH 7) fixiert. Es folgten funf Waschschritte (je 10
Minuten) mit Cacodylat-Puffer. Nach der Entwésserung der Biofilme Uber eine aufsteigende
Ethanolreihe (3x 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 3x 100%, je 10 Minuten) wurden die Proben

fir 30 Minuten mit Hexamethyldisilazan infiltriert und luftgetrocknet.

Abb. 3-9 Tabelle: Alkoholreihe

Glutaraldehyd | Cacodylat- Alkoholreihe
2.5% Putfer 50% | 60% | 70% | 80% | 90% | 100% | ‘MDS
2h 5x 10 min 3x 10 10 10 10 10 3x10 | 30 min
min min min min min min

Nach vollstandiger Entwésserung der Proben wurden diese mithilfe einer leitfahigen Klebefo-
lie (Leit-Tabs, Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland) auf REM-taugliche Probenteller aus
Aluminium (Specimen Stubs, Agar Scientific Ltd, Essex, England) fixiert und mit einer dun-
nen Palladiumschicht besputtert (Sputter Coater SC 7640, Polaron Equipment Ltd-Quorum

technologies, Newhaven, England).

Untersuchung der Biofilme

Die Oberflache der Prifkorper wurde systematisch mit einem Rasterelektronenmikroskop
(Quanta 200 HV, Fei Company, Eindhoven, Niederlande) bei VergroRerungen bis zu

20.000-fach untersucht und morphologische Unterschiede zwischen den verschiedenen Bio-
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filmen wurden registriert. Von jedem Quadranten der Prifkorper wurden Bilder aufgenom-

men, die im folgenden Schritt der Auswertung der Biofilmmorphologie dienten.

Bei der Auswertung wurde die Menge stabchenférmiger Bakterien im Biofilm von mit Ve-
rum-Zahnpasta behandelten Prifkdérpern zur Stabchenanzahl bei mit Placebo-Zahnpasta be-

handelten Prufkorpern ins Verhéltnis gesetzt.

Fur die Untersuchung am REM dienten lediglich die Priifkorper, die einen erhohten Rot-

Anteil bei der Fluoreszenzmikroskopie aufwiesen.

3.3.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Als molekularbiologische Untersuchung zur Quantifizierung von S. mutans und der Gesamt-
bakterien-DNA in den Biofilmproben diente die quantitative real-time Polymerasekettenreak-
tion (gPCR) nach DNA-Extraktion.

Die Extraktion der bakteriellen DNA erfolgte mit einem geeigneten Kit (DNeasy Blood &
Tissue Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland). Die Prufkérper mit 48 Stunden alten Biofilmen
wurden in 1,5 ml ReaktionsgefalRen (Eppendorf) gegeben und 180ul ATL-Puffer sowie 20ul
Proteinase K hinzugefugt. Nach einmindtigem Vortexten wurde der Reaktionsansatz fir eine
Stunde bei 56°C inkubiert und nach kurzer Zentrifugation und Zugabe von 200ul AL-Puffer
fir 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Die Probe wurde nach erneuter Zentrifugation mit 200ml
Ethanol versetzt und der Reaktionsansatz auf eine QlAamp Spinsaule gegeben und danach fiir
eine Minute bei 6000g noch einmal zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen, die Spin-
séule in ein neues Reaktionsgefal? platziert und 500ul der Losung AW1 hinzugegeben. Dann
folgte eine einmindtige Zentrifugation mit 6000g. Dieses Zentrifugat wurde nochmals ver-
worfen und die Séule in ein neues Reaktionsgefal’ Gberflhrt. Nach Zugabe von 500ul Puffer
AW?2 wurde die Probe drei Minuten bei maximaler Drehzahl zentrifugiert. Nach Verwerfen
des Zentrifugats wurde die S&ule in ein weiteres Reaktionsgefal tberfiihrt und 100ul des Elu-
tionspuffers AE hinzugegeben: Der Reaktionsansatz wurde anschlieBend flr eine Minute bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach zweiminltigem Zentrifugieren bei 6000g wurden nochmals
100 pl AE in die S&ule gegeben, noch einmal wurde flr 1 min bei Raumtemperatur inkubiert
und abschlieBend fur zwei Minuten zentrifugiert. Die DNA-L6sung wurde bis zu ihrer weite-

ren Verarbeitung bei -80 °C verwahrt.
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Fur die Bestimmung der Gesamtzahl der Kopien bakterieller 16S rRNA-Gene wurden jeweils
5 ul, fur die Bestimmung der Kopienzahl der 16S S. mutans rRNA-Gene jeweils 10 ul der
DNA-L0Osung eingesetzt.

Der Reaktionsansatz enthielt fur die Bestimmung der S. mutans 16 rDNA 25 ul Sensi Mix,
3 ul MgCI2 (50 mM), 2 pl SybrGreen (alle Quantace SensiMix (dT), Watford, GB), 9 ul
ddH20 und 0,5 pl der beiden Primer (40 pmol/ul) Smfo: 5-GGTCAGGAAA
GTCTGGAGTAAAAGGCTA-3 und Smre: 5-GCGGTAGCTCCGGCACTAAGCC-3. Das
PCR-Produkt besaR eine zu erwartende Lange von 282 Basenpaaren (Rupf et al., 1999b). Der
Reaktionsansatz fiir die Bestimmung der ge-samten bakteriellen 16S rDNA enthielt 25 pl
Sensi Mix, 3 ul MgCI2 (50 mM), 2 pl SybrGreen (alle Quantace SensiMix (dT), Watford,
GB), 14 pl ddH20 und 0,5 pl der beiden Primer (40 pmol/ul) Bacfo: 5-ACTACG
TGCCAGCAGCC-3 und Bacre: 5-GGACTACCAGGGTATCTAATCC-3. Das erwartete
PCR-Produkt besal3 L&ngen zwischen 296 - 300 Basenpaaren (Rupf et al., 1999a).

Alle PCRs wurden 3fach in einem real time PCR-Gerét Rotor Gene 6000 (Corbett Life Scien-
ce, Mortlake, Australien) durchgefiihrt. Schmelzprifkérper ohne Biofilm dienten als Negativ-
kontrollen. Die Ermittlung der Kopienanzahl der bakteriellen bzw. der S. mutans 16S rDNA-
Gene erfolgte durch Mitfiihrung von Verdinnungsreihen entsprechender DNA mit den zu
amplifizierenden Gen-Abschnitten in jedem PCR-Lauf. Es wurden pro Reaktionsansatz in den
Verdiinnungsreihen fiir S. mutans 10' — 10* DNA-Kopien und fiir Bakterien 10° — 10° DNA-
Kopien in Zehnerverdiinnungsschritten mitgefihrt. Unter Nutzung der Quantifizierungsoption
der Rotor Gene Software wurde die Anzahl der DNA-Kopien flr S. mutans errechnet, sowie

die Gesamtbakterienanzahl, bezogen auf den Prifkorper.

3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung des Programmpakets SPSS (PASW
Statistics18, IBM, USA). Fir die Bewertung von Veranderungen von Scores fur Plaque und
gingivale Entziindung sowie fiur die CRT-Teststreifen wurde der Wilcoxon-Test genutzt. Ge-
messene Werte und ausgezahlte Kolonien wurden mit dem t-Test fur gepaarte Stichproben
nach Prufung auf Normalverteilung bewertet. Bei einem p-Wert von < 0,05 wurden die Un-

terschiede zwischen den Gruppen als statistisch signifikant bewertet.
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3.5 Zusatzliche Versuche

3.5.1 Wirkung unterschiedlicher Laktobazillenkonzentrationen

In einem nachtraglichen Versuch an drei Probanden wurde die Wirkung unterschiedlicher

Laktobazillenkonzentrationen auf die Reduktion von S. mutans im Speichel untersucht.

Darreichungsform der Laktobazillen erfolgte als Pulver (2* 10° Laktobazillen/mg), welches in

NaCl geldst wurde.

Eine Stunde vor Versuchsbeginn fiihrte jeder Proband einen Speicheltest (CRT) nach Herstel-

lerangaben durch. Dieser diente als Referenzwert fiir den weiteren Versuchsablauf.

Nach einer Stunde spulten die Probanden 30 Sekunden mit 20 ml Spullésung und direkt im
Anschluss 10 Sekunden mit Wasser. Proband 1 erhielt eine Spillésung in der 200 mg des
Laktobazillen-Pulvers in 20 ml NaCl gel6st waren, Proband 2 spllte mit einer Menge von
2 mg/20 ml, Proband 3 bekam nur NaCl.

Es folgten zwei weitere Speicheltests, und zwar der erste direkt nach der Spilung, der zweite

eine Stunde spater.

Abb: 3-10 Tabelle: Ubersicht Speicheltest

Proband 1 Proband 2 Proband 3
CRT CRT CRT

l 1h l 1h l 1h

200mg/20ml 2mg/20ml O0mg/20ml
CRT CRT CRT

l 1h l 1h l 1h
CRT CRT CRT
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Die Spullésung wurde aufgefangen und auf Aggregationen zwischen roten (toten) Stabchen
und grinen (lebenden) Kokken im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Proben wurden
hierflr zunéchst bei 2000 Umdrehungen fir drei Minuten zentrifugiert (CR3i Jouan Multi-
function Centrifuge, Thermo Electron Corporation, Erlangen, Deutschland) und mit NaCl

versetzt, bevor der Fluoreszenzfarbstoff hinzugefligt wurde.

3.5.2 Repartition der Laktobazillen in der Verum-Zahnpasta
Zur Untersuchung der Laktobazillenverteilung und zur visuellen Darstellung der Bakterien in

der Verum-Zahnpasta wurde diese unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht.

Es erfolgten ein dinner Ausstrich der Zahnpasta auf einem Objekttrédger und eine vorsichtige

Benetzung mit dem Fluoreszenzfarbstoff.

3.5.3 Untersuchung des Zahnpasta-Expektorats
Von zwei Probanden wurde nach dem Zahneputzen das Zahnpasta-Speichel-Gemisch aufge-
fangen und unter dem Fluoreszenzmikroskop auf mogliche Aggregationen zwischen roten

(toten) Stabchen und griinen (lebenden) Kokken untersucht.

Nach Zentrifugation des Zahnpasta-Speichel-Gemischs wurde dieses mit NaCl versetzt und
mit dem Fluoreszenzfarbstoff gemischt, bevor es unter dem Mikroskop untersucht werden

konnte.

Bei diesem Versuch kamen sowohl die Verum- als auch die Placebo-Zahnpasta zur Untersu-

chung.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswertung der Plague- und Gingivaindices

Plaque- und Gingiva-Indizes wurden jeweils drei Mal, zu Beginn des Versuchs, eine Woche

nach der professionellen Zahnreinigung sowie nach zwei Wochen Testphase erhoben.

Insgesamt lagen am Ende beider Versuchsreihen (Placebo-Zahnpasta und Verum-Zahnpasta)
flr jeden Probanden sechs Werte fiir den Plague-control-record und sechs Werte fir den mo-
difizierten Sulkus-Blutungsindex vor. Die Mittelwerte aller Indizes sind in den unten darge-
stellten Diagrammen aufgefuhrt. Das Diagramm zeigt, dass es sowohl bei Verwendung der
Placebo-Zahnpasta als auch bei Gebrauch der Verum-Zahnpasta zu einem leichten Anstieg
der Plaguemenge kam. Bei Anwendung der Placebo-Zahnpasta stieg der Plagque-control-
record von 11,3% auf 16,3% an, bei Verwendung der Verum-Zahnpasta von 8,9% auf
12,75%. Beim modifizierten Sulkus-Blutungsindex kam es dagegen zundchst zu einem leich-
ten Rickgang der Werte, nach Durchfiihrung der Testphase stiegen die Werte fiir beide Zahn-
pasten jedoch wieder an.

Abb. 4-1 Grafik Mittelwerte des PCR vor und nach Durchfiihrung der Testphase
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Placebo 11,3 12,5 16,3
== \erum 8,9 10,4 12,75
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Abb. 4-2 Grafik Mittelwerte des mSBI vor und nach Durchfiihrung der Testphase
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4.2 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung

Mit der mikrobiologischen Untersuchung wurden verschiedene Ziele verfolgt. Die Abklatsch-
praparate der Prifkorper und Ausstriche der approximalen Plaque auf den CRTs dienten dem
Nachweis von S. mutans und lebenden Laktobazillen im Biofilm. Durch die Speichelproben

hingegen sollte die Menge an S. mutans und Laktobazillen im Speichel bestimmt werden.

4.2.1 Abklatschpraparate der Priufkorper

Zum Nachweis von S. mutans im Biofilm wurden intraoral exponierte Prifkdrper nach drei
Minuten und 48 Stunden Tragezeit auf ein Mitis-Salivarius-Agar mit Bacitracin aufgedrickt
und fur 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Ein Rogosa-Agar diente der Anzucht von Laktobazil-
len. Die Auswertung erfolgte durch Ermittlung eines Scorings von 0 bis 2. Ein Score von 0
wurde vergeben, wenn Placebo- und Verum- Prifkorper die gleiche Anzahl an Kolonien auf-
wiesen. Konnten mehr Kolonien auf der Seite der Verum-Priifkorper entdeckt werden, ent-
sprach dies einem Score von 1. Wenn sich umgekehrt mehr Kolonien auf den Placebo-
Prifkdrpern zeigten, wurde ein Score von 2 vergeben. Die im Folgenden dargestellten Dia-

gramme zeigen die Verteilung der ermittelten Scores fur S. mutans und die Laktobazillen. Auf
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den drei Minuten exponierten Prifkorpern waren in den meisten Féllen keine S. mutans-
Kolonien erkennbar, sodass hier der Score von 0 dominierte (15 von 18 Prufkorper). Nach 48
Stunden konnten auf den ungeputzten Verum-Prifkorpern vermehrt Kolonien entdeckt wer-

den, sodass hier der Score von 1 leicht Uiberwog (10 von 18 Prifkdrper).

Abb. 4-3 Grafik Scoring der geputzten und ungeputzten Prifkérper (3 min) (Anzahl der Kolonien)

Probanden 18-
161
141
121

NN N N N N NN

Score 0 Score 1 Score 2
O ungeputzt 15 2 1
B geputzt 17 0 1

Abb. 4-4 Grafik Scoring der geputzten und ungeputzten (48 h) (Kolonienanzahl der S. mutans)

Probanden 18-
16
14

Score 0 Score 1 Score 2
O ungeputzt 7 10 1
B geputzt 11 6 1
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Die folgenden zwei Abbildungen zeigen die Verteilung der Scores fur die Laktobazillen-
Kolonien. Nach drei Minuten waren keine Unterschiede in der Anzahl der Kolonien zu ver-
zeichnen (s. Abb. Abb. 4-5). Auch nach 48 Stunden waren tberwiegend gleiche Kolonien-
mengen auf den Verum- und Placebo-Prifkdérpern zu finden (bei 11 von 18 Probanden). Sel-
tener befanden sich mehr Kolonien auf den Placebo Prufkorpern (5 (ungeputzt) bzw. 4 (ge-
putzt) von 18 Probanden). Die ermittelten Scores zeigten im Vergleich, sowohl flr S. mutans

als auch fiir Laktobazillen, keine statistische Signifikanz.

Abb. 4-5 Grafik Scoring der ungeputzten Prufkorper (3 min) (Kolonienanzahl der Laktobazillen)

Probanden 18-
16-
141
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Abb. 4-6 Grafik Scoring der ungeputzten Prifkorper (48 h) (Kolonienanzahl der Laktobazillen)
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Die Abbildungen Abb. 4-7 und Abb. 4-8 stellen Abklatschpraparate von vier 48 Stunden-
Prifkorpern auf einem MSB-Agar dar. Bei den zwei folgenden Abbildungen Abb. 4-9 und
Abb. 4-10 handelt es sich um Abklatschpréparate auf einem Rogosa-Agar. Die folgenden Bil-
der zeigen auf der linken Seite Abklatschpréparate ungeputzter und auf der rechten Seite ge-
putzter Prifkorper. Zur besseren Darstellung wurden die Konturen der Prifkorper in Blau
nachgezogen. Jeder Prufkorper wurde drei Mal (im Bild von oben nach unten) auf den Agar
aufgesetzt und kurz angedriickt, sodass eine Verdunnungsreihe entstand. Das gewéhlte Bei-
spiel zeigt sowohl fiur die S. mutans-Bakterien als auch fur die Laktobazillen einen Score von
1, erkennbar daran, dass auf den Abklatschpréparaten der Verum-Prifkérper mehr Kolonien

wuchsen als auf denen der Placebo-Priifkdrper.

1.
2 Abb. 4-7 Abklatschprapara-
' te (MSB-Agar) von 48 h Ve-

rum-Prifkdrpern (links un-
geputzt, rechts geputzt)

3.

1.
Abb. 4-8 Abklatschprapara-

2. te (MSB-Agar) von 48 h Pla-
cebo-Prufkdrpern (links un-
geputzt, rechts geputzt)

3.
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1.
Abb. 4-9 Abklatschprapara-
2. te (Rogosa-Agar) von 48 h
Verum-Prifkorpern (links
ungeputzt, rechts geputzt)
3.
1 Abb. 4-10 Abklatschpréapa-
rate (Rogosa-Agar) von 48 h
Placebo-Prifkdrpern (links
2. ungeputzt, rechts geputzt)
3.

4.2.2 Untersuchung der approximalen Plague

Um zusétzlich Informationen tber das Vorhandensein von S. mutans im approximalen Bio-
film zu erhalten, wurden bei jedem Probanden in regelmaRigen Abstanden Plaqueproben aus
den Zahnzwischenrdumen entnommen. Dabei wurde jedes Mal derselbe Zwischenraum ge-
wéhlt. Nach dreimaligem Ausstreichen der Plaque auf die Agarplatte (Verdinnungsreihe)
erfolgte die Inkubation flir 48 Stunden bei 37°C und eine Auswertung mittels Scoring. Dabeli
wurden die Proben vor und zwei Wochen nach Anwendung der jeweiligen Zahnpasta vergli-
chen. Veranderte sich die Kolonienmenge nach zwei Wochen nicht, wurde der Score [ = ]
vergeben. Ein Anstieg der Kolonienanzahl wurde mit dem Score [ + ] bewertet, ein Abfall mit
dem Score [ - ]. Anhand dieser Auswertung zeigte sich, dass ein Rlckgang der Bakterien-
menge (S. mutans und Laktobazillen) fir beide Zahnpasten nur selten zu vermerken war. Ein
Unterschied zwischen beiden Zahnpasten konnte lediglich im Anstieg der Kolonien festge-
stellt werden. Wahrend es bei der Placebo-Zahnpasta in neun Féllen (fir S. mutans und Lak-

tobazillen) zu einem Anstieg kam, wurde dieses Phanomen lediglich bei einem (S. mutans)

41



Ergebnisse

bzw. zwei (Laktobazillen) Probanden nach Anwendung der Verum-Zahnpasta beobachtet.

Diese Ergebnisse zeigten jedoch keine statistische Signifikanz.

Abb. 4-11 Scoring der approximalen Plaque-Proben zum Zeitpunkt 0 und nach 2 Wochen (S. mutans)

Probanden 18-
16
14
121
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NN N N\ N\

Score [ =]

Score [ +]

Score [ -]

O placebo

9

B verum

12

1

bazillen)

Abb. 4-12 Scoring der approximalen Plaque-Proben zum Zeitpunkt 0 und nach 2 Wochen (Lakto-
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In den folgenden Abbildungen Abb. 4-13, Abb. 4-14, Abb. 4-15 und Abb. 4-16 werden Bei-
spiele der mikrobiologischen Untersuchungen der approximalen Plaque (S. mustans) eines
Probanden gezeigt. Auf der linken Seite ist der Ausstrich der Plaque vor (Abb. 4-13) und zwei
Wochen nach (Abb. 4-15) der Anwendung der Verum-Zahnpasta dargestellt. Die rechte
Seite zeigt Bilder der Ausstriche vor (Abb. 4-14) und nach (Abb. 4-16) Anwendung der Pla-
cebo-Zahnpasta. Erkennbar ist eine unverédnderte Menge an Kolonien auf der linken Seite
(Score [=] flr Verum-Zahnpasta). Auf der rechten Seite hingegen zeigt sich eine Erhéhung

der Kolonienzahl, was als Score [+] bewertet wird.

Abb. 4-13 Ausstrich der Abb. 4-14 Ausstrich der
approx. Plaque zum Zeit- approx. Plaque zum Zeit-
punkt 0, vor Anwendung der punkt 0, vor Anwendung der
Verum-Zahnpasta Placebo-Zahnpasta

Abb. 4-15 Ausstrich der Abb. 4-16 Ausstrich der
approx. Plague 2 Wochen approx. Plaque 2 Wochen
nach Anwendung der Verum- nach Anwendung der Place-
Zahnpasta bo-Zahnpasta
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Die folgenden Abbildungen Abb. 4-17, Abb. 4-18, Abb. 4-19 und Abb. 4-20 zeigen mikrobio-
logische Untersuchungen der approximalen Plaque (Laktobazillen). Dargestellt sind eine un-
verénderte Menge an Kolonien auf der linken Seite (Score [ =] flr Verum-Zahnpasta) sowie

eine Erhéhung der Kolonienzahl auf der rechten Seite (Score [ + ]).

Abb. 4-17 Ausstrich der Abb. 4-18 Ausstrich der
approx. Plaque zum Zeit- approx. Plaque zum Zeit-
punkt 0, vor Anwendung der punkt 0, vor Anwendung der
Verum-Zahnpasta Placebo-Zahnpasta

Abb. 4-19 Ausstrich der Abb. 4-20 Ausstrich der
approx. Plaque 2 Wochen approx. Plaque 2 Wochen
nach Anwendung der Verum- nach Anwendung der Place-
Zahnpasta bo-Zahnpasta
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4.2.3 Untersuchung des Speichels

Zur Bestimmung der Menge an S. mutans bzw. Laktobazillen im Speichel wurden man je-
weils drei Kariesrisikotests durchgefuhrt, und zwar der erste eine Woche nach erfolgter pro-
fessioneller Zahnreinigung, der zweite acht Tage spater und der dritte am Ende der Versuchs-
reihe. Nach 48 Stunden Inkubation wurden die Kariesrisikotests fotografiert und ausgewertet.
Die Auswertung erfolgte dabei durch Auszahlen der Kolonien sowie durch Anwendung eines
Scorings. Aus den jeweiligen Ergebnissen der zwei Versuchsreihen (Placebo- und Verum-
Zahnpasta) wurden Mittelwerte gebildet, die miteinander verglichen werden konnten. Bei der

Auswertung blieb der zweite Kariesrisikotest unbericksichtigt.

Die folgenden Diagramme 4-21 bis 4-24 zeigen die auf den Agarplatten ausgezéhlte Menge
fir S. mutans und Laktobazillen, hochgerechnet auf 1 ml Speichel. Es ist nach beiden Ver-
suchsreihen (Placebo- und Verum-Zahnpasta) ein geringfugiger Rickgang der S. mutans-
Kolonien nach zweiwdchiger Anwendung der jeweiligen Zahnpasta zu vermerken. Die An-
zahl der S. mutans pro Milliliter Speichel verénderte sich von Ig 4,98 (vor Beginn des Ver-
suchs) auf Ig 4,93 (Ende des Versuchs) nach Anwendung der Placebo-Zahnpasta und von
lg 5,17 auf Ig 5,13 nach Anwendung der Verum-Zahnpasta. Die Menge der Laktobazillen pro
Milliliter Speichel verringerte sich geringfligig von Ig 3,93 auf Ig 3,92 nach 14-tagiger An-
wendung der Placebo-Zahnpasta. Nach Gebrauch der Verum-Zahnpasta konnte ein leichter
Anstieg von g 3,97 Laktobazillen pro Milliliter auf 1g 4,11 festgestellt werden. Bei den zuvor
genannten Werten handelt es sich um die Mittelwerte aller Probanden.
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Abb. 4-21 Kolonienanzahl der S. mutans (pro ml Speichel) vor Beginn der 14-tdgigen Testphase

Bakt. / ml 7

Speichel

log 10
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3 ® Verum
2 A \ittel-
1 B werte
0

0 5 10 15 20 Probanden

Abb. 4-22 Kolonienanzahl der S. mutans (pro ml Speichel) nach der 14-tagigen Testphase
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log 10
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Abb. 4-23 Kolonienanzahl der Laktobazillen (pro ml Speichel) zu Beginn der 14-t4gigen Testphase

Bakt./ml §
Speichel 45
log 10 4
3,5

2’2 Placebo

2 = Verum

15 A Mittel-

1 B werte
0,5
0

0 5 10 15 20  Probanden

Abb. 4-24 Kolonienanzahl der Laktobazillen (pro ml Speichel) nach der 14-tagigen Testphase

Bakt./ml 6
Speichel
5
log 10
4
3 Placebo
® VVerum
2 A Mittel-
1 B werte
0
0 5 10 15 20  Probanden

Zusatzlich zur Anzahl der Kolonien wurde ein Scoring der einzelnen Kariesrisikotests durch-

gefuhrt. Die Ergebnisse des Scorings sind in den zwei folgenden Diagrammen aufgefuihrt.
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Abb. 4-25 Median der Scoringergebnisse: S. mutans zu Beginn und nach Beendigung der 14-
tagigen Testphase

Score 24"

O Placebo
B Verum

O Placebo 2 2
B Verum 2 2

Abb. 4-26 Median der Scoringergebnisse: Laktobazillen zu Beginn und nach Beendigung
der 14-tagigen Testphase

Score
O Placebo
B Verum
O Placebo 1 0
B Verum 1 1

Die oben aufgefiihrten Ergebnisse fiir das Scoring zeigen, dass die Anwendung der Placebo-
und Verum-Zahnpasten zu keinem Unterschied in der S. mutans-Menge flhrten. Fir beide
Zahnpasten lag jeweils vor und nach ihrer 14-tdgigen Anwendung ein Score von 2 vor. An-
hand der Scoringergebnisse war vor und nach der Anwendung der Verum-Zahnpasta kein

Unterschied in der Laktobazillenmenge (Speichel) zu verzeichnen. Lediglich nach Verwen-
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dung der Placebo-Zahnpasta sank die Laktobazillenmenge im Speichel von Score 1 auf

Score 0. Statistisch konnte weder fiir die Scoringergebnisse noch fiir die Kolonienauszahlung

L

Abb. 4-28 Beispiel eines CRTs mit einer niedri-
gen Kolonienanzahl. Score: 1

eine Signifikanz nachgewiesen werden.

Y

Abb. 4-27 Beispiel eines CRTs mit einer sehr
niedrigen Kolonienanzahl. Score: 0

4

Abb. 4-29 Beispiel eines CRTs mit einer hohen
Kolonienanzahl. Score: 2

Abb. 4-31 Beispiel eines CRTs mit einer sehr
niedrigen Kolonienanzahl. Score: 0

Abb. 4-33 Beispiel eines CRTs mit einer hohen
Kolonienanzahl. Score: 2

Abb. 4-30 Beispiel eines CRTs mit einer sehr
hohen Kolonienanzahl. Score: 3

Abb. 4-32 Beispiel eines CRTs mit einer niedri-
gen Kolonienanzahl. Score: 1

Abb. 4-34 Beispiel eines CRTs mit einer sehr
hohen Kolonienanzahl. Score: 3
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4.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Biofilme

Mit der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung sollten zwei Ziele verfolgt werden:

1. Die Bestimmung der Biofilmmenge, die sich nach drei Minuten bzw. nach 48 Stunden

auf den Priifkorpern gebildet hatte.

2. Die Bestimmung des Verhaltnisses von toten und lebenden Mikroorganismen im initi-
alen (3 min) und etablierten (48 h) Biofilm.

Von allen Prufkérpern wurden vier Bilder (jeweils eins aus jedem Quadranten) angefertigt.

Bei der Auswertung wurden jeweils die durch Laktobazillen-Zahnpasta und Placebo-
Zahnpasta beeinflussten Prufkorper einer jeweiligen Seite (rechts = geputzt und links = unge-
putzt) miteinander verglichen. Fir jeden Probanden ergaben sich demnach 8 Scores:

1. Vergleich der Biofilmmenge nach 3 min unter dem Einfluss von Laktobazillen- und

Placebo-Zahnpasta (Priifkorper jeweils immer mitgeputzt)

2. Vergleich der Biofilmmenge nach 3 min unter dem Einfluss von Laktobazillen- und
Placebo-Zahnpasta (Prifkorper ungeputzt)

3. Vergleich der Biofilmmenge nach 48 h unter dem Einfluss von Laktobazillen- und

Placebo-Zahnpasta (Priifkorper jeweils immer mitgeputzt)

4. Vergleich der Biofilmmenge nach 48 h unter dem Einfluss von Laktobazillen- und
Placebo-Zahnpasta (Prifkorper ungeputzt)

5. Vergleich des Rot-Griin-Verhéltnisses nach 3 min unter dem Einfluss von Laktobazil-

len- und Placebo-Zahnpasta (Prifkdrper jeweils immer mitgeputzt)

6. Vergleich des Rot-Griin-Verhaltnisses nach 3 min unter dem Einfluss von Laktobazil-
len- und Placebo-Zahnpasta (Prifkorper ungeputzt)

7. Vergleich des Rot-Griin-Verhéltnisses nach 48 h unter dem Einfluss von Laktobazil-

len- und Placebo-Zahnpasta (Prifkorper jeweils immer mitgeputzt)

8. Vergleich des Rot-Griin-Verhaltnisses nach 48 h unter dem Einfluss von Laktobazil-

len- und Placebo-Zahnpasta (Prifkorper ungeputzt)

Bei gleicher Biofilmmenge bzw. gleichem Rot-Grun-Verhéltnis der Prufkorper wurde ein
Score von 0 vergeben. Uberwog die Biofilmmenge bzw. der Rot-Anteil auf den mit Lakto-
bazillen behandelten Prifkdrpern, ergab sich ein Score von 1, war umgekehrt die Biofilm-

menge bzw. der Rot-Anteil geringer, lautete der Score 2.
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4.3.1 Bewertung des Rot-Griin-Verhéltnisses

Nach 3 min Tragezeit war, wie in Abbildung Abb. 4-35 dargestellt, fur die ungeputzten Prif-
korper an 10 Proben ein Score von 0, an sieben Proben ein Score von 1 und lediglich an einer
Probe ein Score von 2 zu verzeichnen. Fur die geputzten Prifkorper wurden 13 mit einem
Score von 0 und funf mit einem Score von 1 bewertet. Keine einzige Probe wies einen Score
von 2 auf.

Nach 48 h lautete die Bewertung der ungeputzten Priifkorper folgendermafen: acht Mal Score
0, zehn Mal Score 1, kein einziges Mal Score 2. Bei den geputzten Proben ergab sich 13 Mal
ein Score von 0, zwei Mal ein Score von 1 und drei Mal ein Score von 2. In Abbildung 4-35
ist das Scoring graphisch dargestellt. Nach Auswertung der Ergebnisse war weder fir die drei
Minuten, noch flr die 48 Stunden exponierten Prifkdrper eine statistische Signifikanz nach-

zuweisen.

Abb. 4-35 Scoring der 3 min Prufkdrper (Rot-Grin-Verhaltnis)

18+
164
141
124
104

ANAVAVAVA VAN

QI\J-&@OO

Score O Score 1 Score 2

Oungeputzt 10 7 1
B geputzt 13 5 0

51



Ergebnisse

Abb. 4-36 Scoring der 48 h Prifkorper (Rot-Griin-Verhaltnis)

184
164
144

Score O Score 1 Score 2
Oungeputzt 8 10 0
B geputzt 13 2 3

4.3.2 Bewertung der Biofilmmenge

Nach drei Minuten Tragezeit war auf den ungeputzten Prifkorpern sowohl bei den mit Place-
bo als auch bei den mit Laktobazillen behandelten Proben neun Mal die gleiche Biofilmmen-
ge (Score=0) zu verzeichnen. Acht weitere Proben wiesen einen Score von 1 auf und nur eine
Probe zeigte einen Score von 2. Fir die geputzten Prufkorper lautete das Scoring wie folgt:

zwolf Mal ein Score von 0, 6 Mal ein Score von 1 und kein einziges Mal ein Score von 2.

Nach 48 Stunden konnte fiir die ungeputzten Prifkorper funf Mal ein Score von 0, zehn Mal
ein Score von 1 und drei Mal ein Score von 2 festgestellt werden. Bei den geputzen Priifkor-
pern lag sechs Mal ein Score von 0, finf Mal ein Score von 1 und sieben Mal ein Score von 2
vor. Auch hier lag keine statistische Signifikanz vor.

Die Abbildungen 4-37 und 4-38 stellen die Scores im Detail dar.
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Abb. 4-37 Scoring der 3 min Prifkérper (Biofilmmenge)

184
164
144

Score O Score 1 Score 2
Oungeputzt 9 8 1
B geputzt 12 6 0

Abb. 4-38 Scoring der 48 h Prifkorper (Biofilmmenge)

184
16
14-
12+

Score 0 Score 1 Score 2
Oungeputzt 5 10 3
B geputzt 6 5 7

Die nachfolgenden fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen veranschaulichen die oben auf-
geflihrten Ergebnisse. Die Abbildungen Abb. 4-39 und Abb. 4-40 zeigen Aufnahmen eines
drei Minuten in der Mundhohle exponierten Prifkorpers. Beide sind, wie in den meisten Fal-
len vorgefunden, frei von Bakterien und wurden mit einem Score von 0 bewertet. Erkennbar
sind lediglich angeschliffene Schmelzprismen, die durch die Eigenfluoreszenz des Schmelzes
grin erscheinen. Darunter sind zwei Prifkorper abgebildet, auf denen sich vereinzelt Bakteri-
enkolonien angesiedelt haben. Auf dem rechten Prufkorper (Laktobazillen-Zahnpasta) befin-
den sich groRere Kolonien von toten (roten) Bakterien als auf dem linken Prufkorper (Place-

53



Ergebnisse

bo-Zahnpasta), sodass hier sowohl fiir die Biofilmmenge als auch fur das Rot-Grin-

Verhaltnis ein Score von 2 vorliegt.

Abb. 4-39 Fluoreszenzmikroskopische Aufnah- Abb. 4-40 Fluoreszenzmikroskopische Aufnah-
me eines 3 min Prufkorpers ohne Bakterien (Pla- me eines 3 min Prufkdrpers ohne Bakterien (Lak-
cebo-Zahnpasta) tobazillen-Zahnpasta)

Abb. 4-41 Fluoreszenzmikroskopische Aufnah- Abb. 4-42 Fluoreszenzmikroskopische Aufnah-

me eines 3 min Priufkorpers mit vereinzelten toten me eines 3 min Prifkorpers mit einer groBeren

und lebenden Bakterien (Placebo-Zahnpasta) Kolonie toter (roter) Bakterien (Laktobazillen-
Zahnpasta)

In seltenen Fallen waren auf den 3-Minuten-Prifkdérpern an Zahnpastartickstande gebundene
rote Stdbchenaggregationen zu erkennen. Diese traten aber meist ohne Verbindung zu ande-
ren, grun angefarbten Bakterien auf. Die Abbildungen Abb. 4-43 und Abb. 4-44 zeigen Bei-

spiele fiir das beschriebene Phdnomen.
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Abb. 4-43 Fluoreszenzmikroskopische Aufnah- Abb. 4-44 Fluoreszenzmikroskopische Aufnah-
me eines 3 min Prifkorpers mit roten Stabchen- me eines 3 min Priifkorpers mit roten Stabchen-
Aggregationen an Zahnpastartckstanden (griine Aggregationen an Zahnpastartckstanden (grine
Masse) gebunden Masse) gebunden

Nachfolgende Abbildungen zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen 48 Stunden alter
Biofilme. In den Abbildungen Abb. 4-45 und Abb. 4-46 sind sowohl die Biofilmmenge als
auch der Anteil toter Bakterien innerhalb des Biofilms miteinander vergleichbar, sodass hier
ein Score von 0 vorliegt. Die Abbildungen 4-47 und 4-48 zeigen deutliche Unterschiede.
Aufgrund der groReren Biofilmmenge und des hdheren Anteils an toten (roten) Bakterien auf

dem mit Laktobazillen-Zahnpasta behandelten Prifkorper wurde ein Score von 1 vergeben.

Abb. 4-45 Fluoreszenzmikroskopische Aufnah- Abb. 4-46 Fluoreszenzmikroskopische Aufnah-

me eines 48 h Prufkdrpers auf dem sich ein dich- me eines 48 h Prufkdrpers auf dem sich ein dich-
ter Biofilm aus Uberwiegend lebenden Bakterien ter Biofilm aus Uberwiegend lebenden Bakterien
bildete(Placebo-Zahnpasta) bildete (Laktobazillen-Zahnpasta)
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Abb. 4-47 Fluoreszenzmikroskopische Aufnah- Abb. 4-48 Fluoreszenzmikroskopische Aufnah-
me eines 48 h Prifkdrpers mit einem Uberwiegen- me eines 48 h Prufkdrpers mit einem dichten

den Anteil an lebenden Mikroorganismen (Place- Biofilm, der zum groR3ten Teil aus toten Bakterien
bo-Zahnpasta) besteht (Laktobazillen-Zahnpasta)

Im Anschluss an die Fluoreszenzmikroskopie wurden einige Priufkorper mithilfe der konfoka-
len Lasermikroskopie untersucht. Die Biofilme wurden in einzelnen Schichten dargestellt.
Anhand der gewonnenen Bilder lieRen sich die Placebo- und die Verum-Priifkrper auf unter-
schiedliche Zusammensetzungen der Biofilme untersuchen. Alle dargestellten Biofilme (ve-
rum und placebo) wiesen mit einem grofRen Anteil an Kokken und vereinzelten Stabchen den
gleichen Aufbau auf. Auch das Rot-Grin-Verhaltnis war auf beiden Seiten vergleichbar. Die
nachfolgenden Bilderserien (4-49 und 4-50) zeigen die einzelnen Schichten des Biofilms fir

einen Verum- und fiir einen Placebo-Prifkorper.
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Abb. 4-49

CLSM Schicht-
bilder 48h Priif-
korper der Pla-
cebo-Zahnpasta
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Abb. 4-50
CLSM Schicht-
bilder 48h Prif-
korper der Ve-
rum-Zahnpasta
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4.4 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der Biofilme

Prifkorper, die in der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung einen Score von 1 in Bezug
auf das Rot-Griin-Verhaltnis nach drei Minuten (sieben Prufkorper) sowie nach 48 Stunden
(10 Prufkorper) aufwiesen, wurden fur eine zusétzliche Untersuchung am Rasterelektronen-

mikroskop fixiert.

Die Analyse erfolgte, indem jeder der Priifkorper quadrantenweise auf morphologische Be-
sonderheiten untersucht wurde. AnschlieRend erfolgte analog zur fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchung ein Vergleich der Placebo- und Laktobazillen-Prifkorper. Dabei wurde der

Anteil an stdbchenformigen Bakterien in den Biofilmen berticksichtigt.
Prifkdrper nach 3-mindtiger Exposition in der Mundhohle:

Der Vergleich zwischen Placebo- und Laktobazillen-Prufkorper ergab keine Unterschiede.
Lediglich auf Laktobazillen-Prifkorpern, auf denen Zahnpastarlckstdnde zu sehen waren,

konnten geringfligig mehr Stdbchen gezahlt werden.

AccV SpotMagn Det WD Exp ——— 2um
500kV 30 12552x SE 107 1 3Lakto3min

Abb. 4-51 REM-Aufnahme eines 3 Minuten in Abb. 4-52 REM-Aufnahme eines 3 Minuten in
der Mundhohle exponierten Prifkérpers auf dem der Mundhohle exponierten Prufkérpers auf dem
ein Stébchen zu sehen ist (Placebo-Zahnpasta) Zahnpastaruckstande mit vereinzelten Stébchen

zu sehen sind (Verum-Zahnpasta)

Prufkdrper nach 48-stiindiger Exposition in der Mundhdhle:

Sieben der untersuchten Biofilme zeigten keine Unterschiede bezuglich der morphologischen

Zusammensetzung des Biofilms. Bei einem Probanden konnten auf dem Placebo-Priifkdrper
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geringfligig mehr stabchenférmige Bakterien als auf dem Laktobazillen-Prifkdérper entdeckt

werden. Bei zwei weiteren Probanden konnten hingegen geringfligig mehr Stabchen im Bio-

film der Laktobazillen-Prifk6rper vorgefunden werden.

Aufgrund der eindeutigen Ergebnisse (ohne statistische Signifikanz) konnte auf die Auswer-

tung der Ubrigen Prifkorper verzichtet werden.

Die nachfolgenden REM-Aufnahmen dienen der Veranschaulichung der zuvor aufgefihrten

Ergebnisse:

4 A
e g " -
y ’A[:[:.V SpotMagn Det WD Exp
f‘;f 500KV 30 6995x SE 106 1 3Placebo48h
N \ W e 7 7 y, S g

SE

Abb. 4-53 REM-Aufnahme eines 48 h alten Bio-
films, indem einige Stébchen zu sehen sind (Place-
bo-Zahnpasta)

ufcey SpotMagn  Det WD Exp p—————— 5um
5.00kV 3.0 6392x SE 103 196 4021

Abb. 4-55 REM-Aufnahme eines 48 h alten , aus
Kokken bestehenden Biofilms (PlaceboZahnpasta)

Sp\; Magn Det WDLExp
SE 1051
e

Abb. 4-54 REM-Aufnahme eines 48 h alten , aus
Kokken bestehenden Biofilms (Laktobazillen-
Zahnpasta)

L M We, A THIER TLLVULY
Acc.V SpotMagn Det WD Exp b—— 5um
$500kv 30 5000x SE 100 210 4005
4 e . -

Abb. 4-56 REM-Aufnahme eines 48 h alten , aus
Kokken bestehenden Biofilms (Laktobazillen-
Zahnpasta)
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Die zuvor am Fluoreszenzmikroskop sichtbaren Zahnpastarickstande waren auch am Raster-
elektronenmikroskop sichtbar. Die Stdbchenaggregationen zeigen jedoch keine Verbindung

zu Kokken oder anderen Bakterien.

Stabchen

Zahnpasta

AccY SpotMagn Det WD Exp b— ] 2pum
500 kv 3.0 12552x SE 107 1 3Lakto3min

i

Abb. 4-57 REM-Aufnahme eines Prifkorpers nach 3-minditiger
Exposition (Zahnpastariickstdnde mit Stdbchenaggregationen)

4.5 Ergebnisse der PCR

Die Ergebnisse der Bestimmung der 16S rRNA-Gen-Kopienanzahl wurden als dekadischer
Logarithmus berechnet und numerisch dargestellt. Da in jedem Bakterium mehrere Kopien
des 16S rRNA-Gens vorhanden sind, diese Anzahl jedoch zwischen den verschiedenen Spe-
zies differiert, wird auch die absolute Anzahl der Genkopien prasentiert. Zusatzlich wurden
die prozentualen Anteile der 16S rDNA Kopien des S. mutans im Verhaltnis zur 16S rDNA-

Gesamtkopienanzahl errechnet.

Die Ergebnisse zeigten im Mittelwert eine Abnahme der Messwerte flr S. mutans. Der statis-
tische Vergleich belegte jedoch, dass dieser Unterschied nicht signifikant ist. Die Analyse der
Einzelergebnisse zeigt, dass der arithmetische Mittelwert vor allem durch einen stark abneh-
menden Wert fiir Proband 15 beeinflusst wird. Auch durch den Vergleich der logarithmierten
Werte wird deutlich, dass kein Unterschied existent ist. Die Unterschiede der Messwerte der
arithmetischen Mittel fir Gesamtbakterien und flr den prozentualen Anteil von S. mutans am

Biofilm sind ebenfalls statistisch nicht signifikant.
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Abb. 4-58 Ubersichtstabelle aller Probanden: Keimzahlen S.mutans

Proband

Mittelwert

S.mutans | S.mutans | S.mutans S.mutans Veran-
Placebo | Verum Placebo log | Verum log g/el;gng
1,3x10'| 6,7x10° 1,12 0,82 -
1,3x10'| 1,3x10! 1,12 1,12 =
0 0 0,00 0,00 =

8,7 x 10' 0 1,94 0,00 -
13x10°| 1,1x10° 3,11 2,05 -
2,0x10*| 5,3x10 1,30 1,73 +
1,3x10° | 2,9x10° 2,12 2,47 +
1,2x10°| 3,2x10° 2,08 3,50 +
1,2x10°| 1,3x10° 2,08 2,12 +
8,0x10' | 4,2x10? 1,90 2,62 +
3,3x10"| 1,4x10? 1,52 2,15 +
6,7x10°| 3,3x 10 0,82 1,52 +
8,0x10'| 5,3x10 1,90 1,73 -
20x10'| 6,0x10! 1,30 1,78 +
44x10* | 4,3x10° 4,64 3,63 -
1,6x10°| 2,7x10! 2,20 1,43 -
6,3x10° | 2,5x10° 2,80 2,39 -
9,3x10* | 1,3x10" 1,97 1,12 -
2,6110° | 5,02 x 10° 1,89 1,79 | -(ns)
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Abb. 4-59 Ubersichtstabelle aller Probanden: Keimzahlen der Gesamtbakterien

Proband Gesamtbak- | Gesamtbak- | Ge- Ge- Veran-
terien terien samtbak | samtbak | derung
Placebo x 10° | Verum x 10°* | t€F1eN terien *-I=

Placebo | Verum
log log

6,8 0,2 4,83 3,30 -
12 0,1 5,08 3,00 -
96 0,5 5,98 3,70 -
23 0,47 5,36 3,67 -
89 9,8 5,95 4,99 -
140 250 6,15 6,40 +
33 1,4 5,52 4,15 -
26 10 5,41 5,00 -
32 87 5,51 5,94 +
22 41 5,34 5,61 +
0,74 4 3,87 4,60 +
1,6 100 4,20 6,00 +
33 220 5,52 6,34 +
64 14 5,81 5,15 -
57 46 5,76 5,66 -
170 190 6,23 6,28 +
7.8 48 4,89 5,68 +
42 90 5,62 5,95 +
Mittelwert 47,5522 618038 | 939 5,08 -(ns)

Abb. 4-60 Ubersichtstabelle aller Probanden: Keimzahlen Anteil S.mutans an
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Gesamtbakterien

Proband Anteil S.mutans an | Anteil S.mutans an | Veran-
Gesamtbakterien Gesamtbakterien derung
Placebo Verum +-I=

0,020% 0,333% +
0,011% 1,333% +
0,000% 0,000% =
0,038% 0,000% -
0,146% 0,116% -
0,001% 0,002% +
0,040% 2,095% +
0,046% 3,173% +
0,038% 0,015% -
0,036% 0,102% +
0,450% 0,350% -
0,042% 0,003% -
0,024% 0,002% -
0,003% 0,043% +
7,739% 0,926% -
0,009% 0,001% -
0,812% 0,051% -
0,022% 0,001% -

Mittelwert 0,527% 0,475% | -(n-s.)
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4.6 Nachuntersuchungen

4.6.1 Wirkung unterschiedlicher Laktobazillenkonzentrationen

Insgesamt nahmen drei Probanden an dem Nachversuch zur Untersuchung der Wirkung un-
terschiedlicher Laktobazillenkonzentrationen einer Spullésung teil. Proband 1 spilte mit
200 mg Laktobazillen-Pulver pro 20 ml NaCl, Proband 2 mit 20 mg Laktobazillen-Pulver pro
20 ml NaCl und Proband 3 erhielt nur 20 ml NaCl.

Insgesamt wurden drei Kariesrisikotests durchgefuihrt: eine Stunde vor der Spilung, direkt
nach der Spulung und der letzte eine Stunde danach. Die unten aufgefiihrten Ergebnisse zei-
gen, dass es keinerlei Unterschiede zwischen der Menge an S. mutans vor und nach der Spi-
lung gibt.

0 mg/20 ml 20 mg/20 ml 200 mg/20 ml
e — 4

Abb. 4-61 1 Stunde
vor Versuchsbeginn

0 mg/20 ml 20 mg/20 ml 200 mg/20 ml

Abb. 4-62 Direkt
nach der Spulung
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0 mg/20 ml 20 mg/20 m 200 mg/20 ml

y

Abb. 4-63 1 Stunde
nach Versuchsbeginn

Der graue Schleier, der auf drei der CRTs zu sehen ist, entsteht durch Wachstum anderer Bak-
terien auf dem Agar. Zu berlcksichtigen sind hier lediglich die kleinen, weiRen Kolonien (S.

mutans).

Nachfolgend sind die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen dargestellt. Die
verschiedenen Laktobazillenkonzentrationen lassen sich deutlich anhand des unterschiedli-
chen Rot-Anteils erkennen. Trotz der vielen erkennbaren Laktobazillen in Abbildung Abb.
4-64 gewinnt man den Eindruck, dass die Kolonie aus lebenden Bakterien (grun) keine Ver-
bindung mit den Laktobazillen eingeht. Vielmehr aggregieren die Laktobazillen untereinan-

der.
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Abb. 4-64 Spiilung mit reinem NaCl:
Keine roten (toten) Bakterien zu erkennen.
Zu sehen ist eine Epithelzelle, auf der sich
lebende Bakterien angesiedelt haben.

Abb. 4-65 Spiilung mit 20 mg Pulver / 20
ml NaCl: Kolonie aus roten Stébchen
(vermutlich L. paracasei) zu erkennen.
Keine Aggregation von lebenden Kokken
sichtbar.

Abb. 4-66 Spilung mit 200 mg Pulver / 20
ml NacCl: viele rote Stébchen (vermutlich
L. paracasei) zu sehen. In der Mitte des
Bildes befindet sich eine Kolonie aus le-
benden Kokken, die jedoch keine Verbin-
dung zu den toten Bakterien zu haben
scheint.
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4.6.2 Untersuchung des Zahnpasta-Expektorats

Um mdogliche Aggregationen zwischen L. paracasei und S. mutans direkt nach Anwendung
der Zahnpasta darzustellen, wurde von zwei Probanden das Zahnpasta-Speichel-Gemisch
nach dem Zahneputzen aufgefangen, zentrifugiert und nach Anfarbung unter dem Fluores-
zenzmikroskop untersucht. In manchen Féllen konnten, wie unten dargestellt, lebende Bakte-
rienkolonien in Verbindung mit toten Bakterien beobachtet werden. Dies war allerdings im

Expektorat beider Zahnpasten zu beobachten, sodass nicht sicher davon ausgegangen werden

kann, dass es sich bei den roten Bakterien wirklich um die gesuchten Laktobazillen handelt.

Abb. 4-67 Zahnpasta-Expektorat der Verum- Abb. 4-68 Zahnpasta-Expektorat der Ve-
ZP. Kolonie aus lebenden Bakterien ohne Ver- rum-ZP. Kolonie aus lebenden und toten
bindung zu toten Stébchen Bakterien

Abb. 4-69 Zahnpasta-Expektorat der Placebo Abb. 4-70 Zahnpasta-Expektorat der Place-
-ZP. Kolonie aus lebenden und toten Bakterien bo-ZP. Kolonie aus lebenden und toten Bakte-

rien
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5 Diskussion

5.1 Diskussion von Material und Methode

5.1.1 Studiendesign und Fragestellung

In den letzten Jahrzehnten konnten zahlreiche wissenschaftliche Untersuchungen die gesund-
heitsfordernde Wirkung von Probiotika auf die Darmtatigkeit nachweisen (Cannon, 2011,
Keller et al., 2011). Als probiotische Mikroorganismen werden Bakterien wie z.B. Bifidobak-
terien oder Laktobazillen eingesetzt, die auf unterschiedliche Art und Weise einen positiven
Effekt auf den Organismus ausliben. Neben der Regulierung der Immunantwort ist die Kon-
kurrenz mit pathogenen Keimen um Bindungsstellen bzw. die Wachstumshemmung bestimm-
ter Bakterien ein wichtiger gesundheitsférdernder Mechanismus der Probiotika (Badet und
Thebaud, 2008; Cannon, 2011; Hasslof et al., 2010).

Aufgrund dieser Wirkmechanismen entstand vor nicht allzu langer Zeit die Idee, kariespatho-
gene Keime mithilfe von Probiotika zu bekampfen, um auf diese Weise das Kariesrisiko zu
reduzieren. Bislang existieren nur wenige Studien zu diesem Thema. In vielen Féllen handelt
es sich um In-vitro-Studien, in denen die hemmende Wirkung probiotischer Bakterien (meis-
tens Laktobazillen) auf pathogene Keime wie Mutans-Streptokokken nachgewiesen bzw. de-
ren Koaggregationsverhalten untersucht werden (Hasslof et al., 2010; Keller et al., 2011,
Lang et al., 2010). Andere Studien befassen sich damit, die Adhésionsfahigkeit probiotischer
Stamme an intraoralen Oberflachen zu beweisen (Haukioja et al., 2006). Klinische Studien zu
diesem Thema, wie z.B. die von Nase et al. (2001), untersuchen die Wirkung einer probioti-
schen Milch Uber einen Zeitraum von sieben Monaten an Kindergartenkindern. Als Analyse-
methoden wurden klinische Untersuchungen sowie mikrobiologische Analysen von Plague
und Speichel durchgefihrt.

Aufgrund der Tatsache, dass Laktobazillen durch ihr azidogenes und azidures Verhalten in
tiefen karidsen Lasionen nachweisbar sind und sich am Kariesgeschehen aktiv beteiligen
(Haukioja et al., 2006; Keller et al., 2011; Nase et al., 2001), wurde in der vorliegenden Stu-
die im Gegensatz zu den klassischen ,,lebenden* Probiotika hitzegetrocknete Lactobacillus

paracasei verwendet.

Als Applikationsform wurde eine Zahnpasta gewéhlt, da die Zahnpflege eine alltaglich be-

kannte und fur den Patienten gewohnte Methode darstellt. Neben mikrobiologischen Untersu-
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chungen zur Bestimmung der S. mutans-Menge im Speichel wurde in dieser Studie ein be-
sonderes Augenmerk auf die Biofilmbildung und -zusammensetzung gerichtet. Anhand fluo-
reszenzmikroskopischer und rasterelektronenmikroskopischer Analysen konnte auf Unter-
schiede in der Biofilmmorphologie sowohl initial (hach drei Minuten) als auch im etablierten

Biofilm (nach 48 Stunden) zwischen Placebo- und VVerum-Proben geachtet werden.

5.1.2 Art, Herstellung und Bearbeitung der Prufkorper

Um eine Annéherung an die physiologischen Gegebenheiten zu gewahrleisten, wurden in der
vorliegenden Studie Prufkorper aus Zahnschmelz verwendet. Netuschil et al. (1998) geben als
Nachteil von Schmelzpriifkdrpern gegeniiber anderen Materialien, wie z.B. Glas, eine gewisse
Eigenfluoreszenz an. Die postulierten Interferenzen, die dabei zu Problemen bei der Untersu-
chung des Bioflms am Fluoreszenzmikroskop fuhren sollen, konnten in dieser Studie jedoch
nicht festgestellt werden, da die Eigenfluoreszenz lediglich auf bakterienfreien Prufkorpern zu

erkennen war.

Aufgrund der Tatsache, dass Rinderzahne sich strukturell nicht wesentlich von menschlichen
Zahnen unterscheiden, wurden Prifkorper aus bovinem Schmelz fur die Biofilmbildung ver-
wendet. Neben der besseren Verfugbarkeit der Rinderzahne spielen insbesondere ihre Homo-
genitat und Kariesfreiheit eine wichtige Rolle. Die einheitliche Ernahrung der Rinder fuhrt zu
einer vergleichbaren mineralischen Zusammensetzung und Fluoridierung der Zahne. Hin-
sichtlich der Mikrostruktur sowie der chemischen Hauptbestandteile Kalzium, Phosphor und
Magnesium gibt es im Vergleich zu humanem Schmelz keine nennenswerten Unterschiede
(Esser et al., 1998) . Insbesondere die GroRe der Prufkdrper mit Dimensionen von
4-5 x 4-5 mm waére an humanen Zéhnen nur schwer zu realisieren. Da zusatzlich zur Morpho-
logie auch die Biofilmmenge auf einem Prifkorper untersucht wurde, musste auf eine einheit-

liche Grol3e der Prufkorper geachtet werden.

Untersuchungen am Rasterelektronenmikroskop beweisen, dass die initiale Biofilmbildung an
Oberflachenunebenheiten, wie z.B. Rissen, Perikymatien oder Abrasionsdefekten vornehm-
lich beginnt. Grund hierfir ist der Schutz der Bakterien vor Scherkraften, die eine initiale An-
heftung erschweren (McConell et al., 2010; Quirynen und Bollen, 1995). Um sicherzustellen,
dass alle Prufkorper die gleiche Oberflachenbeschaffenheit aufweisen und damit auch die
gleiche Voraussetzung fur eine Biofilmbildung erfullen, wurde eine Politur mit Nassschleif-

papier bis zu einer Korngréf3e von 4000 grit durchgefihrt.
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5.1.3 Probandenselektion

An dieser explorativen Studie nahmen 18 Probanden teil. VVor Beginn der Studie wurden eine
spezielle und allgemeine Anamnese erhoben, um systemische Erkrankungen auszuschlieRen,
die Auswirkungen auf die Biofilmbildung haben kénnten. So kdnnen zum Beispiel bestimmte
Erkrankungen, Medikamente oder Bestrahlungen im Kopf-Hals-Bereich zur Reduktion der
Speichelmenge bzw. zu Verénderungen der Speichelzusammensetzung fiihren (Bergdahl und
Bergdahl, 2000; Leal et al., 2010). Dies wiederum konnte (ber eine verdnderte Zusammenset-
zung der Pellikel zu einer gestorten Biofilmbildung fiihren. Um weiterhin gleiche VVorausset-
zungen fir die Biofilmbildung zu gewéhrleisten, wurden nur Probanden mit einem kariesinak-
tiven Gebiss und unauffalligem Schleimhautbefund in die Studie einbezogen. Die Probanden
durften ihren Essgewohnheiten nachgehen, sollten aber wahrend der Versuchsdauer auf den
Verzehr probiotischer Nahrungsmittel wie Joghurt oder Kése verzichten. Auch Alkohol und

Zigarettenkonsum waren wéhrend dieser Zeit untersagt.

5.1.4 Biofilmgewinnung

Fur die Gewinnung dentaler Biofilme stehen der Wissenschaft je nach Fragestellung ver-
schiedene Methoden zur Verfuigung. Mithilfe von In-Vitro-Biofilmmodellen kénnen Mecha-
nismen der Biofilmbildung, die Wirkung antimikrobieller Agenzien sowie eventuelle Resis-
tenzentwicklungen der im Biofilm vorkommenden Bakterien unter Laborbedingungen unter-
sucht werden. Fur die Herstellung von In-Vitro-Biofilmen etablierten sich in den letzten Jah-
ren zwei Verfahren: Das ,,mikrotiter plate-based model“ und das ,,flow displacement biofilm
model“. Das ,,flow displacement biofilm model* ist ein offenes System, in dem es zu einem
stdndigen Austausch zwischen frischem und verbrauchtem Wachstumsmedium kommt. Auf
diese Weise werden Biofilme unter Einfluss von Scherbewegungen, wie sie z.B. durch die
SpeichelflieBrate auch in der Mundhéhle existieren, gebildet. Mit dynamischen Modellen
werden das Zusammenspiel von Bakterien sowie ihre Fahigkeit zum Quorum-sensing er-
forscht. Bei dem ,,mikrotiter plate-based model* dagegen handelt es sich um ein geschlosse-
nes System, bei dem der Biofilm statisch auf Kunststoffoberflachen wachst. Mit statischen
Biofilmmodellen kdnnen verschiedene Parameter gleichzeitig mit einem geringeren Ar-
beitsaufwand untersucht werden (Coeyne und Nelis, 2010). Ein Vorteil der In-vitro-
Biofilmmodelle wird in ihrer Reproduzierbarkeit und Wiederholbarkeit gesehen, da im Unter-

schied zu In-Vivo-Untersuchungen keine individuellen Unterschiede auftreten. Dies ermog-
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licht eine objektive Auswertung der Ergebnisse. AuRerdem ist es moglich je nach Fragestel-

lung die Untersuchungsparameter zu modifizieren (Wimpenny, 1982).

In-Vitro-Versuche stellen eine wichtige Untersuchungsmethode zur Erprobung Kritischer
Substanzen dar, die erst auf ihre Unvertraglichkeit fur den menschlichen Organismus getestet
werden mussen. Da nach wie vor grol3e Unterschiede zwischen der Bioadhé&sion in vitro und
in vivo bestehen (Tawakoli et al., 2012), erscheint es unabdingbar, nach erfolgreich durchge-

fuhrten In-vitro-Studien klinische Studien anzuschlief3en.

Die Laktobazillen, die in der vorliegenden Studie untersucht wurden, erwiesen sich bereits im
Tierversuch sowie bei der Durchfiihrung von In-vitro-Untersuchungen als wirksam in der
Reduktion von Mutans Streptokokken (Lang et al., 2010; Tanzer et al., 2010). Anhand eines
In-vivo-Modells soll nun erforscht werden, ob dies auch fur den menschlichen Organismus
zutrifft.

Mithilfe von Tragermaterialien ist es moglich, den Biofilm aus der Mundhdhle zu entnehmen,
ohne seine Struktur zu zerstoren. Es existieren verschiedene Methoden zur intraoralen Bio-
filmgewinnung. Eine Mdoglichkeit besteht darin, aus kieferorthopéadischen Grinden zur Ex-
traktion stehende Pramolaren zu verwenden (Al-Mulla et al., 2010). Die Z&hne werden nach
Versuchsabschluss extrahiert und fur weitere Untersuchungen verwendet. Die Indikation ist
allerdings sehr eingeschrankt, da die Manipulation mit der Zange den empfindlichen Biofilm
zerstéren wiirde. Meyerowitz et al. (1991) verwendeten als Tragermaterial Schmelzprifkor-
per, die an kieferorthopadischen Brackets befestigt wurden. Als herausnehmbare Variante
werden Teilprothesen bzw. Schienensysteme zur Fixierung von Prifkdérpern eingesetzt (Hahn
et al., 1992; Laheij et al., 2010; Sreenivasan et al., 2009).

In der vorliegenden Studie wurden als Tragermaterial diinne Kunststoffschienen verwendet.
Die Schienen sind im Unterschied zu aufgeklebten Brackets herausnehmbar, sodass die Pro-
banden ihre gewohnten MundhygienemaRnahmen durchfuhren konnten. Durch die grazile
Gestaltung wird ein hoher Tragekomfort erreicht, der zur Probandencompliance beitragt. Da
in der vorliegenden Studie alle Probanden vollbezahnt sein sollten, kam eine Teilprothese als

Tréagermaterial fr die Priifkorper nicht in Frage.

Die Prufkorper wurden mithilfe eines A-Silikons auf Aufbissschienen befestigt. Um Scher-
bewegungen durch die Wange oder den Spuleffekt des Speichels, die beide die Biofilmbil-
dung beeinflussen kdnnten, zu minimieren, wurden die Prufkdérper so in das Silikon einge-

drickt, dass sich zirkuldr ein kleiner Wulst ausbildete. Die mit Prufkorpern bestiickten Schie-
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nen wurden Uber einen Zeitraum von 48 Stunden getragen, da nach dieser Zeit bereits ein

ausgereifter Zustand der Plaque zu erwarten ist (Lie, 1977; Netuschil et al., 1996).

5.1.5 Untersuchung des Biofilms

Die Untersuchung des Biofilms erfolgte unter Zuhilfenahme verschiedener Verfahren.

Fluoreszenzmikroskopie (live-dead-staining)

Die Fluoreszenzmikroskopie stellt eine etablierte Methode zur Untersuchung des Einflusses
antimikrobieller Substanzen auf den Biofilm dar. Insbesondere die Moéglichkeit, direkt Effekte
zu analysieren, ohne vorher aufwéndige Malinahmen vorzunehmen, kann als wichtiger Vor-

teil angesehen werden (Arweiler et al., 2002).

Das in dieser Studie verwendete LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit enthélt zwei
Nukleinsaure-Farbstoffe: das rot fluoreszierende Propidiumiodid und das griin fluoreszieren-
de Syto 9 green, die beide die F&higkeit besitzen sich in doppelstrdéngige DNA einzulagern.
Syto 9 ist in der Lage, alle Zellen anzuférben, wohingegen Propidiumiodid nur in Zellen ein-
dringen kann, die keine intakte Membran mehr besitzen, um dort die Wirkung von Syto 9
aufzuheben. Auf diese Weise fluoreszieren lebende Bakterien grin, tote Bakterien dagegen
rot (Berney et al., 2007; Boulos et al., 1999). Es existieren weitaus mehr Farbstoffe zur An-
farbung lebender und toter Mikroorganismen, die beiden zuvor erwéhnten haben sich jedoch

in der Untersuchung oraler Streptokokken besonders bewéhrt (Decker, 2001).

Mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie sollte ein denkbarer Unterschied in der Verteilung des
Rot-Griin-Verhéltnisses zwischen den Biofilmen der Placebo- und Verum-Priifkérpern unter-
sucht werden. Ein hoherer Rot-Anteil des Biofilms der VVerum-Prifkdrpern im Vergleich zum
Biofilm der Placebo-Prufkdorper konnte einen Hinweis auf eingelagerte Laktobazillen geben.
Ein gewisser Rot-Anteil ist in 48 Stunden alten Biofilmen zu erwarten. Die tiefen sowie die
aulleren Schichten eines ausgereiften Biofilms scheinen weniger vitale Mikroorganismen auf-

zuweisen als zentrale Anteile.

Es wurde festgestellt, dass totes biologisches Material ein gutes Adhérenzvermdgen an die
Zahnhartsubstanz aufweist, was die tiefen, devitalen Anteile erklaren kénnte (Auschill et al.,
2001). Die &uReren Schichten dagegen bestehen aus Bakterien, die den stdndigen antibakteri-
ellen Mechanismen des Speichels ausgesetzt sind (Scannapieco, 1994).
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Die Fluoreszenzmikroskopie erlaubt jedoch nur die Differenzierung toter und lebender Bakte-
rien sowie die Unterscheidung zwischen Kokken und Stabchen. Bakterienspezies lassen sich
mithilfe dieser Methode nicht bestimmen. Auch die Unterscheidung zwischen oberflachlichen

und tiefen Plaqueschichten ist mit diesem Mikroskop nicht mdglich (Arweiler et al., 2002).

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

In Anlehnung an die Fluoreszenzmikroskopie wurden einige der Biofilme nach Behandlung
mit Syto 9 green und Propidiumiodid im CLSM untersucht. Wie schon die Fluoreszenzmikro-
skopie bietet die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie den Vorteil, Proben ohne kompli-
zierte Vorbehandlung und Fixierung untersuchen zu kénnen (Davey und O'toole, 2000; Law-
rence et al., 1991). So bleiben die Biofilme frei von Strukturschaden (Arweiler et al., 2002;
Grotz et al., 1995). Zusétzlich zu der Untersuchung am Fluoreszenzmikroskop besteht hier die
Mdglichkeit, ahnlich der Computertomographie mithilfe eines Lasers dunne definierte
Schichten durch den Biofilm darzustellen (Netuschil et al., 1998). Auf diese Weise konnte
untersucht werden, inwiefern sich die Biofilme der Placebo- und Verum-Priifkorper in tiefe-
ren Schichten unterscheiden. Auch hier stellte ein hoherer Rot-Anteil des Biofilms ein Hin-

weis auf eingelagerte Laktobazillen dar.

Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie wurde unterstitzend zur Fluoreszenzmikroskopie fir die
morphologische Untersuchung der Biofilme angewandt. Die aufwéndige Vorbereitung der
Proben durch Fixierung und Dehydrierung sowie die problematische Bestimmung der Bakte-
rienspezies im REM begriinden, weshalb die Rasterelektronenmikroskopie nicht als alleinige

Methode fur die Untersuchung von Biofilmen genutzt werden sollte (Hannig et al., 2010).

Verum-Proben, die bereits unter dem Fluoreszenzmikroskop Auffélligkeiten zeigten, wurden
bei VergroRerungen bis zu 20.000 betrachtet und mit Placebo-Biofilmen verglichen. Anhand
der Untersuchung sollte kontrolliert werden, ob eine Korrelation zwischen den erhéhten Rot-
Anteilen im Fluoreszenzmikroskop und der Anwesenheit morphologisch auffalliger Stabchen
in den Biofilmen besteht. Eine sichere Identifikation der probiotischen Laktobazillen ist nicht
mdoglich. Die Untersuchung basiert lediglich auf dem Vergleich der Biofilmzusammensetzung

zwischen Placebo und VVerum.
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Mikrobiologische Untersuchungen

Zusétzlich zu den mikroskopischen Untersuchungen des Biofilms erfolgten eine mikrobiolo-
gische Analyse in Form von Abklatschpraparaten der intraoral exponierten Prufkorper sowie
ein Ausstrich der approximalen Plaque. Speichelproben, die ebenfalls auf das VVorhandensein

von S. mutans untersucht wurden, ergénzten die Analyse.

Je nach Lokalisation der Plaque in der Mundhohle kann es beztiglich des proportionalen An-
teils an Mutans-Streptokokken im Biofilm zu Schwankungen um das 10.000-Fache kommen.
S. mutans bevorzugen retentive Stellen als Standort (Loesche et al., 1975), sodass sie appro-
ximal oder in Fissuren in groReren Mengen vorzufinden sind als auf Glattflachen (bukkal)
(Lindquist und Emilson, 1991). Aufgrund dieser Tatsache wurde in der vorliegenden Studie
neben Abklatschpraparaten der Prufkorper, die aufgrund ihrer Lokalisation eher einer Glatt-
flache entsprechen, zusatzlich approximale Plaque mithilfe einer kleinen Birste (,,Mic-
robrush®) entnommen. Da S. mutans innerhalb der Mundhohle in unterschiedlichen Konzen-
trationen im dentalen Biofilm vorkommen, erfolgte die Plaqueentnahme immer an den glei-
chen Zahnzwischenrdumen (Van Houte und Green, 1974). Die Plaque wurde ohne Zeitverzug
auf die Agarplatte aufgetragen und direkt inkubiert, um mogliche Beeinflussungen des bakte-
riellen Wachstums durch zu lange Wartezeiten zwischen der Entnahme und der Inkubation zu

vermeiden (Loesche et al., 1975).

Eine mikrobiologische Untersuchung ist nur bei kultivierbaren Bakterien sinnvoll (Hannig et
al., 2010). Dies betrifft allerdings nur 50% der oralen Bakterien (Tawakoli et al., 2012). Zum
Nachweis von S. mutans wird standardmaRig der Mitis-Salivarius-Agar mit Bacitracin ver-
wendet. Bacitracin ist ein Polypeptidantibiotikum, gegen das Mutans-Streptokokken resistent
sind. Die meisten Mikroorganismen werden durch diese Substanz jedoch am Wachstum ge-
hindert. Neben Bacitracin sorgen Saccharose sowie verschiedene Salze fir die hohe Selektivi-
tat des Anzuchtmediums (Gold et al., 1973; Jordan et al., 1987). Es besteht allerdings die
Madglichkeit, dass bei unverdiinnten Speichel- und Plaqueproben, wie sie in diesem Versuch
verwendet wurden, auch Enterokokken und Hefen auf dem Agar angezichtet werden (Jordan
et al., 1987). Auch wenn deren Aussehen sich von den Kolonien der Mutans Streptokokken

unterscheiden, erschweren sie bei groBem Aufkommen die Auszahlung.
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Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die PCR wurde als Erganzung der mikrobiologischen Untersuchungen herangezogen. Die
Methode weist neben der DNA vitaler Keime auch die Erbinformation avitaler Organismen

nach, und hat sich fiir den Nachweis von S. mutans im Speichel etabliert (Rupf et al., 1999a).

Ziel war die Messung des Einflusses auf den initialen Biofilm. Bei einer Hemmung von S.
mutans durch die Zahnpasta ware eine Reduktion der Keimzahl in der Speichelflora zu erwar-
ten, somit stlinden weniger Keime fir die Besiedlung zur Verfligung. Bei Behinderung der S.
mutans-Proliferation durch Agglutination durch Laktobazillen wére die Vermehrung im Bio-

film gehemmt.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Plaque- und Gingiva-Indices

Die Erhebung der Plaque- und Gingiva-Indices diente der Erfassung der Plaguemenge und der
Entziindungszeichen der Gingiva wahrend des Versuchs. Insgesamt erfolgten drei Untersu-
chungen: Die ersten Indices wurden vor Beginn des Versuchs als Referenzwert erhoben. Dar-

auf folgten zwei weitere direkt nach der Auswaschphase und einer am Ende des Versuchs.

Der Verzicht auf MundhygienemaRnahmen flhrt nach nur wenigen Tagen zu ersten Entziin-
dungszeichen der Gingiva. Umgekehrt kommt es nach Entfernung der Plaque nach kurzer
Zeit zu einem Rickschritt der initialen, reversiblen Gingivitis (Hellwig et al., 2006a). Im
Vordergrund steht dabei die mechanische Eliminierung der Plague durch die Verwendung
einer Zahnburste. Eine weitere Bedeutung haben plaguehemmende Wirkstoffe wie Chlorhe-
xidin, Sanguinarin, Amyloglukosidase, Triclosan usw., die in handelsublichen Zahnpasten
enthalten sind (Hellwig et al., 2006a).

Die Placebo- und die Verum-Zahnpasta enthielten bis auf die hitzeinaktivierten Laktobazillen
identische Bestandteile. Um die Wirkung der Laktobazillen ohne die Beeinflussung anderer
Substanzen untersuchen zu kénnen, waren den Zahnpasten keine der zuvor erwéhnten pla-
guehemmenden Wirkstoffe zugesetzt. Lediglich geringe Mengen an Natriumfluorid (Kari-

ostatikum) sind in beiden Zahnpasten zu finden.

Die Ergebnisse zeigten sowohl fir die Placebo- als auch fur die Verum-Zahnpasta einen ge-
ringfugigen kontinuierlichen Anstieg der Werte. Die Plaque-Indices stiegen bei der Anwen-

dung der Placebo-Zahnpasta von 11,3 % Plaqueanteil auf 16,3% an. Nach Anwendung der
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Verum-Zahnpasta gab es einen Anstieg von 8,9% auf 12,75%. Diese geringfugige Ver-
schlechterung der Werte zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied. Eine mdgliche
Ursache fir dieses Ergebnis kann der Verzicht auf weitere Mundhygieneartikel, wie zum Bei-

spiel Mundspullésungen sein.

Bei den Gingiva-Indices zeigte sich ein anderes Phdnomen: Nachdem es zunéchst zu einer
Verbesserung der Werte gekommen war, stiegen diese bis zum Versuchsende wieder an, so-
dass auch hier eine minimale Verschlechterung der Ergebnisse ohne statistische Signifikanz
das Resultat war. Die plétzlich eintretende Verbesserung kann eine Folge der professionellen

Zahnreinigung sein, die eine Woche zuvor durchgefiihrt wurde.

5.2.2 Fluoreszenzmikroskopie und konfokale Lasermikroskopie

Die Analyse der Prufkorper unter dem Fluoreszenzmikroskop sollte Aufschluss tber das Ver-
haltnis von toten und lebenden Bakterien im Biofilm nach Anwendung der Placebo- und Ve-
rum-Zahnpasta geben. Zundchst erfolgte die Untersuchung der Verum-Zahnpasta ohne vorhe-
rige Kontamination mit Speichel, um eine Information Uber das Aussehen der probiotischen
Laktobazillen im Fluoreszenzmikroskop zu erhalten. Hierbei fiel auf, dass die Konzentration

der Bakterien in der Zahnpasta als eher gering zu werten war.

Laktobazillen

Zahnpasta

Abb. 5-1 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Verum-Zahn-
pasta (grun) mit Laktobazillen (rot)

Anhand des Scorings konnten nach dreiminitiger Exposition der Prifkdrper in der Mundhoh-

le keine statistisch signifikanten Unterschiede bezuglich der Bakterienmenge auf den Placebo-
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und den Verum-Prifkorpern festgestellt werden. Gelegentlich waren auf den Verum-
Prifkdrpern an Zahnpastaresten gebundene rote Stabchen-Aggregationen zu sehen, die jedoch
in keinerlei Verbindung zu anderen Bakterien (z.B. griinen Kokken) standen. Ob bei langerer
Exposition eine Adhdsion an die Zahnhartsubstanz stattgefunden hatte und die Bakterien auf
diese Weise als Wegbereiter flr weitere Bakterienaggregationen gedient hatten, ist mit dieser

Methode nicht nachweisbar.

Nach 48 Stunden konnte in zehn von insgesamt 18 Féllen ein hoherer Rot-Anteil des Biofilms
nach Anwendung der Verum-Zahnpasta festgestellt werden. Statistische Signifikanz zeigte
dieses Ergebnis jedoch nicht. Ob es sich bei den rot dargestellten Bakterien um eingelagerte
probiotische Laktobazillen handelt, kann anhand dieser Untersuchung nicht ermittelt werden.
Eventuell handelt es sich bei den toten Bakterien um gewohnlich im Biofilm vorkommende
Mikroorganismen, die durch duf3ere Einflisse getotet wurden. In einer Studie von Scannapie-
co (1994) wurde vermutet, dass die &uReren Biofilmschichten durch bakterizide Bestandteile
des Speichels abgetttet werden. Fehler bei der Durchfihrung des Versuchs, die zum friihzei-
tigen Absterben der Mikroorganismen gefuhrt haben kdnnten, sind eher unwahrscheinlich, da
die Proben an vier verschiedenen Tagen (s. Versuchsaufbau) entnommen wurden. Die erhoh-

ten Rot-Anteile tauchten in beiden Gruppen jeweils nur auf der Verum-Seite auf.

Da der Biofilm mit dem Fluoreszenzmikroskop nur oberflachlich untersucht werden konnte
(Arweiler et al., 2002), wurde zusatzlich das Verfahren der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie angewandt. Mithilfe dieser Methode ist es moglich, den Biofilm in einzelnen,
diunnen Ebenen darzustellen, sodass auch tiefere Schichten sichtbar gemacht werden kénnen
(Netuschil et al., 1998). Dadurch sollte festgestellt werden ob die Lactobacillus paracasei,
ahnlich eines Pionierkeims, an die Pellikel binden und durch Aggregation weiterer Bakterien
die Biofilmbildung sogar fordern kénnen. In diesem Falle waren in tiefen Biofilmschichten
der Verum-Prufkorper Ansammlungen von roten Stabchen mit gebundenen griinen Kokken
zu erwarten gewesen. Die Ergebnisse zeigten jedoch keine Unterschiede im Aufbau des Bio-
films zwischen Placebo- und Verum-Prifkérpern. Allen gemeinsam war ein hauptséachlich
aus Kokken bestehender Biofilm, in dem einzelne, gleichmaRig verteilte Stabchen vorkamen.
Der hohe Rot-Anteil, der im Fluoreszenzmikroskop festgestellt wurde, konnte hier nicht bes-

tatigt werden.

Im Anschluss an die Fluoreszenzmikroskopie wurden die Proben fur die Untersuchung am
Rasterelektronenmikroskop vorbereitet. Ziel dieses Verfahrens war die Untersuchung der Bio-

filmzusammensetzung und -morphologie. Auch hier wurden die Lactobacillus paracasei-
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Bakterien zun&chst ohne vorherige intraorale Exposition untersucht, um diese morphologisch
von anderen Stébchen unterscheiden zu kénnen. Auffallig hierbei war, dass die Laktobazillen
in ihrer Struktur oft zerstort waren. Der Grund dafur liegt im Herstellungsprozess des probio-

tischen Préparats, bei dem die Bakterien hitzegetrocknet werden missen.

Abb. 5-2 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Lacto-
bacillus paracasei-Bakterien

Nach dreiminltiger Exposition waren, wie die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung be-
reits zeigte, keine signifikanten Unterschiede festzustellen. Auch hier fand man auf wenigen
Prifkdrpern Zahnpastariickstdnde mit Stdbchenaggregationen, die keinerlei Kontakt zu ande-
ren Bakterien aufwiesen. Nach 48 Stunden waren hauptséchlich aus Kokken bestehende Bio-
filme mit vereinzelten Stabchen erkennbar. Einen Unterschied zwischen Placebo und Verum
konnte hierbei nicht feststellt werden. Es ist nicht auszuschliel3en, dass es sich bei den roten
Bereichen (Fluoreszenzmikroskopie) um locker an den Biofilm gebundene, pasteurisierte
Laktobazillen handelte. Durch die vielen zur Fixierung notwendigen Spilvorgénge kann es
bei schwacher Bindung zu einem Abldsen der Bakterien gekommen sein, sodass diese unter

dem Rasterelektronenmikroskop nicht mehr zu sehen waren.

Da mithilfe der Mikroskopie nur Kokken und Stabchen voneinnander unterschieden, nicht
aber mit Sicherheit das Vorkommen einer Bakterienart bestimmt werden kann, wurden mik-
robiologische Analysen zum Nachweis von S. mutans durchgefiihrt. Die probiotischen Bakte-
rien sollen die Fahigkeit besitzen, S. mutans zu aggregieren, sodass eine quantitative Redukti-

on dieser Bakterien im Speichel zu erwarten ware. Je nach Wirkmechanismus kénnte es im
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Biofilm durch eingelagerte L. paracasei —S. mutans-Aggregationen zu einem Anstieg der Mu-
tans-Streptokokken kommen. Umgekehrt kénnte auch ein Abfall der Mutans-Streptokokken
durch die erfolgreiche Reduktion der planktonisch im Speichel vorkommenden Bakterien die
Folge sein. Zum Nachweis von S. mutans im Biofilm wurden Abklatschpraparate der Prif-
korper bzw. Ausstriche der approximalen Plaque eines bestimmten Approximalkontaktes
durchgefiihrt. Die Auswertung ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen
den Placebo- und den Verum-Proben. Auch die zu erwartende Reduktion der Mutans-
Streptokokken im Speichel blieb aus. Nach Auszahlung der Kolonien auf den Agarplatten war
zwischen Placebo und Verum kein bedeutender Unterschied nach 14-tdgiger Anwendung der

Zahnpasten zu erkennen.

Da eine Hauptaufgabe einer Zahnpasta die Verminderung der Kariesprogression ist, wurde
mittels molekularbiologischer Feinanalyse der S. mutans-Anteil im initialen Biofilm unter-
sucht. Die Ergebnisse der Untersuchung zeigten bei 17 von 18 Probanden das VVorhandensein
von S. mutans im initialen Biofilm bei Anwendung der Placebo-Zahnpasta sowie fur 16 von
18 Probanden bei Nutzung des Laktobazillen enthaltenden Préparats. Der statistische Ver-
gleich der Ergebnisse ergab keine signifikanten Anderungen. Eine spezifische, antimikrobiel-
le Wirkung gegen S. mutans durch die Laktobazillen enthaltende Zahnpasta lief3 sich in dieser

Untersuchung nicht nachweisen.

Die Fahigkeit, S. mutans (DMSZ 20523) durch den in dieser Studie untersuchten Bakterien-
stamm L. paracasei (DMSZ 16671) zu aggregieren, wurde 2010 in einer In-vitro-Studie von
Lang et al. bewiesen. Dabei erzielte dieser Bakterienstamm in einer Suspension mit S. mutans
aus 624 anderen Stammen die starkste Aggregation. Die vorliegende Bindung zeigte keine
Beeinflussung durch &uRere Faktoren, wie z.B. Speichelkontakt oder Proteasenaktivitat. Eine
Autoaggregation der Bakterien konnte nicht festgestellt werden. Auch die Bindung der Lak-
tobazillen an Hydroxylapatit konnte in dieser Studie ausgeschlossen werden (Lang et al.,
2010). Nach den vielversprechenden Ergebnissen dieser In-vitro-Studie untersuchten Tanzer
et al. (2010) kurze Zeit spater die Wirkung der probiotischen Laktobazillen (DSMZ 16671) in
einem Tierexperiment an Ratten. Dabei wurden 20 von 40 Ratten mit dem Bakterienstamm
S. mutans (10449S) infiziert. Jeweils die Halfte dieser zwei Gruppen erhielt neben kariogener
Nahrung pasteurisierte und gefriergetrocknete L. paracasei Bakterien (DSMZ 16671), sodass
insgesamt vier Gruppen aus jeweils zehn Ratten entstanden. Nach 21 und 42 Tagen wurden
Plaque-Proben mikrobiologisch auf S. mutans untersucht. Ziel der Analyse war der Vergleich

der S. mutans-Menge im Biofilm der vier verschiedenen Gruppen. Beim Vergleich der mit
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S. mutans infizierten Ratten konnte mit 40% weniger S. mutans fir die Ratten mit der probio-
tischen Nahrung ein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Auch die Kariesscores wa-
ren Uberzeugend: Die Ratten, die probiotisch erndhrt worden waren, zeigten deutlich weniger
Dentinkaries sowie Glattflichenkaries im Schmelz. Lediglich in den Fissuren war kein statis-
tisch signifikanter Unterschied zwischen der Placebo und der probiotischen Erndhrung zu
vermerken (Tanzer et al., 2010).

In der vorliegenden In-situ-Studie konnten die oben aufgefiihrten Ergebnisse nicht bestatigt
werden. Ein negativer Einfluss der Laktobazillen auf die Biofilmbildung wurde zwar nicht
nachgewiesen, die erwartete Reduktion der Mutans-Streptokokken im Speichel und in der
Plaque blieb aber aus. Nach 14-tagiger Anwendung der Zahnpasta hétte zumindest eine ge-
ringfligige Abnahme beobachtet werden mussen. Es wurden verschiedene Hypothesen fiir

dieses Ergebnis aufgestellt:

Bei der Untersuchung der Verum-Zahnpasta fiel die geringe Menge an Laktobazillen auf. Es
wurde vermutet, dass die Konzentration der in der Zahnpasta enthaltenen Bakterien nicht aus-
reichte, um S. mutans aus der Mundhéhle zu eliminieren. Es erfolgte eine Nachuntersuchung,
in der drei Probanden verschiedene Konzentrationen einer Laktobazillen enthaltenden Spull6-
sung erhielten. Der erste Proband spilte mit 200 mg Laktobazillen enthaltendem Pulver in
20 ml NaCl, der zweite Proband erhielt eine Spullésung mit 20 mg ,,Laktobazillenpulver” auf
20 ml NaCl, der dritte spulte nur mit NaCl. Wahrend des Versuchs wurden jeweils drei Spei-
cheltests durchgefiihrt: eine Stunde vor Versuchsbeginn als Referenzwert, direkt nach dem
Spulen, um die unmittelbare Wirkung der Laktobazillen zu untersuchen und eine Stunde nach
der Spilung, um die Wirkungsdauer zu analysieren. Zusétzlich erfolgte eine Untersuchung
am Fluoreszenzmikroskop zur Darstellung des Rot-Griin-Verhéltnisses. Sowohl die Speichel-
analyse als auch die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung des Expektorats erbrachten
nicht die erwarteten Ergebnisse. Die Kolonienanzahl auf dem MSB-Agar war vor und nach
dem Versuch vergleichbar. Im Fluoreszenzmikroskop waren griine Bakterienkolonien ohne
Verbindung zu roten Stabchen zu sehen. Aufféllig war jedoch das Bestreben der pasteurisier-
ten Laktobazillen, untereinander Bakterienaggregationen auszubilden. Dieses Phdnomen wur-
de bereits bei der Untersuchung der Mundspulldsung in der vorangegangenen Studie
beobachtet, obwohl eine Autoaggregation der Laktobazillen in der Studie von Lang et al.
(2010) ausgeschlossen wurde. Durch die Cluster-Bildung verringert sich die Gesamtoberfla-
che der Laktobazillen, sodass weniger Bindungsstellen fur Mutans-Streptokokken zu Verfi-

gung stehen konnen.
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Speichel benetzt in der Mundhohle alle Oberflachen, so auch Bakterien. Bestimmte Speichel-
bestandteile, wie z.B. Agglutinine, haben die F&higkeit, an einen Rezeptor der Mutans-
Streptokokken (zellwand-assoziiertes Adhdasin aus der Ag I/ll Familie) zu binden und eine
Aggregation der Bakterien untereinander zu initiieren (Ahn et al., 2008; Brady et al., 1992).
Dieser Vorgang konnte eine mogliche Ursache fur die verminderte Aggregationsfahigkeit der
probiotischen Laktobazillen an S. mutans darstellen. In der Studie von Lang et al. (2010) wird
zwar der negative Einfluss von Speichel auf die vorliegenden Bindungsmechanismen ausge-
schlossen, da es sich aber um eine In-vitro-Studie handelte, kann nicht sichergestellt sein, dass

alle in der Mundhdhle existierenden Faktoren imitiert werden konnten.

Im Unterschied zu der vorangegangenen Studie, in der die Wirkung einer L. paracasei DSMZ
16671 enthaltenden Spullésung untersucht wurde, kam in der vorliegenden Untersuchung
eine Zahnpasta zum Einsatz. Die hohe Viskositat der Zahnpasta, in der die Bakterien einge-
bettet waren, konnte verhindert haben, dass die Laktobazillen den Wirkort schnell genug er-
reichen. Dies wirde bedeuten, dass die meisten Laktobazillen nach dem Z&hneputzen mit der
Zahnpasta wieder ausgespult wurden, ohne zuvor an Mutans-Streptokokken binden zu kon-
nen. Doch allein die Konsistenz des Tragermaterials kann fir die schlechte Wirkung der Lak-
tobazillen nicht als Ursache herangezogen werden. Auch wenn in der ersten Studie im Ver-
gleich zu der vorliegenden eine geringfiigige Reduktion der Mutans-Streptokokken im Spei-
chel zu erkennen war, so lag dies vermutlich an den verschiedenen Versuchsdesigns mit un-
terschiedlichen Zielsetzungen, die nur schwer miteinander vergleichbar sind. An der ersten
Studie nahmen lediglich sechs Probanden teil. Die Wirkung der Spllung wurde Uber einen
Zeitraum von 48 Stunden untersucht. Bei der vorliegenden Studie waren es 18 Probanden mit
einer Versuchsdauer von zwei Wochen. In einer Studie von (Montalto et al., 2004), in der
35 Probanden Probiotika (Laktobazillen) sowohl in Kapselform als auch in flissigem Zustand
erhielten, konnte nach 45 Tagen, unabhdngig vom zugefiihrten Medium, keine Reduktion der
S. mutans-Anzahl im Speichel festgestellt werden. Umgekehrt stieg jedoch die Laktobazillen-

konzentration an.

Die Probandenselektion kdnnte ebenfalls eine Rolle spielen. Es handelte sich bei den 18 Pro-
banden grofitenteils um junge Personen ohne Kariesaktivitat. Die Kariesrisikotests wiesen in
den meisten Fallen relativ geringe Mengen an S.mutans im Speichel auf, sodass auch nur we-
nige Bakterien aggregiert werden konnten. Eine hdhere Konzentration hétte vermutlich zu
einer grofleren Reduktion der S. mutans gefiihrt, ob sie aber ausgereicht hatte, um das Karies-

risiko zu minimieren, dartiber kann nur spekuliert werden.
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5.3 Schlussfolgerung

Zweifellos stellt die Anwendung von Probiotika zur Reduktion oralpathogener Keime ein

interessantes Konzept zur Bekampfung der Karies und Parodontitiden dar.

Im Gegensatz zu Antibiotika sind bei der Anwendung von Probiotika keine Resistenzen zu
erwarten (Bonifait et al., 2009; Meurman, 2005; Twetman und Stecksen-Blicks, 2008). So-
wohl in vitro als auch im Tierexperiment konnten die hier untersuchten probiotischen Lakto-
bazillen Gberzeugen und vielversprechende Ergebnisse im Hinblick auf die Reduktion von

Mutans-Streptokokken aufzeigen.

Die Resultate der hier vorliegenden Studie lassen den Schluss zu, dass In-vitro-
Untersuchungen nur bedingt auf den menschlichen Organismus Ubertragbar sind. Es existie-

ren zu viele Faktoren, die auRerhalb der Mundhdhle nicht simuliert werden kdnnen.

Da die Gruppe der Mutans-Streptokokken aus verschiedenen kariogenen Bakterienarten be-
steht, die sich jeweils aus verschiedenen Sero- bzw. Genotypen zusammensetzen (Caufield
und Walker, 1989; Pieralisi et al., 2010), wurde die Aggregation der probiotischen Laktoba-
zillen in der Studie von Lang et al. (2010) mit verschiedenen Mutans-Streptokokken (S. mu-
tans, S. sobrinus, S. rattus, S. cricetus etc.) bzw. mit acht verschiedenen S. mutans Wildtypen
(aus Probanden isoliert) untersucht. Das Aggregationsvermdgen der Bakterien mit den Lakto-
bazillen wurde jedoch immer nur mit einer Bakterienart gleichzeitig untersucht. Zahlreiche
orale Mikroorganismen haben das Bestreben, mit anderen Bakterienarten eine Koaggregation
einzugehen (Kitada und Oho, 2012; Kolenbrander et al., 1993). Es ware also denkbar, dass
das Aggregationsverhalten der pasteurisierten Laktobazillen durch die Anwesenheit anderer
Bakterien, die eine groRere Affinitat zu S. mutans aufweisen, beeinflusst wird.

Neben Mutans-Streptokokken sind diverse Laktobazillen, Actinomyceten, Bifidobakterien,
Propionibakterien sowie non-mutans Streptokokken am Kariesgeschehen beteiligt (Takahashi
und Nyvad, 2011). Eine kurzzeitige Reduktion von Mutans-Streptokokken, wie sie in einigen
Studien nach Probiotika-Einnahme festgestellt wird (Ndse et al., 2001; Ahola et al., 2002;
(Nikawa et al., 2004), muss demnach nicht zwangslaufig ein geringeres Kariesrisiko zur Fol-
ge haben (Twetman und Keller, 2012).

Des Weiteren kdnnte das angewandte Medium (Zahnpasta, Spillésung) ein Problem darstel-
len. Beide Substanzen werden sehr schnell (max. 2 min) wieder aus der Mundhéhle entfernt,
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sodass die meisten Laktobazillen direkt wieder mit dem Medium ausgeschieden werden, be-
vor sie die Moéglichkeit haben, an den Wirkort zu gelangen. Eine Mdglichkeit, dieses Problem
zu losen, konnte die Anwendung sogenannter slow-release-Substanzen sein, die bereits in
Form von Fluorid enthaltenden Vehikeln fir die Kariespréavention (Bonner et al., 2006; Cur-
zon und Toumba, 2004; Pessan et al., 2008) bzw. fiir die Behandlung der Parodontitis (lokale
Antibiotika) (Eickholz, 2010; Tonetti et al., 2012) untersucht wurden. Ein Vorteil dieser An-
wendung ist die kontinuierliche Abgabe der Laktobazillen tber einen langeren Zeitraum

(Stunden), um die Wirkdauer zu verlangern.

In einer Studie von Auschill et al. (2001) wurde in einem In-vitro-Versuch festgestellt, dass
vermehrt tote Streptokokken an die Prifkorper adhérierten, wahrend lebende Bakterien im
flissigen Medium verblieben. Es wurde daraus gefolgert, dass totes, biologisches Material ein
wichtiger Faktor in der initialen Phase der Biofilmbildung darstellt (Auschill et al., 2001; Ne-
tuschil et al., 1998). So war ein Ziel der vorliegenden Studie die Untersuchung des Adhési-
onsverhaltens der probiotischen Laktobazillen an die Pellikel bzw. an den etablierten Biofilm.
Durch Bindung weiterer Mutans-Streptokokken hatte das Probiotikum durch Férderung der
Biofilmbildung sogar kariesbegiinstigende Wirkungen zeigen konnen. Dieses Ph&nomen
konnte nicht vollstdndig ausgeschlossen werden, da die PCR-Ergebnisse bei einigen Proban-
den eine erhohte Konzentration an Laktobazillen zeigten und die fluoreszenzmikroskopischen
Bilder vermehrt tote Bakterien auf den Verum-Prifkdrpern erkennen lielen. Ein definitiver
Beweis, ob es sich hierbei um die probiotischen Laktobazillen handelte bzw. ob sie dadurch
die Adhé&sion weiterer Mutans-Streptokokken begunstigten, konnte aber nicht erbracht wer-
den.

Mit dem Konzept der antimikrobiellen Therapie wird das Ziel verfolgt, bestimmte kariesver-
ursachende Mikroorganismen gezielt aus der Mundhdhle zu eliminieren, um so einen ¢kolo-
gischen Shift zu verursachen (Caufield et al., 2001). Im Idealfall wird auf diese Weise der
einst kariogene Biofilm in einen nicht-kariogenen Biofilm umgewandelt. Der Eingriff in ein
etabliertes Okosystem birgt jedoch auch Gefahren. Es ist denkbar, dass die Elimination be-
stimmter schéadlicher Mikroorganismen eine Nische fiir andere, bislang nicht so bedeutende

kariogene Keime mit unbekannten Folgen freiwerden l&sst.

Im Hinblick auf die zahlreichen offen gebliebenen Fragen werden noch mehr klinische Lang-
zeitstudien zu diesem Thema nétig sein, ehe sich Probiotika als effektive, kariesreduzierende

Substanzen zum Wohle des Patienten auf dem Markt etablieren kénnen.
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