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I Zusammenfassung

Eine reduzierte Anheftung von Bakterien an dentale Fillmaterialien wird als eine Mdglichkeit
diskutiert, die Entstehung von Sekundarkaries an Fillungsrandern zu verhindern. Aus diesem
Grund entwickelte die Arbeitsgruppe von Prof. Riittermann an der Poliklinik fiir Zahnerhaltung,
Parodontologie und Endodontologie der Heinrich-Heine-Universitat vier modifizierte dentale
Kunststofffillmaterialien, die eine reduzierte Adhasion von Bakterien (Kunststoffe P2 und P7)
bzw. bakterizide Eigenschaften (Kunststoffe P8/9 und P9) aufweisen sollten.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Etablierung von zwei TagMan-PCRs
fir die den dentalen Biofilm friihbesiedelnden Actinomycetenspezies A. naeslundii und A.
viscosus, um im Folgenden die vier modifizierten dentalen Kunststoffe auf ihre adhasiven
Eigenschaften im Vergleich zu einem Standardkunststoff in vitro und in situ zu charakterisieren.

Die Entwicklung von TagMan-PCRs, bei denen eine Quantifizierung der Keime durch simultane
Amplifizierung von Standards bekannter Konzentration maoglich ist, erforderte die Auffindung
speziesspezifischer Regionen im Genom der Bakterienspezies A. naeslundii und A. viscosus.
Hierflr zeigten sich eine Region des nanH-Gens von A. viscosus und ein Bereich des 16S rDNA-
Gens von A. naeslundii geeignet. Die Spezifitdt der gPCRs wurde mittels Homologievergleichen
zu Sequenzen anderer Bakterien aus Datenbanken in silico verifiziert, darunter A.
odontolyticus, A. oris und A. johnsonii, als auch durch Testung der DNA homologer Spezies in
den PCRs bestatigt.

Zur Charakterisierung der adhasiven Eigenschaften wurden die Kunststofffiillmaterialien in
vitro mit einem Bakteriengemisch aus den fiinf friihbesiedelnden Keimen A. naeslundii, A.
viscosus, S. mitis, S. oralis und S. sanguinis, fiir 8 und 24 Stunden inkubiert. Fir die in situ
Versuche wurden die Fullmaterialien jeweils 8 Stunden im Mund von zwei Probanden
getragen. SchlieRlich wurden die an die Fiillmaterialien adhdrenten Bakterien lysiert und die
gewonnene DNA zur Quantifizierung beider Actinomycetenspezies in den entwickelten
TagMan-PCRs amplifiziert.

Es zeigte sich bei den in vitro Versuchen, dass der Kunststoff P9, der durch Zugabe von
Methacryl-Irgasan modifiziert worden war, eine ca. 25%ige Reduktion der Bakterienadharenz
von A. naeslundii und A. viscosus von 8 Stunden auf 24 Stunden aufwies. Der
Standardkunststoff zeigte hingegen immer eine erhéhte Adhasion. Die ibrigen modifizierten
Kunststoffe zeigten keine eindeutigen Ergebnisse.

Bei den in situ Versuchen zeigten sich Probanden-spezifische Ergebnisse, die sich von den in
vitro Versuchen unterschieden. Bei Proband 1 zeigte sich an Kunststoff P2 immer eine
reduzierte Eubakterien- und Actinomycetenadhasion im Vergleich zu den anderen getesteten
Kunststoffen, bei Proband 2 hingegen war an die Kunststoffe P2 und P9 eine erhohte
Anheftung zu verzeichnen. Die Keimzahl in Speichel und Abstrich von Proband 2 war insgesamt
hoher als bei Proband 1. So scheint das individuelle Mikrobiom einen entscheidenden Einfluss
auf die Adhasion friihbesiedelnder Actinomyceten an die getesteten Kunststoffe zu haben.

So lasst sich aus der hier vorliegenden Arbeit schlussfolgern, dass der modifizierte Kunststoff
P9 in vitro einen anti-adhadsiven Effekt aufweist, dies jedoch nicht die in situ Situation
widerspiegelt, sodass weitere Versuchsreihen mit einer groReren Probandenzahl und langeren
Tragezeiten der Kunststoffe im Mund durchgefiihrt werden sollten, um anti-adhasive
Kunststoffe umfassend charakterisieren und identifizieren zu kénnen.
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1. Einleitung

In der menschlichen Mundhdhle spielt die Interaktion und Kommunikation von Bakterien eine
entscheidende Rolle fir die Bildung des bakteriellen Biofilms auf Zahnoberflachen [1]. Durch
Anheftung an das Zahnpellikel und Verknlpfungen der Bakterien untereinander [1,2] wird ein
aus verschiedenen Bakterienspezies bestehender Biofilm gebildet, der auch als Plaque
bezeichnet wird. Innerhalb dieses Biofilms fungieren die verschiedenen Spezies als eine stets

wechselnde, aber koordinierte Gemeinschaft [1].

Die Anzahl der verschiedenen Spezies in der menschlichen Mundhdhle schwankt je nach
Untersuchungsmethode zwischen 500-700 Spezies, wobei zwischen Friih- und Spatbesiedlern
der Zahnoberflaiche unterschieden wird [1-3]. Zu den Friihbesiedlern zdhlen die
Actinomyceten, darunter die Spezies A. viscosus und A. naeslundii, die neben den
Streptokokken in den sehr friiheren Phasen der Biofilmbildung als vorherrschende Bakterien

angesehen werden [2-4-6,9].

Die Actinomyceten zdhlen zu den gram-positiven, fakultativ anaeroben, unbeweglichen und
zur Fadenbildung neigenden Bakterien aus der Familie der Actinomycetaceae [7]. Sie sind in
der Regel gerade oder gekriimmte stabchenformige Zellen mit einem Durchmesser von 0,2—
3,0 um. Einige Arten bilden kleine, verzweigte Myzelien, weswegen sie lange als Pilze
angesehen wurden. Sie gelten als fakultativ pathogene Schleimhautkommensale der
Mundhohle, selten auch des Verdauungs- und Genitaltrakts des gesunden Erwachsenen und
auch warmblitiger Wirtsorganismen [7,8]. Die Spezies A. naeslundii, A. viscosus und A.
odontolyticus werden haufig als Erreger milder Infektionen der Tranenkanalchen isoliert und

sind an der Karies- und Parodontitisgenese beteiligt [7].

Als weitere Friithbesiedler lassen sich Streptokokken, wie zum Beispiel S. mitis oder S. oralis,
Haemophilus spp., Prevotella spp. und Veillonella spp. nachweisen [1]. Innerhalb kiirzester Zeit
nach der Zahnreinigung bildet sich an der Zahnoberfliche ein aus Speichelglykoproteinen,
Phosphoproteinen und Lipiden bestehendes Pellikel, das als Rezeptor fiir die Anheftung der
Frihbesiedler dient [10,11]. Die Anheftung erfolgt lGber an der Bakterienoberflache liegende
Adhasine [10]. Die Actinomyces spp. verfliigen Uber zwei verschiedene, aus mehreren
Untereinheiten bestehende Fimbrien, Uber die sie sich sowohl an Hartgewebe, wie die
Zahnoberflache (Typ-1-Fimbrien), als auch an Weichgewebe, wie die Mundschleimhaut, oder

an andere Mikroorganismen anheften kdnnen (Typ-2-Fimbrien) [12-14].



Eine Ubersicht tber die bakterielle Architektur an der Zahnoberfliche ist in Abbildung 1

dargestellt (nach Kolenbrander et al., 2002 [1]).
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Abb. 1: Modell der bakteriellen Kolonisation der Zahnoberflache (nach Kolenbrander et al., 2002 [1]).

Es ist eine Unterteilung der den Zahn besiedelnden Bakterien in Friih-/und Spatbesiedler vorgenommen
worden (schwarze Pfeile). Die Vernetzung der Bakterien untereinander, sowie an das Pellikel erfolgt
tiber Rezeptoren (griine Kdsten und blaue Zylinder) und Adhédsine (blaue Pfeile). Die dargestellten
Bakterienspezies sind die Streptokokken-Spezies S. mitis, S. oralis, S. gordonii und S. sanguinis (blaue
Kreise), die Actinomyces spp. A. naeslundii und A. israelii (rote Ellipsen), Prevotella denticola, Prevotella
intermedia (griine Ellipsen), Veillonella atypica, Propionibacterium acnes, Capnocytophaga gingivalis,
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, weitere Eubakterien (orange) sowie Actinobacillus
actinomycetemcomitans (rot).



Das Vorhandensein eines Biofilms wird als Voraussetzung fiir das Auftreten von Infektionen in

der Mundhohle, wie zum Beispiel Parodontitis und Karies, diskutiert [3,4,6,15,16].

Neben der Biofilmbildung auf Zahnoberflichen und der Mundschleimhaut wird auch das
Auftreten von Biofilmen an dentalen Flllungsmaterialien beobachtet und als Ursache fiir das
Auftreten von Sekundarkaries und Demineralisationsprozessen an Schmelz und Dentin
angesehen [17-20]. Als Sekundarkaries bezeichnet man karidse Lasionen an den Randern einer
Zahnrestauration [21,22], wobei zwei Formen unterschieden werden. Die erste Form findet
sich an der duBeren Zahnoberflache neben dem Fillungsrand, die zweite Form ist an der
Zahninnenflache zu finden, die der Fillung anliegt, und entsteht bei Undichtigkeiten zwischen
Zahn und Fillung [22]. Der Austausch einer Restauration ist zu 60 % der Sekundarkaries

geschuldet [21].

Bereits kurz nach Einsetzten verschiedener Flllungsmaterialien in den Mund kann auf der
Fillungsoberflache der Beginn der Biofilmbildung beobachtet werden [20]. Es wird vermutet,
dass die Art des Fillmaterials mit seinen spezifischen Materialeigenschaften einen
entscheidenden Einfluss auf die Zusammensetzung eines Biofilms auf dem Fillmaterial besitzt
[19] und dass verschiedene Materialien unterschiedlich starke Plaqueakkumulationen und

Bakterienadhasionen aufweisen [21].

Studien zufolge weisen Amalgamfillungen einen antibakteriellen Effekt auf [23], der durch die
Freisetzung von Quecksilberionen entsteht [21,23]. Da jedoch der Wunsch nach asthetischen,
zahnfarbenen Fiillmaterialien besteht und Angste (iber eventuelle Nebenwirkungen von
Amalgamfillungen bestehen, werden immer mehr alternative Materialien, wie zum Beispiel
Kunststoffe (Komposite) oder Glasionomerzemente, als Restaurationsmaterial benutzt [24].
Als  nachteiliger  Effekt bei den  Kompositfiullstoffen ist die  auftretende
Polymerisationsschrumpfung zu sehen, bei der es zwischen Zahn und Fillmaterial zur Bildung
eines Spaltes kommen kann [24,25], der von Mikroorganismen besiedelt wird und die
Entstehung von Sekundarkaries beglinstigen kann [21,24,26,28]. Ein direkter antibakterieller
Effekt von nicht modifizierten Kompositen war jedoch experimentell bisher nicht nachweisbar
[21,24,26,27]. Mehrere Publikationen weisen bei Glasionomerzementen einen antibakteriellen
Effekt nach [24,28-31]. Jedoch ist er als Fillungswerkstoff nicht polierbar und die
Kantenfestigkeit ist schlecht, weswegen er allenfalls im Milchgebiss oder bei Kavitdten im
Wurzelzement verwendet wird, wohingegen Komposit fiir die Fillung von Front- und

Seitenzahnen geeignet ist [32].



Fiir die Entwicklung eines zahnfarbenen Fillmaterials, das die Bakterienadhdsion und somit
auch die Biofilmbildung und befiirchtete Sekundarkaries reduziert oder verhindert, wurden in
den letzten Jahren verschiedene Forschungsarbeiten durchgefihrt, bei denen modifizierte

Komposite untersucht wurden.

Ein Triclosan-haltiges Komposit wurde, im Vergleich zu einem nicht modifizierten Material, als
antibakteriell eingestuft, da die Bakterienspezies A. viscosus, S. mutans und Lactobacillus casei
in Einzelsuspension getestet und unterschiedlich stark in ihrem Wachstum gehemmt wurden
[27]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass das Wachstum eines Biofilms auf einem
Chlorhexidin-modifizierten Komposit verlangsamt war [33]. Durch Zusatz von quartdarem
Ammonium war in einer weiteren Studie eine antibakterielle Aktivitat nachweisbar, die
mindestens einen Monat anhielt [34]. Die Modifikation durch Zusatz von Silbermikropartikeln

wirkte in vitro sowohl anti-adhasiv als auch bakterizid auf Streptococcus mutans [35].

Neben Modifikationen von Komposit durch antibakterielle Zusatze wurde ebenfalls untersucht,
ob Materialien mit geringer Oberflachenenergie und glatterer Oberflachenbeschaffenheit
einen Einfluss auf die Biofilmbildung haben [18,36,37]. Carlen et al. beobachteten 2001, dass
auf polierten Kunststoffoberflachen, im Vergleich zum selben unpolierten Material, weniger
Biofilmbildung stattfand [36]. Riittermann et al. entwickelten 2010 bakterizid und anti-adhasiv
modifizierte Kunststoffe (Zusammensetzung s. Kap. 3.1.7), bei denen sie durch Zugabe von
bestimmten Wirkstoffen die Oberflachenenergie im Vergleich zu einem nicht modifizierten
Standardkunststoff reduzieren konnten [37]. Im Jahr 2012 {berpriften sie mittels
Fluoreszenzmikroskopie, ob sich die Uberlebensfihigkeit dentaler friihbesiedelnder Bakterien
(darunter die Streptokokkenspezies S. mitis, S. oralis, S. sanguinis und die Actinomyceten-
spezies A. naeslundii und A. viscosus) auf der Oberflache dieser modifizierten Kunststoffe von
denen des Standardkunststoffes unterschied. Sie stellten fest, dass sich die modifizierten
Materialien eigneten, um die bakterielle Adhédsion und Uberlebensrate zu reduzieren [18]. Da
mittels Fluoreszenzmikroskopie keine Quantifizierung einzelner adhdrenter Bakterienspezies
im Bakteriengemisch eines Biofilms moglich war, wurden die von Rittermann et al.
modifizierten Kunststoffe zur Verfiigung gestellt, um im Rahmen dieser Arbeit mittels TagMan-
PCRs eine Quantifizierung der Actinomycetenspezies A. naeslundii und A. viscosus auch aus

polybakteriellen Biofilmen durchfiihren zu kénnen.



In der TagMan-PCR, bei der neben einem Primerpaar auch eine speziesspezifische Sonde
eingesetzt wird, werden Genfragmente, bzw. Nukleinsdureabschnitte, vervielfaltigt und in
Echtzeit (Real-time) quantifiziert [38]. Es ist eine verbreitete Methode zur Analyse klinisch-
mikrobiologischer Proben [39]. Die Anwendungsbreite der Real-time PCR hat in den letzten
Jahren zugenommen, da es eine schnelle und sensitive Methode zur Detektion und
Quantifizierung von Bakterien in Proben darstellt [40]. Es kdnnen absolute Bakterienzahlen
bestimmt werden, wenn simultan zur Amplifikation der unbekannten Probe
Quantifizierungsstandards in bekannten Konzentrationen analysiert werden [40,41]. Da so
auch der Nachweis von schwierig zu kultivierenden Bakterien gelingt [40,58], wurde die
TagMan-PCR bereits zur Quantifizierung oraler Mikroorganismen in dentalen Biofilmen
eingesetzt [9,39,40]. Die Auswahl geeigneter Primer- und Sondenbindungsstellen, die
speziesspezifisch fir die nachzuweisenden Organismen sein missen, ist essentiell fiir den
Erfolg einer TagMan-PCR. Meist werden hierflr speziesspezifische Bereiche des 16S rRNA-

Gens gewahlt oder Bereiche in Genen, die fiir speziesspezifische Proteine kodieren [9].

Die Identifikation von Bakterienspezies anhand ihrer 16S rRNA Gensequenz gilt als weit
verbreitete Methode [43], jedoch lassen sich manche eng verwandte Spezies so nicht
eindeutig differenzieren. Auch fir einige Actinomyces Spezies, wie zum Beispiel A. naeslundii,
wurde die 16S rDNA-basierte Typisierung als nicht sehr zuverldssig angesehen [42,43]. Im
Genom von A. naeslundii und A. viscosus wurden jedoch auch andere Gene identifiziert, die fir
eine Differenzierung dieser Actinomycetenspezies geeignet zu sein schienen. Mehrere
Publikationen bezogen sich dabei auf die Charakterisierung der Gene fimA und fimP, die flr die
Untereinheiten der bakteriellen Fimbrien kodieren [12,13,14] und nanH, das Sialidase kodiert
[12,44]. Die Arbeitsgruppe von Henssge et al. versuchte 2009, die drei verschiedenen
Genotypen von A. naeslundii anhand ihrer sechs housekeeping-Gene atpA oder F1A (ATP-
Synthase F1 a-Untereinheit), rooB (RNA-Polymerase B-Untereinheit), pgi (Glucose-6-Phosphat-
Isomerase), metG (Methionyl-tRNA Synthase), gltA (Citrat-Synthase |) und gyrA (DNA-Gyrase
A-Untereinheit) zu differenzieren und von anderen Actinomycetenspezies abzugrenzen. Es
ergab sich, dass die Differenzierung der drei Genotypen am besten anhand der Gene atpA und
metG durchzufiihren war [43]. In verschiedenen Actinomyceten wurden dariiber hinaus die
Gene lev) und ureC, die fiur die am Stoffwechsel beteiligten Enzyme Levanase und Urease
kodieren, zur Speziesdifferenzierung mittels Southern Blot herangezogen [12] und sollten

somit ebenfalls fir die speziesspezifische Amplifikation mittels Realtime PCR geeignet sein.



2. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Etablierung von TagMan-PCRs zum
speziesspezifischen Nachweis der beiden Bakterienspezies Actinomyces naeslundii und
Actinomyces viscosus. Es sollten hierzu zuerst Bereiche im Genom der beiden Spezies gefunden
werden, die einen speziesspezifischen Nachweis des jeweiligen Bakteriums ermdoglichen. Nach
erfolgreicher Etablierung sollten die entwickelten PCRs in einer Versuchsreihe, die in
Zusammenarbeit mit der Poliklinik fir Zahnerhaltung, Parodontologie und Endodontologie der
Heinrich-Heine-Universitat  stattfand, zum Einsatz  kommen, um modifizierte
Fillungskunststoffe auf ihre anti-adhdsiven, beziehungsweise bakteriziden Wirkungen auf

orale Frihbesiedler im Vergleich zu einem Standardfiillungskunststoff zu untersuchen.



3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Primer und Sonden

Mit dem Computerprogramm ,Primer Express” (Applied Biosystems, Carlsbad, USA) wurden

Primer und Sonden fiir TagMan PCRs selbst konfiguriert.

Die folgenden Primer und Sonden (s. Tab.1) wurden bei der Firma Metabion (Martinsried,

Deutschland) synthetisiert.

Tabelle 1: Sequenzen der getesteten Primer und Sonden

Spezies Primer/Sonden Sequenz (5‘-3°) Ampli | Gen Litera-
kon - tur
grofe
/bp

Eubakterien | Euba-for (P891) TGGAGCATGTGGTTTAATTCGA 143 16S *

rDNA
Euba-rev (P1033) | TGCGGGACTTAACCCAACA
Euba-S (P1024) TexRed-CACGAGCTGACGACARCCATGCA-BHQ
Act.spp Act-174-F GGTCTCTGGGCCGTTACTGA 112 16S [45]
rDNA
Act-281-R GRCCCCCCACACCTAGTG
Aodo-R TGGCCCCCACACCTAGTG
Act-237-T FAM-CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGG-BHQ
A. Anae-F1 TCGAAACTCAGCAAGTAGCCG 96 k.A [9]
naeslundii
Anae-R1 AGAGGAGGGCCACAAAAGAAA
Anae-S1 HEX-GGGTACTCTAGTCCAAACTGGCGGATAGCG-
TAMRA
A. Anae-F2 GTTCGTGTGTCTTTGTTGTTTGTTT 69 ISR [40]
naeslundii
Anae-R2 CTTCATCGGCCCCTGATG
Anae-S2 FAM-TGAGCGTTCGGTGGAT-MGB
A. viscosus Avis-F2 ATGTGGGTCTGACCTGCTGC 96 k.A. [9]
Avis-R2 CAAAGTCGATCACGCTCCG
Avis-S2 FAM-ACGGAGGTCGGGAACGGTGGAAG-TAMRA
A.viscosus Avis-F1 GTAACCTGCCCCCTTCTTCTG 103 16S selbst
rDNA
Avis-R1 AACACCCAAAGGCGCATCT
Avis-S1 HEX-CGGGATATTCTGGGTCTGTCGCATG-BHQ

A.viscosus+ | ANVF TAACCGCATGAAAGTGTGGGC 165 selbst

A. rDNA

naeslundii

A. ANF3 GGGCCTGGGAAAGATTG 16S selbst

naeslundii rDNA

Act. spp ActR3 CAAGCTGATAGGCCGCGA 16S selbst

rDNA

A. ANVR TGACCGTGCACCCTCTCA 16S selbst

naeslundii+ rDNA

A.viscosus




A. Anae S3 FAM-TTTTTGGTGTTTTTGGTGGGGGATC-BHQ-1 16S selbst
naeslundii rDNA
A. viscosus Avis S3 Hex-CCTGGGAAAGGTTTGTTCCGGTGG-BHQ-1 16S selbst
rDNA
A.viscosus Avis nanH-34F GTCGACAACCAGACGGGC 76 nanH selbst
Avis nanH-109R CGGCCTGTGAGTGGCC
Avis nanH-64T FAM-TTCCACGTCAAGTCCTTCGACCAGG-BHQ-1
Avis nanH-F2 CGCCCAACCCGAACCAC 250 nanH *
Avis nanH-R2 CATCCAAGCCGAGGTCTCCAC
AvisF1A-257F GGGCCGGCTCCATGA 123 F1A selbst

AvisF1A-379R

TGAACAGGTCAGACTGGAGGAA

AvisF1A-238T

Hex-ATCATCGAGACCAAGGCCAACGACG-BHQ-1

* =designt im Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene

k.A. = keine Angabe des Gens

selbst = im Rahmen dieser Arbeit selbst designt

Primer und Sonden wurden als Lyophilisate erhalten, durch Zugabe von 10 mM Tris/HCI, pH
7,5 auf eine Konzentration von 100 pmol/ pl (= 100uM) verdiinnt und bei -20°C als Stocklosung

gelagert.

3.1.2 MasterMixe

- Mesa Green qPCR Mastermix plus (Eurogentec, Seraing, Belgien) fiir Realtime PCRs

ohne Sonde

- gPCR Mastermix No ROX ( Eurogentec, Seraing, Belgien) fiir TagMan-PCRs mit Sonde

- iQ Supermix (Biorad / Hercules, Canada) fir konventionelle PCRs

3.1.3 Kits

- High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche, Mannheim, Deutschland)

- Nucleo Spin Extract Il (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland)

- Rapid DNA Ligation Kit (Roche, Mannheim, Deutschland)




3.1.4 Bakterienstimme

Zur Etablierung und Evaluierung von TagMan PCRs wurden folgende Bakterienstamme

verwendet:

Tabelle 2: verwendete Bakterienstimme

Spezies Abkirzung | Bezeichnung / Stamm
Achromobacter xylosoxidans Axyl SP 6486-2012 (Patientenisolat)
Actinomyces europeus Aeur Ringversuchsstamm INSTAND 2004
Actinomyces naeslundii Anae ATCC 19039(= DSM 17233) (Anaell)
ATCC 12104 (= DSM 43013) (Anae Il)
Actinomyces neuii anitratus Aneu Ringversuchsstamm INSTAND 2003
Actinomyces odontolyticus Aodo SP 6320-2012 (Patientenisolat)
Actinomyces urogenitalis Auro Ringversuchsstamm INSTAND 2002
Actinomyces viscosus Avis ATCC 15987 (= DSM 43327) (Avis 1)
DSM 43329 (Avis 11)
Escherichia coli E.coli DH5a.
Haemophilus influenzae Hinf SP 299-2013 (Patientenisolat)
Streptococcus intermedius Sint SP14964-2012  (Patientenisolat)
Streptococcus mitis Smit ATCC 49456 (= DSM 12643)
Streptococcus oralis Sora ATCC 35037 (=DSM 20627)
Streptococcus sanguinis Ssan DSM 20068
Veillonella parvula Vpar ATCC 17745

3.1.5 Klonierungsvektor

PGEM-T Vector System ( Promega, Madison, USA) (VektorgréRe: 3003 bp)
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3.1.6 Chemikalien

Biozym LE Agarose (Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland)

DNA-Marker ,,Massruler DNA Ladder, Mix“ (Thermo Scentific, Waltham, USA)
Ethidiumbromid (Konzentration 1mg/ml, Biorad, Hercules, Canada)

Glycerin

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) (Thermo Scentific, Waltham, USA)
LB-Medium [5g/| Hefeextrakt, 10 g/l Trypton und 10g/l NaCl] (Life Technologies,
Carlsbad, USA)

6x Mass Ruler Loading Dye (Fermentas von Thermo Scientific, Waltham, USA)

PBS (pH 7,4) [137mM NaCl, 2,7mM KCI, 12mM Phosphat (Na,HPO4, NaH,P0,)] (Life
Technologies, Carlsbad, USA)

SOC-Medium (pH 7) [0,5 g/I Hefeextrakt, 20 g/l Trypton, 10mM NaCl, 2,5mM KCl,
10mM MgCl,, 10 mM MgS04 , 20mM Glucose] (Life Technologies, Carlsbad, USA)

0,5 x TBE Puffer [ 89mM Tris, 89mM Borsdure, 2mM EDTA] (Thermo Scentific,
Waltham, USA)

10 mM Tris/HCl, pH 7,5 (Promega, Madison, USA)

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid) (Thermo Scentific, Waltham,
USA)

Alle weiteren Chemikalien wurden in p.a.-Qualitdt von Sigma, Serva oder Merck bezogen.

3.1.7 Priifkoérper

Kunststoffprifkérper (Durchmesser 10mm, Dicke 1mm, einseitig poliert) wurden von der

Poliklinink flir Zahnerhaltung, Parodontologie und Endodontologie zur Verfligung gestellt.

Mittels aktiver Substanzen waren die Kunststoffe P2 und P7 (beide weniger adhésiv) und P8/9

und P9 (beide bakterizid) im Vergleich zum herkdmmlich verwendeten Standardkunststoff ST

(Zusammensetzung siehe Tabelle 3, sowie [18]) modifiziert worden.
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Tabelle 3: Zusammensetzung der modifizierten Kunststoffe P2-P9 und des Standardkunststoffes ST.

ST P2 P7 P8/9 P9
Glas 73% 68,2% 73% 73% 73%
Matrix 27% 26,8% 24,3% 19% 23%
Aktive 0% 4%(Poly-Dimeth 80%) | 2,7% (Tegorad 2250) 8%(Methacryl- 4%(Methacryl-
Substanz Irgasan) Irgasan)

Angabe von Gewichtsprozent von Glas, Matrix und aktiver Substanz, wobei Poly-Dimeth80% = Poly Pore
gefullt mit 80% Dimethicone D=1.0 g cm™3 und Tegorad 2250 = Silicone Polyether Acrylat D= 1.05 g cm™.

3.1.8 Bakteriengemisch

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte im Labor der Poliklinik fir Zahnerhaltung,
Parodontologie und Endodontologie der Heinrich-Heine-Universitat. Flr die Streptokokken-
Anzucht wurde jeweils eine Kolonie in 40 ml TSB (Trypticase soy yeast Extract Medium, Firma
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA), fir die Actinomyceten-Anzucht eine Kolonie in AM-B
(Actinomyces-Bouillon, Firma Vegiton, Sigma-Aldrich Inc.) inkubiert (24h bei 37°C). Am Tag vor
dem Experiment wurden jeweils 300 pl der Suspension in 50 ml steriles TSB, bzw. AM-B
Ubertragen und fiir weitere 12 h bei 37°C inkubiert. Das Bakteriengemisch zur in vitro
Prifkorperinkubation  bestand aus einer equivolumindésen  Mischung von der
Bakteriensuspensionen: Actinomyces naeslundii (DSM 17233), Actinomyces viscosus (DSM
43329), Streptococcus oralis (DSM 20627), Streptococcus mitis (DSM 12643) und Streptococcus
sanguis (DSM 20068); mit je einer optischen Dichte von OD=1,0 (eingestellt nach Messung der

optischen Dichte bei 600nm).

Ein  Milliliter des  Bakteriengemisches enthielt somit je 200 ul jeder

Ausgangsbakteriensuspension.
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3.1.9 Weitere Materialien

3.1.

LB-Amp-Platten (100 pg/ml Ampicillin, 15 g/l LB-Medium)

96 x 0,2ml-low profile PCR-Platten (Bioplastics, Landgraaf, Niederlande) mit 8er
Deckelstreifen (Eurogentec, Seraing,Belgien)

1,5 ml Eppendorf-GefaRe

0,5 ml Eppendorf-Gefalie

Pipetten (Finnpipetten F1) 0,2-2ul/2-20ul/20-200ul/100-1000ul (Thermo Scientific,
Waltham, USA) mit gestopften Pipettenspitzen ,Tip One” (Starlab, Hamburg,
Deutschland)

Zentrifuge ,,Mini Spin“ (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

10 Software/ Programme

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi]
CFX Manager 2.1 ( Bio-Rad, Hercules, Canada)

Megalign (Lasergene Software package, DNA Star, Madison, USA)

Microsoft Office Paket 2010

Primer Express 2.0.0 (Applied Biosystems von life technologies, Carlsbad, USA)

3.1.11 Geriite

EZ1-Biorobot (Qiagen, Hilden, Deutschland)
iCycler CFX96 (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland)

PCR-Cycler T-Gradient (Whatman Biometra, Gottingen, Deutschland)
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3.2 Methoden

3.2.1 Aufreinigung von PCR-Produkten

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten wurde das Nucleo Spin Extract II- Kit der Firma Macherey-

Nagel nach Herstellerangaben verwendet:

Von 50 ul PCR-Reaktion wurden 45 ul fiir die Aufreinigung benutzt, mit 55 ul aqua dest. auf
100 ul aufgefillt und mit 200 pl NT Puffer versetzt. Eine Nucleo Spin Extract Il Saule, die als
Boden eine DNA-bindende, flUssigkeitsdurchlassige Matrix enthielt, wurde in ein 2 ml
Auffanggefall gesetzt und nach Umfiillen des PCR-Gemisches in die Sdule fiir 1 min mit 11.000
x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, und in die Saule 700 pl NT3 Puffer
pipettiert. Die im 2ml Auffanggefal? positionierte Saule wurde zuerst fiir 1 min bei 11.000 x g
zentrifugiert, der Durchfluss aus dem AuffanggefaR entfernt, und das Sdulen/Auffanggefalset
danach weitere 2 min zentrifugiert, um den Ethanol-haltigen NT3 Puffer moglichst komplett zu
entfernen. Das Gefdllset wurde mit gedffnetem Saulendeckel fiir 5 min in den Brutschrank
(37°C) gestellt, um restliches Ethanol von der Sdulenmatrix zu entfernen. Die Nucleo Spin
Extract Il Sdule wurde nun in ein neues 1,5 ml AuffanggefaR Gberfihrt und die Sdulenmatrix
mit 25 pl NE Puffer getrankt. Nach Inkubation fir 1 min bei Raumtemperatur wurde erneut fir
1 min bei 11.000 x g zentrifugiert. Das aufgereinigte PCR-Produkt, das nun im Sduleneluat im

1,5 ml Auffanggefal® vorlag, wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2.2 Ligation

Zur Herstellung von Quantifizierungsplasmiden wurden die jeweiligen PCR-Produkte nach
Aufreinigung aus einem konventionellen PCR-Ansatz (siehe Kap. 3.2.7.1) in den pGemT-Vektor

kloniert.
Der Einfach-Ansatz fir die Ligation bestand aus

- 0,5 ul pGEM-T Vektor (50 ng/ul) (s.Kap. 3.1.5)
- 1pulaqua dest.

- 2 ul 5x DNA Dilutionspuffer

- 5ul 2x T4 DNA Ligationspuffer

- 0,5 ul T4 DNA-Ligase (5 U/pl).
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Puffer und Ligase wurden dem Rapid DNA Ligation Kit der Firma Roche (s. Kap. 3.1.3)

entnommen und entsprechend der Herstellerangaben verwendet.

Zu dem Ligationsansatz wurden 1 pl der aufgereinigten PCR-Produkt-Losung (ca. 5-25 ng
DNA/ul) (s. Kap. 3.2.1) gegeben und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei das molare

Verhaltnis von Insert zu Vektor 2-5 betragen sollte.

3.2.3 Transformation

Zu dem Ligationsansatz wurden 100 pl kompetente Bakterien des E. coli -Stammes DH5a
hinzugefiigt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde dann fiir 2 min auf 42° C

erwdrmt und anschlieBend wieder kurz auf Eis gestellt.

Dem Ansatz wurden dann 800 pl SOC-Medium hinzugefiigt. Nach 1,5 stindigem Schiitteln im
Brutraum bei 37°C wurde der Transformationsansatz auf 2 LB-Amp-Platten verteilt (1/10 und
9/10), die zuvor durch Zugabe von 50 pl SOC-Medium, 50 pl X-Gal und 10 ul IPTG vorbereitet
wurden, um Insert-tragende Klone durch blau-weil} Selektion voneinander unterscheiden zu
kénnen. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C bebriitet. Insert-tragende Klone erschienen in

der Regel durch Inaktivierung des lacZ-Gens weil3, insertlose hingegen blau.

Am folgenden Tag wurden einzelne (weille) Kolonien mit einer Pipettenspitze von den Platten
gepickt, die Pipettenspitze dann in den entsprechenden PCR-Mix getaucht und anschlieRfend in
5 ml LB-Amp-Medium Uberfihrt und zur Kultivierung des Klones Gber Nacht geschiittelt. Es
wurden als Negativkontrollen sowohl eine blaue Kolonie als auch eine unbewachsene Stelle

der Agarplatte ausgewahlt und parallel zu den gepickten Klonen in der PCR amplifiziert.

Die Plasmid-DNA PCR-positiver Klone wurde anschlieBend mit dem High Pure Plasmid Isolation
Kit (Roche) isoliert (s. Kap. 3.2.4), um anschlieBend Quantifizierungsstandards herzustellen, wie

in Kapitel 3.2.6 beschrieben.
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3.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur lIsolierung der Plasmid-DNA wurde das High Pure Plasmid Isolation Kit der Firma Roche

verwendet.

4 ml der in LB-Amp-Medium (ber Nacht kultivierten E. coli- Bakterien (siehe Kap. 3.2.3)
wurden 2 min bei 6000 x g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das
Bakteriensediment wurde in 250 ul RNase-haltigem Puffer 1 (Suspensionspuffer) resuspendiert
und in ein 2 ml Reaktionsgefal} Gberfiihrt. 250 pl Puffer 2 (Lysepuffer) wurden hinzugefiigt und
nach leichtem Mischen fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 350 pl gekihlter Puffer 3
(Bindungspuffer) wurden hinzugefligt und das geschlossene Gefdll kraftig geschittelt,
woraufhin eine flockige Losung entstand. Diese wurde fir 5 min auf Eis gestellt und
anschlieRend fir 10 min bei 13.000 x g zentrifugiert. Das protein- und genomische DNA-haltige
Sediment wurde verworfen und die klare Plasmid-Losung in eine High Pure Filter-Saule, die in
ein Auffanggefall gesetzt wurde, pipettiert. Nach 1 minitigem Zentrifugieren bei 13.000 x g
wurde der Durchfluss verworfen und 500 pul Puffer 4 (Waschpuffer |) der High Pure Filter-Saule
hinzugefiigt. Es wurde erneut 1 min bei 13000 x g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen.
Nach der Zugabe von 700 ul Puffer 5 (Waschpuffer 1l) wurde erneut fir 1 min bei 13000 x g
zentrifugiert und nach Entfernen des Durchflusses eine weitere Minute. Zur Entfernung
residualer Ethanolspuren wurde das GefaR gedffnet und fir 2 min bei Raumtemperatur
inkubiert, bevor es in ein neues Auffanggefal} gestellt wurde. AnschlieRend wurden 50 pl
Elutionspuffer auf die Sdulenmatrix pipettiert. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur und
letztmaligem Zentrifugieren fiir 1 min bei 13.000 x g befand sich die Lésung der aufgereinigten
Plasmid-DNA im Auffanggefa. Zur Konzentrationsbestimmung wurde die DNA-Losung bei
einer optischen Dichte von 260nm gemessen und ihre Reinheit Uber den 260nm/280nm-
Quotienten bestimmt, der zwischen 1.8 und 2.1 liegen sollte. Die Plasmid-Lésung wurde bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2.5 Glycerinstocks

Zur Herstellung von Glycerinstocks wurden 500 pl der in LB-Amp-Medium kultivierten E. coli -

Bakterien mit 500 ul 100% (v/v) Glycerin versetzt und nach 20-30 minitiger Inkubation bei

Raumtemperatur bei -80°C eingefroren.
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3.2.6 Herstellung von Quantifizierungsstandards

Die aufgereinigte, das jeweilige PCR-Produkt als Insert tragende Plasmid-DNA (s. Kap. 3.2.4)
wurde zur Konzentrationsbestimmung bei 260 nm unter Verwendung des ,,Nanodrop“-Gerates
vermessen. Nach Erstellung eines Nullwertes mit destilliertem Wasser wurde die
Konzentration der Plasmid-DNA in ng/ul berechnet. Mit dieser Konzentration und der GroRe

des Insert-tragenden Vektors konnte (ber die Formel
1pl=X x(9,13 x 108/ y) Plasmidkopien
Mit X = gemessene DNA-Konzentration in ng/ul und y = PlasmidgréRe (InsertgréRe + 3,003) in kbp

die Anzahl der Molekiile in 1 pl Eluat errechnet werden. Durch Verdiinnung von jeweils 10 pl
des Eluats mit der errechneten Menge 10 mM Tris/HCI, pH 7,5 wurde eine Konzentration von
10° Plasmidkopien / pl eingestellt und diese anschlieRend mit 10 mM Tris/HCI, pH 7,5 seriell in
10er Schritten verdiinnt. Zur Lagerung wurde die 10°-Verdinnung bei -20°C gelagert; die

anderen Verdiinnungen bei 4°C bzw. -20°C (siehe Ergebnisteil, Kap.4.7).

Die Quantifizierungsstandards in Konzentrationen von 10°, 10® und 10° Kopien/pl wurden
spater in den PCR-Laufen eingesetzt, um so die Kopienzahlen der zu detektierenden Bakterien

einer unbekannten Probe bestimmen zu kdnnen.

Zur Bestimmung der Linearitdt jeder Amplifikationsreaktion wurden durch simultane
Amplifikation der Quantifizierungsstandards Gber 4 Verdiinnungsstufen (10° — 10%) in
Vierfachbestimmung fiir jede PCR die Effizienz (E) und die Bestimmtheit (R*2) mit Hilfe des

Programmes Bio-Rad CFX Manager ermittelt.

Die Effizienz gibt Auskunft darlber, wie gut eine PCR einzustufen ist. Der optimale Wert fiir die
Effizienz ist 2 (=100%). Das bedeutet, dass in jedem PCR-Zyklus die Zahl der Amplifikate
verdoppelt wird und analog dazu auch die Fluoreszenz [38, 45, 51]. Die Effizienz E hdngt von

der Neigung der Standardkurve (slope) ab und kann folgendermaRen berechnet werden:
E=[107(-1/slope)]-1

Der optimale Wert der Neigung liegt bei -3,32 und entspricht einer Effizienz von 2 [45, 51].
PCRs werden als akzeptabel eingestuft, wenn E mehr als 90% aufweist [50]. Das
Bestimmtheitsmall R*2 (Pearson Correlation Coefficient), ausgedriickt als eine Zahl zwischen 0
und 1, gibt Auskunft, wie nah einzelne Messwerte eines Mehrfachansatzes dem Mittelwert

sind. Anhand dieser Kriterien wurden die einzelnen PCRs beurteilt und ggf. optimiert [52].
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3.2.7 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.2.7.1 Konventionelle PCR

Bei der konventionellen PCR erfolgt eine Vervielfaltigung eines von zwei Primern flankierten
DNA-Abschnittes. Bei Erhitzen des DNA-Doppelstrangs auf 95°C kommt es im
Denaturierungsschritt zur Trennung der beiden DNA-Strange, die bei Absenkung der
Temperatur auf den fiir die Primerbindung spezifischen Wert die Hybridisierung der Primer an
den kodogenen Strang (Reverse Primer) und den Antisinnstrang (Forward Primer) ermoglicht.
Die im iQ Supermix enthaltene DNA-Polymerase ist nach Bindung an die Primer in der Lage,
unter Einbau der Nukleotide den komplementaren Strang in 3‘-Richtung zu synthetisieren,

sodass es pro Zyklus idealerweise zu einer Verdopplung der amplifizierten DNA-Region kommt.

Fir die konventionelle PCR wurden 50 pl PCR-Ansatze in ein 0,5 ml Eppendorf-Gefald pipettiert

bestehend aus:

- 25 ul 2xiQ- Supermix (Biorad, Miinchen, Deutschland)

- 0,5 ul Forward Primer (100uM)

- 0,5 ul Reverse Primer (100uM)

- 23 pl aqua dest.

- 1 pl DNA-Probe (genomische DNA eingestellt auf 1ng/pl)

Die konventionelle PCR wurde auf einem T-Gradient-Gerat der Firma Whatman Biometra
(Gottingen, Deutschland) durchgefiihrt, wobei auch die Verwendung jedes anderen PCR-
Geréats ohne Temperaturgradienten moglich gewesen ware. Das Temperaturprofil bestand aus

10 min bei 95°C, 35-40 Zyklen [15 s bei 95°C, 1 min bei 60°C] und einer Endtemperatur von 4°C.

AnschlieBend wurden zur Analyse des PCR-Produktes 5 pl des PCR-Ansatzes auf einem

2,5%igem Agarosegel gelelektrophoretisch getrennt (s. Kap. 3.2.8).
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3.2.7.2 PCR mit MESA GREEN

Bei Realtime-PCRs mit MESA GREEN wurde auf eine Zugabe von spezifischen Sonden
verzichtet. MESA GREEN ist ein unspezifischer, Doppelstrang-DNA-bindender
Fluoreszenzfarbstoff. Durch die in der PCR ansteigende Zahl an doppelstrangigem DNA-
Amplikon wird stochiometrisch mehr MESA GREEN gebunden, was zu einem Anstieg der
messbaren Fluoreszenz fuhrt. Somit ist eine Quantifizierung der Keimlast einer Probe maoglich.
Da MESA GREEN in jegliche doppelstrangige DNA interkaliert und somit keine
Sequenzspezifitat aufweist, konnen jedoch auch falsch positive Amplifikationskurven z.B. durch

Interkalation in Primerdimere entstehen.

Ein Einfach-Reaktionsmix bestand aus

- 12,5 pl Mesa Green gPCR MasterMix ( Eurogentec)

0,075 ul Forward Primer ( 100 uM)

0,075 ul Reverse Primer ( 100 uM)

- 10 I aquadest.

Jeweils 20 pl Reaktionsmix wurden in eine Vertiefung einer 96-Well-PCR-Platte pipettiert und
mit 5 pl DNA-Probe, Quantifizierungsstandard (10°, 10°, 10%) oder Negativkontrolle (Aqua
dest.) versetzt. Die PCR-Platte wurde mit Deckelstreifen verschlossen. Es wurde das Realtime
Gerat iCycler CFX96 der Firma Biorad mit dem Programm TagMan 1.2 verwendet. Das
Temperaturprofil dieses Programmes bestand aus 10 min bei 50°C (dem AmpErase-Schritt, bei
dem eingeschleppte, Uracil-haltige Amplikons zerstort werden), gefolgt von 10 min bei 95°C
und 44 Zyklen [15 s bei 95°C, 1 min bei 60°C]. Die im Reaktionsansatz vorhandene AmpErase
dient zu Beginn jeder TagMan-PCR (bei 50 °C) der Kontaminationsverhinderung durch
Zerstorung von eingeschleppten Amplikons, da Uracil statt Thymin in die PCR-Produkte
eingebaut wird, welches dann durch die AmpErase hydrolysiert wird. So liegt in der dann
folgenden Amplifikationsreaktion nur noch genomische DNA als Amplifikationsmatrize vor. Die
Auswertung erfolgte mit dem Programm Bio-Rad CFX Manager 2.1, bei dem in einer Grafik die
relativen Fluoreszenzanderungen (RFU) gegen die Zyklenzahl aufgetragen werden. Es
entstehen sigmoide Kurven, die sich in drei Phasen einteilen lassen. Am Anfang ist die
eigentliche Fluoreszenz nicht von der Hintergrundfluoreszenz zu unterscheiden. Wahrend der
exponentiellen Amplifikationsphase verdoppelt sich die Menge an DNA in jedem Zyklus. Dies
fuhrt schlieRlich zu einem Mangel einer Komponente und die Zunahme an Fluoreszenz

verlangsamt sich und erreicht die Plateauphase.
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Der Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant Gber die Hintergrundfluoreszenz
ansteigt, wird als CT-Wert angegeben [38] und kann Uber den Threshold reguliert werden (s.

Abbildung 2).
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Abb. 2: Amplifikationskurve mit CT-Wert

3.2.7.3 TagMan PCR

Im Gegensatz zu der konventionellen PCR erlaubt die TagMan PCR eine Quantifizierung der
Keimlast einer Probe. Des Weiteren wird bei der TagMan PCR eine speziesspezifische Sonde
eingesetzt, die am 5‘-Ende mit einem fluoreszierenden Farbstoff (Reporter) und am 3‘-Ende
mit einem Quencher markiert ist und an einen Strang des vom Primerpaar flankierten Bereichs
bindet. Die Reporterfluoreszenz wird bei intakter TagMan Sonde durch den Quencher
unterdriickt. Bei Bindung an den zu amplifizierenden Bereich kommt es aufgrund der
Exonukleaseaktivitdat der Taqg-Polymerase zur Losldsung des Reporters und zur raumlichen
Entfernung vom Quencher, sodass nun die Reporterfluoreszenz gemessen werden kann. Je
mehr PCR-Produkt entsteht, desto starker wird das messbare Fluoreszenzsignal [nach 45, 51].
Die im Reaktionsansatz vorhandene AmpErase dient zu Beginn jeder TagMan-PCR (bei 50°C)
der Kontaminationsverhinderung durch Zerstérung von eingeschleppten Amplikons (siehe Kap.
3.2.7.2). Fur die TagMan PCRs wurden 50-fach-Reaktionsmixe in einem separaten Raum

vorpipettiert, um eine Kontamination der MasterMixe mit DNA zu vermeiden.
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Ein 50-fach-Ansatz bestand bei einer Monoplex-PCR aus:

- 625 ul  2xgPCR MasterMix No ROX ( Eurogentec)
- 3,75ul Forward Primer (100uM)

- 3,75ul Reverse Primer (100uM)

- 2,5 ul  Sonde (100uM)

- 375 ul aqua dest.

Bei einer Duplex-PCR, bei der zwei verschiedene PCRs aufgrund unterschiedlich
fluoreszierender Reportermolekiile in einem Reaktionstube durchgefiihrt werden koénnen,

wurden entweder

1. jeweils die Halfte an Forward-/ Reverse Primern und Sonde eingesetzt, d.h. 2x 1,875 pl
Forward- und Reverse Primer und 2x 1,25 ul Sonden (spater ,2 x 0.5-fache Konz.” genannt)

oder

2. jeweils die normale Konzentration an Forward-/Reverse Primern und Sonde pipettiert, d.h.

2x 3,75 ul der Primer und 2x 2,5 ul der Sonden (spéter ,,2 x 1-fache Konz.” genannt).

Von den fertigen MasterMixen wurden jeweils 20 pl pro Well einer 96-Well-PCR-Platte
pipettiert und schlielRlich bei den Vorversuchen mit 5 pl Probe versetzt. Bei den spateren DNA-
Proben der Prifpasten wurden 22,5 pl MasterMix mit 2,5 pl Probe versetzt. Bei der Duplex-
PCR wurden zweimal 5 pl, bzw. 2x 2,5 ul Probe eingesetzt (siehe Ergebnisteil). Die Platte wurde

nach Pipettieren der Quantifizierungsstandards mit Deckelstreifen verschlossen.

Es wurde das Realtime-PCR Gerat iCycler CFX96 der Firma Biorad mit dem Programm TagMan
1.2 verwendet. Das Temperaturprofil entsprach dem der MESA GREEN-PCR (s. Kap. 3.2.7.2).

Die PCRs wurde mit dem Programm Bio-Rad CFX Manager 2.1 ausgewertet.
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3.2.8 Gelelektrophorese

Fir die Herstellung eines 2,5%igen Agarosegels wurden 2,5 g Agarosepulver in 100 ml 0,5x TBE
Puffer aufgekocht und nach Abkihlen auf 50°C unter Einsatz eines Taschenformers in eine
horizontale Agarosegelelektrophoresekammer gefiillt. Nach dem Ausharten wurde das Gel mit

0,5x TBE Puffer vollstandig bedeckt und der Taschenformer entfernt.

Als Langenstandard wurden in die erste Tasche des Gels 5 pl Marker DNA Ladder Mix
Massruler (Thermo Scientific, Waltham, USA) pipettiert. In die weiteren Taschen des Gels
wurden die entsprechenden Proben aus den PCRs aufgetragen. Jeweils 5 ul PCR-Produkt
wurden hierzu mit 1 pl 6xMass Ruler Loading Dye (Fermentas von Thermo Scientific, Waltham,
USA) beschwert, und das Gemisch anschlieRend auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung
erfolgte bei 50 mA. Je kiirzer ein DNA-Stiick war, desto schneller bewegte es sich durch die
Poren des Gels im elektrischen Feld aufgrund des negativ-geladenen Phosphatriickgrads zur
Anode. Nach der Auftrennung erfolgte die Anfarbung der bandierten DNA durch Schwenken
des Gels fir 15 min im 0,1 pg/ml konzentrierten Ethidiumbromid-Bad. Nach Entfirben der
DNA-freien Bereiche durch Schwenken des Gels fir 15 min in Wasser konnten die DNA-Banden

unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert werden.

3.2.9 Invitro Adhasionsassay an Priifkérper

Die Kunststoffprifkérper P2, P7, P8/9, P9 und ST wurden fir die in vitro-Versuche in
Doppelbestimmung fiir zwei Stunden mit 250 pl Speichel (sterilfiltriert und 1:2 mit PBS
verdinnt) bei 37 °C inkubiert, gefolgt von zwei Spulungen mit 0,9% (w/v) NaCl. Die Bakterien
wurden durch Zentrifugieren (1000 U/min bei 4°C, 10 min) aus den Ubernachtkulturen
geerntet, zweifach in NaCl gewaschen und in NaCl resuspendiert. Die optische Dichte wurde
bei 600nm gemessen und auf 1 OD eingestellt. AnschlieBend wurden die Prifkorper fir
entweder 8 h oder 24 h mit 350 pl Keimsuspension (s. a. Kap. 3.1.8) inkubiert. Als
Negativkontrolle wurde ein Standardpastenprifkorper (ST) zusatzlich nur mit 0,9% NaCl

inkubiert.
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3.2.10 In situ Adhasionsassay an Prifkérper

Die Kunststoffprifkérper P2, P7, P8/9, P9 und ST wurden von zwei Probanden Uber einen
Zeitraum von 8h im Mund getragen. Hierbei kamen speziell fiir die Probanden in der Poliklinik
fir Zahnerhaltung, Endodontologie und Parodontologie der Heinrich-Heine-Universitat

hergestellte Zahnschienen zum Einsatz.

3.2.11 Isolierung genomischer DNA von den Priifkérpern

Die Isolierung der genomischen DNA von den Kunststoffprifkdorpern wurde vom Biologisch-
Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
durchgefihrt. Es wurde nach dem Protokoll des DNA Isolierungskits ,,QlAamp DNA Mini Kit"”

von Qiagen gearbeitet. Pro Priifkérper entstanden jeweils 100 ul DNA-Eluat.

3.2.12 Isolierung genomischer DNA aus Abstrichen

Mit einem Wattetupfer wurden Abstriche von der Wangenschleimhaut der Probanden
entnommen und bei -20°C gelagert. Bei Proband 1 wurde die Watte zur Resuspension mit 500
pl Lysepuffer versetzt und 60 min unter Bewegung bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte
eine 10 mindtige Erhitzung auf 95°C (diese Methode wird im Folgenden als Hitzelyse
bezeichnet). Zur DNA-Isolierung wurden 200 pl der Suspension mit dem EZ1-Biorobot von
Qiagen aufgearbeitet und die DNA in 100 pul eluiert (diese Aufarbeitung wird im Folgenden als
EZ1-Aufbereitung benannt). Die DNA des Abstrichs von Proband 2 wurde wie die DNA von den
adharenten Keimen der im Mund getragenen Kunststoffe im BMFZ unter Verwendung des
Qiagen-DNA Isolierungs-Kits manuell aufgereinigt. Es entstanden ebenfalls 100 pul DNA-Eluat

pro Probe. Alle DNA-Proben wurden bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.
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3.2.13 Isolierung genomischer DNA aus Speichel

Bei den spateren in situ Versuchen wurden Speichelproben der Probanden mit dem EZ1-
BioRoboter aufgereinigt. Dazu wurden 200 pl Speichel verwendet, nach dem

Bakterienprotokoll aufgereinigt und die DNA in 100 pul eluiert.

3.2.14 Probanden und Ethikvotum

Zur in situ Testung der adhdasiven Eigenschaften der verschiedenen Kunststofffillmaterialien
erklarten sich zwei an der Herstellung beteiligte Probanden bereit, die Materialien fir 8
Stunden im Mund zu tragen. Es handelte sich hierbei um eine mannliche und eine weibliche
Person. Es wurde fiir diese Untersuchungen ein positives Votum der Ethikkommission der

Medizinischen Fakultadt eingeholt (Studiennummer 4145).



24

4.Ergebnisse

Die Anheftung oraler friihbesiedelnder Bakterien an und um dentale Fillungsmaterialien soll
eine Rolle bei der Entstehung von Sekundarkaries spielen. Um die Bildung dieser am
Fillungsrand auftretenden Karies zu reduzieren, wurden in der Vergangenheit Versuche
unternommen, die Eigenschaften der Fillmaterialien so zu modifizieren, dass die Anheftung
von Bakterien reduziert ist (siehe Einleitung). Die im Rahmen dieser Arbeit zur Verfiigung
gestellten modifizierten Kunststoffe aus der Poliklinik fiir Zahnerhaltung, Parodontologie und
Endodontologie der Heinrich-Heine-Universitat sollten auf ihre anti-adhdsiven Wirkungen
untersucht werden, indem die Quantitdt der auf ihnen adharierenden frihbesiedelnden
Bakterien mit der auf einem Standardkunststoff verglichen wurde. Um eine Quantifizierung
einzelner Bakterienspezies durchfihren zu kdnnen, wurden in einem ersten Schritt dieser
Arbeit TagMan-PCRs etabliert, mit denen ein quantitativer, speziesspezifischer Nachweis der

friihbesiedelnden Actinomycetenspezies A. naeslundii und A. viscosus moglich war.

4.1 Bekannte qPCRs ermdglichen keinen speziesspezifischen Nachweis
von A. naeslundii und A. viscosus

Um eine Quantifizierung der Actinomycetenspezies A. viscosus und A. naeslundii in Proben aus
der menschlichen Mundhéhle vornehmen zu kénnen, wurde in einem ersten Schritt nach fur

diese Spezies bereits etablierten Realtime-PCRs (qPCRs) in der Literatur gesucht.

In einer Publikation von Suzuki et al. aus dem Jahr 2004, bei der durch subtraktive
Hybridisierung speziesspezifische DNA-Abschnitte identifiziert worden waren, wurden
speziesspezifische Sequenzen fir Forward-(F) und Reverse-(R) Primer sowie einer Sonde (S)
zum Nachweis von A. naeslundii angegeben, die im Folgenden in der TagMan-PCR Anael
(Primer und Sonden Anae F1/R1/S1) getestet wurden (Sequenzen siehe Tabelle 1). Eine
Berechnung der AmplikongroRe war leider nicht moglich, da keine Angabe der Zielgene

vorhanden war und sich auch keine Gene in BLAST-Analysen identifizieren lieBen [9].

Eine weitere Publikation von Price et al. aus dem Jahr 2007 gab Primer- und Sondensequenzen
flir den Nachweis von A. naeslundii an, bei der als Zielregion der intergenische Bereich

zwischen den 16S und 23S rRNA-Genen (die ISR-Region) angegeben wurde.
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Sie wird im Folgenden als TagMan-PCR Anae2 benannt, mit den Primern Anae F2/R2 und der

Sonde Anae S2 [40].

Unter Einsatz von 5 ng genomischer DNA der Actinomyceten-Stamme A. naeslundii ATCC
12104 (=DSM 43013), A. naeslundii ATCC 19039 und A. viscosus ATCC 15987 erwiesen sich die
genannten Primer und Sonden jedoch als nicht speziesspezifisch in der Anae2-PCR oder

erkannten die zu identifizierende DNA nicht (Anael-PCR) (siehe Abb. 3).
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Abb. 3: Testung der TagMan-PCRs Anael und Anae2

Genomische DNA der A. naeslundii-Stamme ATCC 12104 (blau)= DSM 43013 (pink) und ATCC 19039
(gran) sowie des A. viscosus-Stammes ATCC 15987 (rot) wurde in die TagMan PCRs Anael und Anae2
eingesetzt. Es wurde jeweils 5ng genomische DNA verwendet. Eine Wasserprobe wurde als
Negativkontrolle mitgefihrt (schwarz).

Wie in Abbildung 3 zu sehen, zeigte sich beim Einsatz der genomischen DNA der A. naeslundii-
Stamme, dass die Anael-TagMan PCR nicht in der Lage war, auch nur eine der A. naeslundii-
DNAs zu detektieren. Unter Verwendung der TagMan-PCR Anae2 wurden die A. naeslundii-
Proben von ATCC 12104/ DSM 43013 zwar detektiert, die DNA von A. naeslundii 19039 jedoch
nicht. Die DNA von A. viscosus ATCC 15987 wurde rund 100fach besser amplifiziert (7 Zyklen
mit jeweiliger Verdopplung des amplifizierten Bereiches = 7° = 128X), sodass aufgrund der
fehlenden Spezifitdit und Sensitivitdit auf die weitere Verwendung dieser Primer- und

Sondenpaare zum Nachweis von A. naeslundii verzichtet wurde.
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Fir den Nachweis von A. viscosus wurden im Rahmen dieser Arbeit Primer und Sonden unter
Verwendung des ABI-Programms Primer Express konfiguriert und getestet. Die
Nukleotidabfolgen der als speziesspezifisch ausgewdhlten Gen-Regionen von A. viscosus
wurden in einem Alignment mit den entsprechenden Genregionen anderer Bakterien
dargestellt (Abb. 5). Es wurde eine Region des 16S-rRNA Gens als Amplifikationsmatrize
analysiert. Die entworfenen Forward- und Reverse-Primer und die Sonde bekamen die Namen
Avis F1/R1/S1 und wurden als TagMan-PCR Avisl im Vergleich zu der bei Suzuki et al.
publizierten TagMan-PCR (Avis2) [9] getestet (Sequenzen siehe Tabelle 1). Auch dort gab es,
wie schon fir die von Suzuki angegebene Anae 1-PCR, keine Angabe des Zielgens und es liel

sich kein Gen mittels BLAST-Analysen identifizieren.

Unter Einsatz von 5 ng genomischer DNA der Actinomyceten-Stimme A. naeslundii ATCC
12104 (= A. naeslundii DSM 43013), A. naeslundii ATCC 19039 und A. viscosus ATCC 15987,
erwiesen sich die genannten Primer und Sonden jedoch als nicht speziesspezifisch (Avis1-PCR)

oder erkannten die zu identifizierende DNA nicht (Avis2-PCR) (Abb. 4).
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Abb. 4: Test der TagMan PCRs Avis 1 und Avis 2

Genomische DNA der A .naeslundii-Stamme ATCC 12104 (blau) = DSM 43013 (pink) und ATCC 19039
(griin), sowie des A. viscosus-Stammes ATCC 15987 (rot) wurde in die TagMan PCRs Avis 1 und Avis 2
eingesetzt. Es wurden 5 ng genomische DNA verwendet. Eine Wasserprobe wurde als Negativkontrolle
mitgefihrt (schwarz).
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Wie in Abb. 4 deutlich wird, waren beide TagMan PCRs Avis1 und Avis2 nicht geeignet, um die
eingesetzte A. viscosus-DNA zu amplifizieren; es zeigte sich jedoch eine schwache

Kreuzreaktivitdt der A. naeslundii-DNA (Stamm DSM 43013) in der Avis1-PCR (s.a. Kap. 5.4.1).

4.2 Die neu designte Anae3-Tagman PCR eignet sich zum
speziesspezifischen Nachweis von A.naeslundii

Nachdem aus der Literaturlage keine Primer und Sonden fiir den speziesspezifischen Nachweis
von A. naeslundii und A. viscosus zu entnehmen waren, wurden nun unter Verwendung des
Softwareprogramms Primer Express 2 weitere TagMan-PCRs fiir den Nachweis dieser beiden
Spezies designt. Nach ausgiebigen BLAST-Analysen zur Auffindung speziesspezifischer
Genregionen in der 16S rDNA zeigten sich die Forward Primer ANVF und ANF3, die Reverse
Primer ActR3 und ANVR sowie die beiden Sonden Anae S3 und Avis S3 in silico geeignet, um
die beiden Actinomyceten-Spezies zu detektieren (siehe Abb. 5). Die gewahlten Sequenzen
wurden mittels BLAST-Analyse zur Auffindung homologer Sequenzen in Datenbanken benutzt
und anschlieRend alle Sequenzen in einem Alignment dargestellt, in dem die Nukleotidabfolge
der Ziel-Genregion der verschiedenen Bakterienspezies vergleichend betrachtet werden
konnten. Wie das Alignment in Abb. 5 verdeutlicht, sollten die Primer ANVF und ANVR sowohl
die 16S rDNA von A. naeslundii als auch A. viscosus detektieren, ANF3 spezifisch fiir A.
naeslundii sein und ActR3 genus-spezifisch an die 16S rDNA aller Actinomyceten binden

(Sequenzen siehe Tabelle 1).
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Abb. 5: Position der neu konfigurierten Primer- und Sondenbindungsstellen im 16S rDNA-Bereich
verschiedener Actinomyceten.

Graue Bereiche: Ubereinstimmende Nukleotide/ weiRe Kasten: Punktmutationen. Rechts: getestete
Bakterienstamme (Accession Nummern in Klammern): Anae=A. naeslundii (a=AJ635359, b=AB062278,
c=M33911), Avis=A. viscosus (a=AF543286, b=X82453, c=AF543286, d=FJ823139, e=GU561308,
f=AB621359), Aodo=A.odontolyticus (a=AJ234040, b=X80504), Ager=A.gerencseriae (X80414),
Aden=A.denticolens (a=X80412, b=DQ985457), Aisr=A.israelii (a=X53228, b=AF479270, c=X82450,
d=M33912, e=M33913), Arad=A.radingae (AJ251986), Amey=A.meyeri (X82451), Mgen=Mycoplasma
genitalium (16S), Ecol= E.coli (X80725), Neiss=Neisseria gonorroeae (X07714), Mycob=Mycobacterium
gordonae (X52923). Positionen der Primer (blau) und Sonden (orange) sind markiert (Liste der alignten
Sequenzen in Tabelle 1).
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Wie aus Abbildung 5 ersichtlich wird, weisen die fur A. viscosus und A. naeslundii spezifischen
Primer eine konservierte Nukleotidabfolge auf, die fiir die anderen Spezies deutlich divergent
ist. Die Primer ANVF und ANVR, die fiir die beiden Actinomyceten A. naeslundii und A. viscosus
gleichermaRen spezifisch sein sollten, zeigten in allen in silico untersuchten A. naeslundii- und
A. viscosus-Stammen dieselben Nukleotidabfolgen, die sich jedoch so in keiner der anderen
getesteten Bakterienstamme zeigte. Der Primer Act-R3 konnte in einer Region positioniert
werden, die in allen Actinomyceten konserviert ist, zu den entsprechenden Regionen von E.coli
oder Mycoplasmen aber divergent ist. Bei den Sonden Avis S3 und Anae S3 und dem Primer
ANF3 hingegen wurde {iber einen Datenbank-gestiitzten Homologievergleich mittels BLAST-
Analyse sichergestellt, dass die gewahlte Region der 16S rDNA nur mit der Sequenz der

jeweiligen Spezies, namlich A .viscosus oder A. naeslundii, Gbereinstimmte.

Aus diesen in silico Analysen lieR sich schlussfolgern, dass diese Primer und Sonden
speziesspezifisch sein sollten, was im weiteren Verlauf der experimentellen Arbeiten durch
Einsatz der verschiedenen Spezies-DNAs in die entsprechenden TagMan-PCRs zu Uberpriifen
war. So wurden die Primer ANVF/ANVR in einer konventionellen PCR eingesetzt, die an DNA
von A. naeslundii (ATCC 12104) und A. viscosus (ATCC 15987) jeweils zur Generierung eines
183 bp groBen Amplikons filihren sollten. Die PCR-Produkte wurden anschlielend

gelelektrophoretisch analysiert (siehe Abbildung 6).

DNA: A.vis A_nae

M HO 1 2

kbp

10—

Abb. 6: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte einer konventionellen PCR mit dem
Primerpaar ANVF/ANVR.

Genomische DNA von A. viscosus (ATCC 15987; Spur 1) und A. naeslundii (ATCC 12104; Spur 2) wurde in
einer konventionellen PCR mit dem Primerpaar ANVF/ANVR eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde eine
Wasserprobe (H,0) mitgefiihrt. Als Langenstandard (M) wurde der Marker ,,Massruler DNA Ladder Mix*“
verwendet, dessen BandengréfRen links in kbp angegeben sind. Es wurde 2,5%iges Agarosegel
verwendet.
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Wie in Abbildung 6, Spur 1 und 2 zu sehen ist, wurden mit dem Primerpaar ANVF/ANVR
erwartungsgemall sowohl A. naeslundii- als auch A. viscosus-DNA amplifiziert, da diese Primer
in fUr beide Spezies konservierten Bereichen positioniert worden waren. Es entstanden PCR-
Produkte mit der erwarteten Linge von ca. 180 bp. Die beiden PCR-Produkte wurden
anschlieBRend aufgereinigt und in den pGemT-Vektor kloniert, um spater als
Quantifizierungsstandard dienen zu kénnen.

Im folgenden Schritt wurde dieses Primerpaar, ANVF/ANVR neben den weiteren
Primerpaarkombinationen ANVF/ActR3, ANF3/ActR3 und ANF3/ANVR, in einer Realtime-PCR
unter Verwendung des Fluorophors MESA GREEN getestet. Als DNA-Proben wurden zwei
Isolate eines Stammes von A. naeslundii (ATCC 12104 =DSM 43013) und ein Stamm von A.
viscosus (ATCC 15987) eingesetzt. Aufgrund der Sequenzhomologien (siehe Abb.5) war wie bei
dem Primerpaar ANVF/ANVR auch bei dem Primerpaar ANVF/ActR3 eine Spezifitat fir beide
Actinomycetenspezies, A. naeslundii und A. viscosus, zu erwarten. Bei den Primerpaaren
ANF3/ActR3 und ANF3/ANVR wurde jedoch nur eine Speziesspezifitat fir A. naeslundii
erwartet (siehe Abbildung 7).
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Abb. 7: Test der Primerpaare ANVF/ANVR, ANVF/ActR3, ANF3/ActR3 und ANF3/ANVR in MESA
GREEN-PCRs.

5 ng der genomischen DNA des A. naeslundii-Stammes ATCC 12104 (blau) = DSM 43013 (pink), des A.
viscosus-Stammes ATCC 15987 (rot), sowie H,0 als Negativkontrolle (schwarz) wurden in den PCRs
eingesetzt.
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Wie in Abbildung 7 erkennbar, wurden durch die beiden Primerpaare ANVF/ANVR und
ANVF/ActR3 sowohl A. naeslundii- als auch A. viscosus-DNA amplifiziert, wie es dem Alignment
nach (Abb.5) zu erwarten war. Die CT-Werte zeigten in beiden qPCRs, dass der Nachweis des A.
naeslundii-Stamms DSM 43013 am ehesten positiv wurde, gefolgt von A. viscosus (+1 Zyklus)
und A. naeslundii (ATCC 12104) (+1-2 Zyklen), was sich durch geringe

Konzentrationsunterschiede der genomischen DNAs erklaren lieR.

Es bestatigte sich anhand der kleineren CT-Werte, dass die Primerpaare ANF3/ActR3 und
ANF3/ANVR, die fur den speziesspezifischen Nachweis von A. naeslundii entwickelt wurden,
die beiden A. naeslundii-DNAs effizienter amplifizierten als die Primerpaare ANVF/ANVR und
ANVF/ActR3, jedoch zeigte sich in beiden Reaktionen auch eine Amplifikation der A. viscosus-
DNA, die 5-6 Zyklen spater positiv wurde. Dies entsprach einer Kreuzreaktivitat von ca. 1%. Die
Negativkontrolle wurde in allen gPCR-Ansatzen erst deutlich nach dem 30. Zyklus positiv, was
sich durch die Detektion von Primerdimeren in der sondenfreien Reaktion erkldren liel3. Da alle
bisherigen Ergebnisse ohne den Einsatz einer Sonde erzielt wurden, sollte in sonden-
basierenden TagMan PCR getestet werden, ob man durch eine von zwei neu designten
Sonden, Anae S3 und Avis S3, eine Speziesspezifitat flr A. naeslundii und A. viscosus erreichen

konnte.

Hierzu wurde die A. naeslundii-spezifische Sonde Anae S3 in PCRs mit den Primerpaaren
ANF3/ANVR (TagMan-PCR Anae 3) und ANVF/ActR3 (TagMan-PCR Anae 4) eingesetzt. Die A.
viscosus-spezifische Sonde Avis S3 wurde mit den Primern ANVF/ActR3 (TagMan-PCR Avis 3)
und ANVF/ANVR (TagMan-PCR Avis 4) verwendet. Es wurde in allen TagMan-PCRs jeweils DNA
der Stamme A. naeslundii ATCC 12104 und A. viscosus ATCC 15987 getestet (siehe Abb.8).
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Abb. 8: Test der TagMan PCRs Anae 3 (a) und Anae 4 (b), sowie Avis 3 (c) und Avis 4 (d)

5 ng der genomischen DNA des A. naeslundii-Stammes ATCC 12104 (blau) und des A. viscosus-Stammes
ATCC 15987 (rot) wurden in den verschiedenen TagMan PCRs amplifiziert. Eine Wasserprobe wurde als
Negativkontrolle mitgefiihrt (schwarz).

Wie in Abb. 8.a) deutlich an dem niedrigen CT-Wert zu sehen ist, zeigte die TagMan-PCR Anae
3 das beste Ergebnis zum Nachweis von A. naeslundii. Durch den Einsatz der Sonde wurde
einzig die eingesetzte A. naeslundii-DNA erkannt. Es trat keine Kreuzreaktivitdt mit A. viscosus-
DNA auf. Im weiteren Verlauf wurde diese TagMan-PCR zum Nachweis von A. naeslundii

verwendet.

Die Abbildung 8.b) verdeutlicht, dass die Anae 4-PCR nicht fiir den speziesspezifischen
Nachweis von A. naeslundii geeignet war. Hier wurde die gleiche Menge an A. naeslundii-DNA
erst um den 30. Zyklus positiv amplifiziert und es zeigte sich zudem eine Kreuzreaktivitat mit A.
viscosus-DNA, die nur ca. zwei Zyklen spater positiv wurde. Beim Einsatz der Sonde Avis S3 in
den PCRs Avis 3 und Avis 4 entstand in beiden TagMan PCRs kein Fluoreszenzsignal (Abb. 8.c)
und 8.d)). Zur Kontrolle, ob ein PCR-Produkt entstanden war und nur die Sonde nicht binden
konnte, wurde der PCR-Ansatz des Realtime-Laufes auf ein Gel aufgetragen (siehe Abbildung

9).
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DNA: A. viscosus A. naeslundii

M Avis3 Avis4 Avis3 Avis4

Abb. 9: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte aus den TagMan-PCRs Avis 3 und Avis 4.

Die PCR-Produkte aus den TagMan-PCRs Avis 3 und Avis 4, jeweils mit den DNAs von A. viscosus ATCC
15987 und A. naeslundii DSM 12104, wurden auf einem 2,5% Agarosegel gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Langenstandard (M): Massruler DNA Ladder Mix.

Auf dem Ethidiumbromid-gefarbten Gel zeigte sich, dass in allen PCRs ein PCR-Produkt
entstanden war. Durch das Primerpaar ANVF/ActR3 war wie zu erwarten ein 120 bp Amplikon,
durch das Primerpaar ANVF/ANVR ein 180 bp Amplikon generiert worden. Da in keiner der
beiden TagMan-PCRs Avis 3 und Avis 4 jedoch eine Fluoreszenzfreisetzung bei Einsatz der A.
viscosus—DNA gemessen wurde, war zu folgern, dass die eingesetzte Sonde Avis S3 nicht an das
A. viscosus PCR-Produkt binden konnte und damit nicht geeignet fiir den Nachweis des von uns
gewadhlten A. viscosus-Stammes war (s.a. Kap. 5.4.1). Es wurde deshalb nach neuen Genen fir

den speziesspezifischen Nachweis von A. viscosus gesucht.

Da der Primer ANF3 auch in dem durch die Primer ANVF/ANVR flankierten Bereich bindet (s.
Abb. 5), konnten die ANVF/ANVR-Amplikon-tragenden Plasmide auch fiir die Quantifizierung

der Anae 3-PCR Produkte genutzt werden.
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4.3 Das F1A-Gen und das nanH-Gen erscheinen fiir den
speziesspezifischen Nachweis von A. viscosus geeignet

Fiir den speziesspezifischen Nachweis von A. viscosus waren die bisher getesteten Primer und
Sonden nicht geeignet, sodass nach neuen Genen, die speziesspezifische Bereiche fir den
Nachweis von A. viscosus besitzen, gesucht wurde. Dies wurde dadurch erschwert, dass das
Genom von A. viscosus noch nicht sequenziert worden war und insgesamt nur wenige

Sequenzeintrage liber weitere Gene von A. viscosus in Datenbanken enthalten waren.

Die Auswahl fiel auf zwei Gene im Genom von A. viscosus: das F1A-Gen, das fir die F1 alpha-
Untereinheit der bakteriellen ATP-Synthase kodiert, und das nanH-Gen, das fiir das Enzym
Sialidase oder auch Neuraminidase kodiert (Sequenzen der designten Primer und Sonden siehe
Tabelle 1). Unter Verwendung des Softwareprogramms Primer Express wurden neue TagMan
PCRs designt, die nach BLAST-Analysen der vorgeschlagenen Primer und Sonden gegen die

Sequenzen der ncbi-Datenbank (http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) als spezies-

spezifisch anzusehen waren. Es wurden fiir beide Gene Alignments erstellt, in denen die
Genregion der Primer- und Sondenbindungsstellen mit der Sequenz verwandter (homologer)

anderer Bakterien verglichen wurde (siehe Abbildungen 10 und 11).
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Abb. 10: Alignment der Primer- und Sondensequenzen Avis (F1A).

Graue Bereiche: (bereinstimmende Nukleotide/ weile K&sten: Punktmutationen  zur
Consensussequenz. Rechts: getestete Bakterienstimme mit Accession-Nummer in Klammern: Avis a= A.
viscosus (eu620893) / Aori = A.oris (a=ab573870, b=eu620894, c=eu620892, d=eu620887)/ Ager a=
A.gerencseriae (eu647585)/ Ajoh= A. johnsonii (a=eu620891, b=eu620885), Anae= A. naeslundii
(a=eu620890, b=eu620889), Ampl=Amplikon. Die gewahlten Primer (blau) und die Sonde (rosa) sind
markiert.


http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Wie in Abbildung 10 erkennbar ist, wurden die F1A-Sequenzbereiche, die mittels der neuen
Primer und der Sonde erkannt werden sollten, mit den entsprechenden Bereichen anderer
Bakterien verglichen, die in einer BLAST-Recherche die hochste Homologie im
Amplifikationsbereich aufwiesen, darunter die Actinomycetenspezies A. naeslundii, A. oris, A.
gerencseriae und A. johnsonii. Man erkennt, dass der Reverse Primer AvisF1A_R nur mit der A.
viscosus-Sequenz zu 100% (ibereinstimmt, zu den Sequenzen der anderen Spezies jedoch
divergent ist, sodass zu diesem Zeitpunkt dieser Primer als speziesspezifisch anzusehen war.
Auch beim Forward Primer AvisF1A_F zeigt sich nur bei A. viscosus eine 100%
Ubereinstimmung der Sequenz. Die Sondensequenz erwies sich als nicht spezifisch fiir A.
viscosus, da auch A. oris, A. johnsonii und A. naeslundii-Stamme diese Sequenz aufwiesen. Da
die flankierenden Primersequenzen jedoch nur bei A. viscosus vorkamen, war davon
auszugehen, dass nur A. viscosus-spezifische Amplikons entstehen, die mit der Sonde

detektiert werden konnen.

Das zweite ausgewahlte Gen, nanH, fir das mehrere A. viscosus- als auch Actinomyceten-
Sequenzen in Datenbanken zu finden waren, zeigte A. viscosus-spezifische Bereiche, die auch
mittels des Softwareprogrammes Primer Express fiir die Positionierung von TagMan-tauglichen

Primern und Sonden zu verwenden waren (siehe Abbildung 11).
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Abb. 11: Alignment der Primer- und Sondensequenzen von Avis (nanH) verschiedener Actinomyceten.

Graue Bereiche: (bereinstimmende Nukleotide/ weile K&sten: Punktmutationen  zur
Consensussequenz. Rechts: getestete Bakterienstimme mit Accession-Nummer in Klammern: Avis a=A.
viscosus (eu805603)/ Aori= A. oris (a=eu805702, b=eu805701, c=eu805692)/ Anae= A. naeslundii
(a=eu805632, b=eu805631, c=eu805601)/ Ajoh a= A.johnsonii (eu805600), Ampl=Amplikon . Die
gewdhlten Primer (blau) und die Sonde (rosa) sind markiert.

Wie Abbildung 11 verdeutlicht, konnten Primer und Sonde in einem 76 bp Bereich des A.
viscosus-nanH-Gens positioniert werden, der Mutationen im Gen der anderen Actinomyceten
aufwies, darunter A. oris, A. naeslundii und A. johnsonii. Vor allem beim Reverse Primer zeigte
sich eine starke Abweichung der Sequenz von A. viscosus zu den anderen Spezies. Forward

Primer und Sonde wiesen auch mindestens eine Punktmutation zu der A. viscosus-spezifischen
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Sequenz auf, sodass davon auszugehen war, dass durch diese Primer/Sondenkombination
keine andere Spezies auler A. viscosus detektiert werden kann. Aufgrund des Vergleichs
beider Alignments war anzunehmen, dass im Gegensatz zur F1A-qPCR die nanH-qPCR die
speziesspezifischere sein wiirde, da sie sich sowohl in den Primerbindungsstellen, als auch in
der Sondensequenz deutlicher von den anderen Actinomycetenspezies unterschied. Um diese

Annahme zu be- oder entkraften, wurden beide qPCRs vergleichend getestet.

In einer konventionellen PCR wurden zunachst die neuen Primerpaare ohne Sonde unter
Einsatz von A. viscosus- und A. naeslundii-DNA getestet. Es wurden BandengrofRen von 123 bp

bei der F1A-PCR und 76 bp bei der nanH-PCR erwartet (siehe Abbildung 12).

Avis F1A Avis nanH

DNA: Avis Anae H0 Avis Anae H;0

10—

05—

02—
01—

Abb. 12: Gelelektrophoretische Auftrennung der Produkte der konventionellen PCR mit den Primern
Avis F1A F/R und Avis nanH F/R.

Genomische DNA von A. viscosus (ATCC 15987) und A. naeslundii (ATCC 12104) wurde eingesetzt. Als
Negativkontrollen wurden Wasserproben (H,0) mitgefiihrt. Als Langenstandard (M) wurde der Marker
»Massruler DNA Ladder Mix“ verwendet, dessen MarkerbandengréRen links in kbp angegeben sind. Es
wurde 2,5%iges Agarosegel hergestellt.

Wie in Abbildung 12 zu sehen ist, zeigte sich eine spezifische Amplifikation des F1A-Gens von
A. viscosus, wohingegen keine Amplifikation von A. naeslundii-DNA erfolgte. Die auf das Gel
aufgetragenen PCR-Produkte zeigten die zu erwartenden BandengrofRen bei Einsatz von A.
viscosus-DNA (76 bp bei der nanH-PCR und 123 bp bei der F1A-PCR). Das Ergebnis fiir die Avis
nanH-Primer war nicht eindeutig interpretierbar, da eine schwache Bande ebenfalls bei Einsatz
von A. naeslundii-DNA zu beobachten war und es augenscheinlich zu einer Verunreinigung der

Wasserprobe gekommen war (rechte Spur). Da das PCR-Produkt aufgrund seiner geringen
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Grole fast auf der Hohe von Primerdimeren bandierte, war eine Kontamination nicht schlissig
bewiesen. Aus diesem Grund wurden die Produkte aus der Avis-nanH-PCR an A. viscosus- und
A. naeslundii-DNA auf einem hdherprozentigen Agarosegel aufgetrennt. Es sollte ein 76 bp

groRes Amplikon bei Einsatz der A. viscosus-DNA sichtbar werden (siehe Abbildung 13).

M Avis Anae

kbp

1.0 —

04 —
03 —

02 —

01 —

Abb. 13: Gelelektrophoretische Auftrennung des PCR-Produkts der Avis nanH F/R-PCR auf einem 3 %
Agarosegel.

Die Produkte aus der Avis-nanH-PCR an A. viscosus- (ATCC 15987) und A. naeslundii-DNA (ATCC 12104)
wurden erneut auf einem Agarosegel aufgetrennt. Es wurde eine Bande bei 76 bp allein in der Spur mit
A. viscosus-DNA versetzten Probe erwartet. Als Langenstandard (M) wurde der Marker ,Massruler DNA
Ladder Mix“ verwendet.

Man erkannte nun die Amplifikation der A. viscosus-DNA wesentlich besser (Abb. 13, Spur
Avis). Die BandengroRRe lag wie erwartet bei 76 bp. In der Probe mit A. naeslundii-DNA war
hingegen nahezu kein Produkt erkennbar. So wurden fiir beide Primerpaare die passenden
Sonden bestellt und die beiden PCR-Produkte, die durch Amplifikation von A. viscosus-DNA
entstanden waren, aufgereinigt und fiir den spateren Einsatz als Quantifizierungsstandards in

pGemT-Vektoren kloniert (siehe Kap. 3.2.1-3).
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4.4 Die Avis-Duplex-PCR zeigt eine hohere Sensitivitit als die
Monoplex-PCR

Da zum Nachweis von A. viscosus zwei verschiedene PCRs etabliert worden waren, deren
Sonden mit verschiedenen Fluorophoren markiert vorlagen, wurde zuerst getestet, ob die
beiden PCRs als Monoplex- oder als Duplex-PCR (mit beiden Primerpaaren und Sonden)
bessere Ergebnisse in Form von niedrigeren CT-Werten bei der Amplifikation der
Quantifizierungsstandards (= pGemT-klonierte PCR-Produkte) in serieller Verdiinnung von 10°
bis 10" zeigten. Hierzu wurden die CT-Werte der Monoplex- und Duplex-PCRs verglichen. In
den Duplex-PCRs wurden zum einen zweimal die halben Konzentrationen von Primern (je 0,15
UM) und Sonden (je 0,1 puM) im Mastermix verwendet, zum anderen wurden zweimal die fur

Monoplex-PCRs gdngigen Konzentrationen von Primern (je 0,3uM) und Sonden (je 0,2uM)

vergleichend getestet (siehe Abbildung 14).
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Abb. 14: Vergleich der CT-Werte der Monoplex und Duplex-PCRs von Avis F1A und Avis nanH.

Die Amplifikationskurven der beiden Monoplex-PCRs sind in der oberen Reihe dargestellt. Avis F1A ist
mit dem Fluorophor HEX markiert (griin), Avis nanH mit dem Fluorophor FAM (blau). Die beiden unteren
Abbildungen zeigen die Duplex-PCRs von Avis F1A/nanH mit halber Konzentration an Primern (je 0,15
pUM) und Sonden (je 0,1 uM) (links), sowie normaler Konzentration an Primern (je 0,3 uM) und Sonden
(je 0,2 uM) (rechts). Darunter sind tabellarisch die CT-Werte der amplifizierten Standards in
Konzentrationen von 10°-10" und eine Wasserprobe als Negativkontrolle dargestellt.
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Wie in Abbildung 14 zu erkennen ist, wurden zunachst die CT-Werte der Monoplex-PCRs
betrachtet. Es zeigte sich, dass die F1A-PCR im Durchschnitt 1-2 Zyklen eher positiv wurde als
die nanH-PCR. Bei Betrachtung der Duplex-PCRs im Vergleich zur Monoplex-PCR zeigte sich
jedoch, dass sich die CT-Werte in der Avis F1A_PCR bei halbfach konzentrierten Primern und
Sonden minimal erhdhten, die CT-Werte in der Avis nanH-PCR sich hingegen um ein bis zwei
Zyklen erniedrigten, was einer verbesserten Amplifikation von A. viscosus in der halbfach

konzentrierten Duplex PCR entsprach.

In der einfach konzentrierten Duplex-PCR, in der die gleichen Konzentrationen an beiden
Primern und Sonden verwendet wurden wie in der Monoplex-PCR, zeigten sich sowohl bei Avis
F1A als auch Avis nanH bessere, das hei’t niedrigere CT-Werte als bei den Monoplex-PCRs. Die
Standards von Avis wurden in der Avis F1A-Reaktion ca. zwei bis drei Zyklen eher positiv, in der
Avis nanH-Reaktion sogar drei bis vier Zyklen eher. Hieraus ergab sich, dass bei Einsatz der
Duplex-PCR fiir den Nachweis von A. viscosus die Konzentration jedes Primers 0,3 uM und die

jeder Sonde 0,2 uM betragen sollte.

4.5 Das nanH-Gen eignet sich zum speziesspezifischen Nachweis von A.
viscosus DSM 43327

Zum Test der Speziesspezifitit und Kreuzreaktivitit wurden nun neben den bereits
verwendeten A. viscosus- und A. naeslundii-Stammen auch genomische DNAs von weiteren
oralen Bakterien in die TagMan-PCRs eingesetzt. Hierbei handelte es sich um
Streptokokkenspezies (S. mitis, S. oralis, S. sanguinis und S. parasanguinis), die den dentalen
Biofilm ebenfalls friihbesiedeln, als auch weitere in der Mundhdhle, im Hals-Rachen-Bereich
oder an Schleimhduten lebende Bakterienspezies (siehe Tabelle 2 und Abb. 15). Zum besseren
Vergleich der Ergebnisse wurden auch in diesem Versuch alle genomischen DNAs auf eine

Konzentration von 1 ng/ul eingestellt.

Um eine Aussage Uber die Gesamt-Actinomycetenkeimlast zu erhalten, wurde neben den neu
etablierten PCRs, die spezifisch flir A. naeslundii und A. viscosus sein sollten, auch eine weitere,
bereits bestehende PCR fiir den Nachweis der Gattung Actinomyces spp. mitgefiihrt [45]
(Sequenzen siehe Tabelle 1), die durch die simultane Amplifikation der klonierten PCR-
Produkte in den bekannten Konzentrationen 10° 10% und 10? quantifiziert werden konnte.

Diese TagMan-PCR wurde im Folgenden als Act-PCR bezeichnet.



40

Die drei PCRs wurden nun unter Verwendung der oben genannten DNAs auf Spezifitat und

Kreuzreaktivitdt getestet (siehe Abbildung 15).
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Abb. 15: Test der Speziesspezifitit der neu entwickelten TagMan PCRs fiir A. naeslundii (Anae) und fiir
A. viscosus (Avis F1A und Avis nanH), sowie der Gattungs-spezifischen Actinomyceten-PCR (Act).

Es wurden genomische DNAs, jeweils 5 ng/PCR, der folgenden Spezies eingesetzt (Abkiirzungen siehe
Tabelle 2): Anae (Stdmme Anae |= ATCC 19039, Anae ll= ATCC 12104), Avis, Aeur, Aneu, Auro, Aodo,
Axyl, Sint, Vpar, Smit, Sora, Ssan und Hinf.

Wie in Abb. 15 zu sehen ist, wurden die Kopienzahlen der eingesetzten genomischen DNAs in
den PCR-Laufen mittels simultaner Amplifikation der jeweiligen Quantifizierungsstandards
ermittelt. In der Gattungs-spezifischen Act-PCR wurden alle verwendeten Actinomyceten-
DNAs erkannt, sodass sichergestellt war, dass es sich bei den gewahlten DNAs wirklich um
Actinomyceten-DNAs handelte. Die DNAs von anderen oralen Bakterien, die nicht zu den
Actinomyceten zadhlten, wurden, bis auf die Streptokokken-Spezies S. oralis, S. mitis und S.
sanguinis, sowie Veillonella parvula, wie gewiinscht nicht in der Act-PCR amplifiziert. Allerdings
wurden von den Streptokokken nur rund 200 Kopien und von Veillonella parvula nur circa 5
Kopien falsch positiv nachgewiesen, was einer Kreuzreaktivitdt oder Kontamination der DNA-

Proben von weniger als 0,1% entsprach.

In der Anae-PCR wurden, wie zu erwarten, die A. naeslundii-DNAs am besten detektiert. Eine

leichte Kreuzreaktivitat zeigte sich mit der A. viscosus-DNA, die allerdings unter 0,01% lag und
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somit vernachlassigbar war. In den weiteren PCR-Laufen trat keine Kreuzreaktivitdit mehr auf,

so dass eher von einer Kontamination der DNA-Probe auszugehen war.

In der F1A-PCR zeigte sich, dass die A. viscosus-DNA am besten erkannt wurde. Jedoch bestand
eine Kreuzreaktivitat mit allen drei A. naeslundii-DNAs, die circa 1 bis 2 Zehnerpotenzen spater
erkannt wurden, der A. urogenitalis-DNA (2-3 Zehnerpotenzen spater) und der A. europeus-
DNA (3-4 Zehnerpotenzen spéter). Die nanH-PCR zeigte im Vergleich das deutlich bessere
Ergebnis zum speziesspezifischen Nachweis von A. viscosus. Die A. viscosus-DNA wurde
erkannt, lediglich eine leichte Kreuzreaktivitdt mit einem der drei A. naeslundii-Stamme war
ersichtlich (<0.1%). Da sich dies in spateren PCR-Laufen ebenfalls nicht mehr zeigte, war hier
keine Kreuzreaktivitdt, sondern eine Kontamination mit A. naeslundii-Fremd-DNA als Ursache

fir den A. naeslundii-Nachweis in der Avis-nanH PCR wahrscheinlicher.

Aufgrund der vermutet hoheren Kreuzreaktivitdt der Avis F1A-PCR wurde in den weiteren
Versuchen nur noch die Avis nanH-PCR zum speziesspezifischen Nachweis von A. viscosus

verwendet.

4.6 Linearitit

Um eine spdtere Quantifizierung mittels TagMan-PCRs durchfiihren zu kénnen, wurde zuerst
die Linearitdit der TagMan PCRs ermittelt. Hierzu wurden seriell verdiinnte, in ihrer
Konzentration bekannte Quantifizierungsstandards, die aus den jeweiligen Insert-tragenden
Plasmiden bestanden (s. Kap. 3.2.6), in die TagMan-PCRs eingesetzt (siehe Abbildung 16). Die
relative Fluoreszenzanderung musste Uber vier Verdinnungsstufen linear verlaufen, damit
man spater in den gPCR-Laufen mit simultaner Amplifikation drei verschiedenkonzentrierter
Quantifizierungsstandards die Konzentration unbekannter Proben sicher ermitteln konnte.

Dabei sollten die Standards moglichst die Werte der unbekannten Probe einrahmen.

Um in den spateren Proben auch einen Anhaltspunkt Uber die Gesamtkeimlast aller
Prokaryonten zu erhalten, wurde im Folgenden die bereits etablierte und im Institut

entwickelte Eubakterien-PCR (Euba) mitgefiihrt (Sequenzen siehe Tabelle 1).
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Abb. 16: Linearitat der TagMan-PCRs Euba, Act, Avis und Anae.

Die Quantifizierungsstandards wurden in Konzentrationen 10°, 104, 102, 102 und 10" Kopien / ul in die
vier TagMan-PCRs Euba, Act, Avis und Anae eingesetzt. Die rechten Abbildungen zeigen jeweils die
resultierenden Standard-Ausgleichsgeraden mit den Werten fir Effizienz E (zwischen 99,8 und 103,5%)
und Bestimmtheit RA2 (zwischen 0,973 und 0,983). Die linken Abbildungen zeigen die
Amplifikationskurven in Vierfachbestimmung.
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Wie in Abbildung 16 ersichtlich, wurden die Quantifizierungsstandards in Quantitaten von
5x10°, 5x10%, 5x103, 5x10% und 5x10" Kopien in den verschiedenen PCRs zur Ermittlung der
Linearitat in Vierfachbestimmungen amplifiziert. Die Effizienz E lag zwischen 99,8 % (Avis-PCR)
und 103,5 % (in der Euba-PCR) und die Bestimmtheit R*2 zwischen 0,973 (Euba-PCR) und 0,983
(in der Act-PCR), also nahe an den erwarteten und anzustrebenden Werten von E=100% und
R"2=0,999, da TagMan PCRs allgemein als gut eingestuft wurden, wenn E mehr als 90%
aufwies, und R*2 >0,980 [50].

Insgesamt war somit die Euba-PCR als weniger gut anzusehen, was mit darin begriindet war,
dass residuale Mengen an Fremd-DNA in den Mastermixen zu einem Hintergrund von 10-100
Kopien/PCR fiihrten. Sie wurde aber weiterhin mitgefihrt, da die Bakterienlast der Proben
meist deutlich hdher lag als 100 Kopien und deshalb zur groben Bestimmung der
Gesamtkeimlast herangezogen werden konnte. Die neu etablierten TagMan-PCRs zeigten
nahezu die anzustrebenden Werte. Um die Qualitdt jedes PCR-Laufes sicherzustellen, wurden
der E- und R*2-Wert fiir jede PCR bei jedem PCR-Lauf neu berechnet. Hierbei zeigte sich, dass
sich bei langerer Verwendung der gleichen Standardprobe mit der Zeit eine Verschlechterung

der Linearitat zeigte (siehe auch Kap. 4.7).

4.7 Die Qualitit der Standards wird durch die Lagerungsbedingungen
beeinflusst

Die zur Quantifizierung hergestellten Standards in Konzentrationen zwischen 107 Kopien/ul
und 10" Kopien/ul wurden anfanglich bis zur weiteren Verwendung bei +4°C gelagert. Es
konnte hierbei jedoch beobachtet werden, dass zum einen mit der Zeit die Effizienz und
Bestimmtheit schlechter wurden und zum anderen auch die CT-Werte der Standards in den
PCR-Laufen groRer wurden. Aus diesem Grund wurde als nachstes ausgetestet, unter welchen
Lagerungsbedingungen die Standards die langste Haltbarkeit aufwiesen. Hierfiir wurden
jeweils zwei 100 pl-Portionen von neu (aus der 10°-Stocklésung) verdiinnten Standards der
Konzentrationen 10°, 103, 10% hergestellt und eine Portion bei -20°C eingefroren, die andere
bei +4°C gelagert. AnschlieBend wurden die CT-Werte der Standards in den jeweiligen PCRs am
gleichen Tag der Herstellung mit denen verglichen, die nach 12 Tagen gemessen wurden (siehe

Tabelle 4).
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Tabelle 4: Differenz der CT-Werte der vier PCRs Euba, Act, Avis und Anae bei Lagerung bei -20°C bzw.
bei +4°C nach 12 Tagen im Vergleich zum Ausgangswert an Tag 0

CT(Tagl2)- CT CT (Tag 12)-CT CT(Tag 12)- CT (Tag0) | CT(Tag12)-CT
(Tag0) bei-20°C (Tag0) bei +4°C bei -20°C (Tag0) bei +4°C

Euba Act

10° -0,05 0,06 10° 5,39 15,03

103 0,58 0,87 103 5,41 >45

10? 0,47 1,37 102 5,07 1,94

Avis Anae

10° 0,93 2,49 10° 0,22 0,44

103 0,94 2,13 10® 0,39 0,25

102 0,41 1,23 102 0,74 0,28

Wie in Tabelle 4 zu sehen ist, zeigte sich im Vergleich zum Ausgangstag, und zwar unabhangig
von der Lagerungsart, dass die Standards (sehr wahrscheinlich aufgrund der Degeneration der
Plasmid-DNA) nach 12 Tagen schlechter amplifiziert wurden. Im Vergleich der beiden
Lagerungsarten untereinander fiel jedoch auf, dass die bei -20°C gelagerten Standards in der
Regel eine niedrigere Differenz der CT-Werte aufwiesen (mit Ausnahme der Act 10%-, Anae 103-
und 10%- Verdiinnung). Die Standards der gattungsspezifischen Actinomyceten-PCR zeigten bei
Lagerung im Kihlschrank die schlechtesten Ergebnisse, da nach 12 Tagen in der 103-
Verdiinnung keine amplifizierbaren Genregionen mehr nachweisbar waren, und die 10°- und
10%-Verdiinnungen einen im Vergleich zu den anderen PCRs sehr hohen CT-Wert aufwiesen.

Aus diesem Grund wurden alle Standards, wenn sie langer als eine Woche nicht genutzt
worden waren, vom 10°-Standard neu verdiinnt und vor Einsatz in einen PCR-Lauf mit
unbekannten Proben in einer separaten PCR auf ihre Linearitdt und das Erreichen der
festgeschriebenen CT-Werte getestet, bevor sie zur Quantifizierung herangezogen wurden. Die

hierbei zu erzielenden CT-Werte der Standards sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: festgelegte CT-Werte der Standards.

Standard 107 10° 103 10
Euba-PCR 14-16 20-22 27-29 -
Act-PCR - 21-23 27-29 31-33
Avis-PCR - 22-24 28-30 32-34
Anae-PCR - 21-23 27-29 31-33
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4.8 Charakterisierung der adhisiven Eigenschaften unterschiedlicher
Kunststoffpriifkorper

Zum Test ihrer anti-adhadsiven Eigenschaften wurden verschiedene modifizierte
Zahnflllkunststoffe im Vergleich zu einem Standardkunststoff im ersten Versuch in vitro mit
einer Bakteriensuspension aus fiinf Keimen (A. naeslundii DSM 17233, A. viscosus DSMZ 43329,
S. oralis DSMZ 20627, S. mitis DMSZ 12643 und S. sanguis DMSZ 20068 zu je 0,2 OD) fir 8 bzw.
24 Stunden inkubiert (s. Kap. 3.1.8, 3.2.9 und [18]).

Die an die verschiedenen Prifkorper adharierenden Bakterien wurden anschlieBend lysiert
und die genomische DNA im Folgenden in den neu etablierten PCRs amplifiziert, um den Anteil
der adharenten Actinomyceten zu quantifizieren. Um die Genauigkeit der Ergebnisse zu
erhéhen, wurden alle Proben in Dreifachbestimmung in den TagMan-PCRs getestet.

Anhand der nachgewiesenen Bakterienmengen wurde zum einen die Adhdrenz an die
Prifpasten untereinander verglichen, zum anderen auch die Entwicklung der Adhéarenz
zwischen 8 und 24 Stunden auf den einzelnen Pasten beurteilt.

Da in den in vitro Versuchen ein anderer Typstamm von A. viscosus verwendet worden war
(DSM 43329) als fiir die Etablierung der Avis-PCR (A. viscosus DSM 43327) und dieser
Typstamm Sequenzunterschiede in den Primerbindungsstellen aufwies, musste ein
Umrechnungsfaktor fir die Quantifizierungsstandards berechnet werden, mit dessen Hilfe die
Typstamm (DSM43329)-Amplifikation in der Avis-PCRs quantifiziert werden konnte. Es stellte
sich kurzlich heraus, dass der in vitro verwendete A. viscosus-Stamm DSM 43329 bei DSMZ nun
nicht mehr als A. viscosus, sondern als eine nicht naher differenzierte Actinomycetenspezies

(A. sp.) gefiihrt wird.

Es wurde im Folgenden mittels zwei neuen Primern (nanH-F2 und nanH-R2) ein groRerer, die
nanH-F/R-Bindungsstellen einschlieBender Bereich amplifiziert und kloniert (s.a. Kap. 5.4.1,

Abb 21).

Um die Quantifizierung der in vitro-Experimente zu bereinigen, wurden diese neuen Plasmide
als Quantifizierungsstandards verwendet, da diese, in die nanH-TagMan PCR eingesetzt,
aufgrund ihrer Fehlbasenpaarung in den Bindungsstellen der nanH-Primer F1/R1 genauso
(un)effizient amplifiziert wurden, wie die genomische DNA des A. sp.-Stammes DSM 43329.
Somit war es moglich, einen Umrechnungsfaktor zu erzielen, mit dem die Ergebnisse der

urspriinglichen PCR-Laufe neu berechnet werden konnten.
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Die vier Standards in den Konzentrationen 2,5x10%-2,5x10% des Stammes DSM 43327 wurden
fir den Stamm DSM 43329 auf 3,53x108, 2,56x107, 1,99x10° und 1,39x10° angepasst. Durch
diese Umrechnung konnte die etablierte Avis-TagMan-PCR mit entsprechenden
Quantifizierungsstandards auch fiir den nicht 100% sequenz-homologen Typstamm in den in

vitro Versuchen weiterhin verwendet werden.

Nun wurden die adhdsiven Eigenschaften der Kunststoffprifkorper mittels der vier zur

Verfligung stehenden TagMan-PCRs Euba, Act, Avis und Anae charakterisiert.

4.8.1 Die Standardpaste zeigt im Vergleich zu den modifizierten Kunststoffen in
vitro die stirkste Zunahme adhirenter Keime von 8 auf 24 Stunden

Die isolierte Gesamt-DNA der adharenten Keime wurde in die oben genannten TagMan-PCRs
eingesetzt, um die Adhdrenz der verschiedenen Bakterienspezies an die modifizierten
Kunststoffe und den Standardkunststoff quantifizieren und vergleichen zu kénnen.
Um die Prazision der PCRs zu bestimmen, wurden alle PCRs dreifach durchgefiihrt.
Zuerst wurden die 8 Stunden-Werte als Referenzwert genommen und mit den 24 Stunden-

Werten verglichen. So konnte die Stdrke der Zunahme beziehungsweise Abnahme der

Adhésion an die Kunststoffprifkdrper ermittelt und verglichen werden (siehe Abbildung 17).

Abb. 17: Verhaltnis der Menge an adhdrenten Eubakterien, Actinomyces spp., A. naeslundii und A.
viscosus von 24h zu 8h auf den verschiedenen Priifpasten nach Inkubation mit dem 5-Keim-Gemisch

Der 8h-Wert wurde als Referenzwert genommen, der 24h-Wert weicht nach oben (Adhdsion nimmt zu)
oder unten ab (Adh&dsion nimmt ab). Es sind fiir jede der vier PCRs (Euba, Act, Avis und Anae) die auf den
Kunststoffprifpasten nachgewiesenen Kopienzahlen dargestellt, wobei Standardkunststoff (ST) =blau,
P2 = rot, P7= griin, P8/9= violett, P9 = hellblau abgebildet ist. Es wurde eine Dreifachbestimmung
durchgefiihrt.
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Wie in Abbildung 17 zu erkennen ist, steigt die Adhasion aller Keime des Keimgemisches an die
Standardpaste von 8 auf 24h in allen vier PCRs an, wobei die Zunahme der Adharenz von A.
naeslundii (Anae-PCR) hoher ist als die von A. viscosus (Avis-PCR). Die hochste Zunahme
adhéarenter Keime zeigte im Vergleich aller Pasten immer die Standardpaste (ST). In allen PCRs,
mit Ausnahme der Act-PCR, war eine Abnahme der Adhadrenz an die bakterizide Paste 9
erkennbar, deren Ausmal jedoch schwankte. In der Actinomyceten-PCR war eine geringe
Zunahme der Adhéarenz sichtbar, in der Eubakterien-PCR sank die Anheftung stark, was durch
eine groRere Gesamtanzahl an Streptokokkenspezies im Gemisch zu erkldaren war. Die Paste
8/9 zeigte (bis auf eine Ausnahme in der Avis-PCR) immer eine Zunahme der bakteriellen
Beladung im Laufe der Zeit. An die anti-adhdsive Paste 7 nahm die Adhadrenz der beiden
Actinomyces-Spezies A. naeslundii und A. viscosus ab, in der Eubakterien- und Actinomyceten-
PCR stieg sie jedoch relativ stark an. An die ebenfalls anti-adhéasive Paste 2 war jedoch nahezu
keine Zunahme der bakteriellen Adhdrenz von 8 auf 24 Stunden zu verzeichnen. Hier
schwankten die Werte zwischen 8 und 24 Stunden insgesamt nur sehr gering. Es zeigte sich
eine leichte Zunahme in der Euba- und der Anae-PCR. In der Act- und Avis-PCR sank die
Adhéarenz. So lasst sich zusammenfassen, dass alle modifizierten Kunststoffe eine verringerte
Adhdrenz von A. viscosus aufwiesen. An der Standardpaste erhohte sich die Zahl dieser
anheftenden Keime. Im Vergleich mit dem Standardkunststoff wiesen die beiden modifizierten
anti-adhasiven Kunststoffe P2 und P7 nach 24 Stunden eine geringere Adhdrenz auf. Beim
Vergleich der Keimbeladung zwischen 8 und 24 Stunden nur an der jeweiligen Paste P2 oder P7
war jedoch kein eindeutiges Ergebnis feststellbar, da die Werte insgesamt, trotz

Dreifachbestimmung, stark schwankten.

Die beiden bakteriziden Kunststoffe P8/9 und P9 zeigten im Vergleich zur Standardpaste
ebenfalls eine geringere Keimbeladung. Nach 24 Stunden wies die Paste P9, bis auf die Act-
PCR, immer eine reduzierte Keimbeladung im Vergleich zum 8 Stunden-Wert auf. Auf Paste 8/9

hingegen waren nach 24 Stunden in der Regel mehr adharente Actinomyceten nachweisbar.

Um die Keimbeladung der modifizierten Kunststoffe im Vergleich zum Standardkunststoff
besser beurteilen zu koénnen, wurden die ermittelten Bakterienmengen auf dem
Standardkunststoff nach 8h bzw. 24h als Referenzwert genommen und mit der

Bakterienmenge auf den Prifkorpern P2 bis P9 verglichen (s. Abb.18).
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Abb. 18: Vergleich der Adhdsion der Bakterien auf den verschiedenen Priifpasten im Verhaltnis zur
Standardpaste nach 8h und 24h in vitro-Inkubation.

Die in den TagMan PCRs Euba, Act, Avis und Anae nachgewiesenen Kopien auf den Pasten P2 (rot), P9
(hellblau), P7(griin) und P8/9 (lila) sind im Verhéltnis zu denen auf der Standardpaste ST als x-facher
Wert angegeben.

Wie Abbildung 18 verdeutlicht, zeigten die modifizierten Kunststoffe nach 8h noch keine anti-
adhasiven Eigenschaften (mit Ausnahme der Paste P9 in der Act-PCR), sondern hatten stets
eine hohere Keimbeladung als ST. Besonders Paste 9 erwies sich in der Euba- und der Anae-
PCR nach 8h als besonders adhdsiv. Erst nach 24h Inkubationszeit lieR sich eine Reduktion der
Bakterienbeladung an allen modifizierten Pasten, auBer P 8/9 in der Act- und Anae-PCR, im
Verhialtnis zu ST erkennen, wobei Paste 2 dort die stirkste Abnahme der Adhdsion erkennen

lieR.

Bei den in vitro-Versuchen hatte sich gezeigt, dass Paste 9 nach 24h eine besonders geringe
Bakterienbeladung im Vergleich zum 8h-Wert aufwies und dass Paste P2 im Verhéltnis zum
Standardkunststoff die starkste Abnahme der Adhdrenz nach 24 Stunden zeigte. Des Weiteren
erkannte man, dass im Vergleich mit modifizierten Zahnfillkunststoffen der
Standardkunststoff die hochste Keimbeladung aus einem Keimgemisch von funf
Bakterienspezies nach 24 Stunden aufwies. Im Folgenden sollten die Kunststoffe in situ
getestet werden, um zu sehen, ob sich in Gegenwart des oralen Mikrobioms &hnliche

Ergebnisse beobachten lassen wiirden.
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4.9 Das probandenspezifische Mikrobiom hat Einfluss auf die in situ
Adhadsion an die Priifkorper

Zur in situ Testung der modifizierten Kunststoffe erklarten sich zwei Probanden bereit, eine
speziell fur sie hergestellte Platte, an der die Kunststoffpriifkbrper befestigt waren, fiir die
Dauer von 8 Stunden im Mund zu tragen. Die Prifkorper wurden so befestigt, dass sie in
beiden Probanden an den gleichen Stellen des Mundes zu liegen kamen. Es sollte untersucht
werden, ob die Kunststoffe in situ die gleichen anti-adhasiven Eigenschaften zeigen wirden
wie in den in vitro-Versuchen, und ob es probandenspezifische Unterschiede bei der
Keimbeladung der Prifkorper gibt. Zusatzlich wurden Speichelproben und Abstriche aus der
Mundhohle der Probanden entnommen, um Auskunft dariiber zu erhalten, wie hoch die
Keimbeladung der beiden Probanden im flissigen Milieu, wie dem Speichel, im Vergleich zu
einem durch den Abstrich gewonnenen Biofilm ist. Zur Quantifizierung der Spezies A. viscosus
wurde die neu etablierte Avis-PCR genutzt und im Gegensatz zu den in vitro Versuchen keine

Umrechnung der Standardkonzentrationen durchgefiihrt (s. a. Kap. 4.8 und 5.4.1).

4.9.1 Die Bakterienlast in Speichel und Abstrich variiert Probanden-spezifisch

Zum Vergleich der Konzentration planktonischer (freischwimmender) Keime im Speichel und
adharenter Keime im Abstrich der Wangenschleimhaut wurden den beiden Probanden, wie
unter Kap. 3.2.12 und 3.2.13 beschrieben, Proben entnommen und in die TagMan-PCRs
eingesetzt. Durch den Abstrich der Schleimhaut wurden so beiden Probanden natirliche
mukdse Biofilme entnommen, die im Folgenden auf die Keimmengen untersucht wurden. So
sollte ermittelt werden, ob es probandenspezifische Unterschiede in der bakteriellen Quantitat

und Zusammensetzung der Proben gibt.

Abbildung 19 verdeutlicht die nachgewiesenen Mengen an (Eu-)Bakterien und Actinomyceten

in den Speichelproben und Abstrichen beider Probanden.
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Abb. 19: Actinomycetenmengen in Speichel und Abstrich von Proband 1 und 2.

DNA-Praparationen der Speichel- und Abstrichproben von Proband 1 und 2 wurden in die vier TagMan-
PCRs zum Nachweis der Gesamtbakterienlast (Euba; blau), des Actinomycetengehaltes (Act;rot), sowie
des Gehaltes an A. viscosus (Avis; grin) und A. naeslundii (Anae; hellblau) eingesetzt.

Im Vergleich beider Probanden zeigte sich, dass Proband 2 sowohl im Speichel als auch im
Abstrich fir jede nachgewiesene Bakteriengruppe bzw. —spezies eine hdhere Keimzahl
aufwies. Dieser Unterschied zeigte sich vor allem bei der Gesamtmenge an Bakterien (Euba),
wo bei Proband 2 im Speichel ca. zwei Zehnerpotenzen und im Abstrich ca. vier
Zehnerpotenzen mehr Keime detektiert wurden als bei Proband 1. Im Speichel schwankten die
Kopienzahlen bei den Actinomyces spp. nur geringfligig. Proband 2 wies sowohl im Speichel als
auch im Abstrich A. viscosus auf, wohingegen bei Proband 1 dieser Keim in beiden Proben
nicht nachweisbar war. Die Mengen an Actinomyceten und A. naeslundii unterschieden sich in
den mukdsen Biofilmen beider Probanden deutlich. Hier wies Proband 2 eine deutlich héhere
Menge an Actinomyceten im Allgemeinen, als auch A. naeslundii und A. viscosus im Speziellen

auf. Hier fanden sich im Abstrich 100fach mehr Bakterien als im Speichel.

Nachdem nun erste Ergebnisse (ber Probanden-spezifische Unterschiede in der
Bakterienquantitat in Speichel und Abstrich vorlagen, wurden im Folgenden die fiir 8 Stunden

im Mund getragenen Kunststoffpriifkérper auf ihre Bakterienbeladung untersucht.
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4.9.2 Die Bakterienadhirenz an die modifizierten Kunststoffe im Vergleich zur
Standardpaste zeigt Probanden-abhingige Unterschiede

Die von den Probanden im Mund getragenen Kunststoffprifkorper wurden wie unter Kap.
3.2.11 beschrieben prépariert und die aufgereinigte genomische DNA in die etablierten

TagMan-PCRs eingesetzt.

Zuerst wurde die Bakterienadhdrenz der modifizierten Kunststoffe in Bezug auf den
Standardkunststoff bei den beiden Probanden untersucht. Dazu wurde die ermittelte
Bakterienmenge (gemessen als Kopien des Zielgens) auf dem Standardkunststoff ST nach 8h
als Referenz genommen (100%) und mit der Bakterienmenge auf den modifizierten
Prafkérpern verglichen. Es zeigte sich so, ob sich auf den Prifkorpern mehr oder weniger
Bakterien befanden als auf dem Standardkunststoff. So sollte ermittelt werden, ob sich dhnlich
wie bei den in vitro-Versuchen, auch im Mund die anti-adhasive Wirkung der modifizierten

Kunststoffe nachweisen lieR (s. Abbildung 20).

Abb. 20: Vergleich der Adhdsion der Bakterien auf den verschiedenen Priifpasten im Verhaltnis zur
Standardpaste (ST=1) nach 8h in situ-Inkubation in der oralen Kavitidt der Probanden 1 und 2.

Die in den TagMan PCRs nachgewiesenen Kopien an Bakterien (Euba=blau), Actinomyceten (Act=rot), A.
viscosus (Avis=griin) und A. naeslundii (Anae= hellblau) auf den Pasten P2, P9, P7 und P8/9 sind im
Verhaltnis zu denen auf der Standardpaste ST als x-facher Wert angegeben.
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Wie in Abbildung 20 zu erkennen, wurde bei den zwei Probanden die Adhasion der
Eubakterien insgesamt, sowie der Actinomyces spp. auf den Prifkunststoffen im Vergleich zu
der Beladung des Standardkunststoffes betrachtet. Es zeigte sich, dass bei Proband 1 in allen
TagMan-PCRs eine reduzierte Adhasion an P2 zu erkennen war, an P7 immer eine erhdhte
Adhiésion. Paste 8/9 und P9 zeigten bis auf jeweils eine Ausnahme (P8/9 in der Act-PCR und P9

in der Anae-PCR) eine vermehrte Adhésion.

Bei Proband 2 hingegen war an den Pasten P2 und P9 immer eine starke Zunahme der
Adharenz im Vergleich zu ST zu sehen, mit Ausnahme der Avis-PCR. An Paste 7 war stets eine
leicht erhéhte Adhdrenz erkennbar (Ausnahme Avis-PCR), an P8/9 waren meist mehr Keime

nachweisbar als auf ST.

Insgesamt zeigte sich, dass die Ergebnisse beider Probanden in den meisten Fallen divergent
waren und bis auf Paste 2 bei Proband 1 keine eindeutige Wirkung der Pasten erkennbar war.
Bei Proband 2 waren, wie auch schon bei den Speichelproben und Abstrichen erkennbar,
deutlich mehr Keime nachweisbar als bei Proband 1. Im Vergleich zu den in vitro-Tests, in
denen an P9 nach 24 Stunden im Verhaltnis zu 8 Stunden immer eine reduzierte Bakterienlast
vorzufinden war, zeigte sich dieses Ergebnis in den in situ- Versuchen nach 8-stindiger
Inkubation (noch) nicht. Nach 24 Stunden erwies sich Paste P2 bei den in-vitro Versuchen als
weniger adhasiv im Vergleich zu ST. In situ war dieses Ergebnis bei Proband 1 nach 8 Stunden

ebenfalls erkennbar.

4.9.3 Die EZ1-Aufreinigung verindert die Bakterienlast der Proben

Da bei Proband 1 an einigen Prifkorpern A. viscosus nachgewiesen werden konnte, in Speichel
und Abstrich jedoch nicht, wurde vermutet, dass die verschiedenen Aufbereitungsverfahren
der Proben, namlich die Verwendung des Qiagen-Kits fir die Kunststoffpriifkdrper-Proben (s.
Kap. 3.2.11) und des EZ1-Roboters fiir die Speichelproben von Proband 1 und Abstriche, dafir
verantwortlich gewesen sein kénnten (s. Kap. 3.2.13). Es wurden daher weitere Tests mit
Abstrichen von Proband 1 durchgefiihrt, in denen die nachgewiesenen Bakterienzahlen nach
zwei unterschiedlichen Aufbereitungsarten verglichen wurden. Um einen Hinweis dariiber zu
erhalten, ob sich die DNA-Ausbeute der Abstriche durch die Aufreinigung im EZ1-Roboter
andert, wurde die Bakterienlast des Abstrichs von Proband 1 vor und nach EZ1-Aufbereitung

verglichen (s. a. Kap. 3.2.12). Ergebnisse siehe Tabelle 6.
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Bakteriengenomnachweise
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Kopien/Abstrich

Nachweis Kopien/Abstrich (Hitzelyse) (Hitzelyse + EZ1)
Euba 1,64E+9 1,17E+7 (0,7%)
Act.spp 2,39E+6 1,16E+5 (4,8%)
Avis 1,22E+4 0,00E+0 (0,0%)
Anae 6,44E+4 8,76E+2 (1,4%)

Wie Tabelle 6 anschaulich verdeutlicht, war nach EZ1-Aufreinigung im Vergleich zur alleinigen

Hitzelyse weniger Bakterien-DNA vom Abstrich isoliert worden, wobei der Unterschied zwei bis

vier Zehnerpotenzen ausmachte. Dies flihrte aufgrund der geringeren Keimzahl von A. viscosus

im Abstrich dazu, dass die Konzentration der DNA dieser Spezies zu gering fiir einen PCR-

Nachweis wurde. Dies erklart die Ergebnisse der in situ Testung, in denen im Speichel von

Proband 1 nach EZ1-Aufbereitung kein A. viscosus nachweisbar war, auf den oral von Proband

1 getragenen Priifkérpern, die vom BMFZ mittels Qiagen-Kit aufbereitet wurden, jedoch sehr

wohl.
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5. Diskussion

5.1 Die TagMan-PCR zur Quantifizierung von Mikroorganismen

Der Nachweis von Mikroorganismen lasst sich durch eine Reihe verschiedener Methoden
durchfiihren. Neben dem mikroskopischen Bakteriennachweis wird vor allem die kulturelle
Anzucht seit langer Zeit als Goldstandard angesehen [58]. Der Nachteil der Kultivierung
besteht jedoch in ihrem hohen methodischen und zeitlichen Aufwand. Zudem sind einige
Mikroorganismen kulturell nur schwer oder nicht anziichtbar, weshalb in den vergangenen
Jahren andere Testsysteme entwickelt wurden. Hierzu ist auch die Polymerase-Kettenreaktion
zu zdhlen, bei der eine erregerspezifische Nukleinsduresequenz amplifiziert und nachgewiesen
wird [58]. Die Real-time-PCR (und hierunter speziell die TagMan-PCR) gelten als moderne
Methoden zur Vervielfdltigung und Quantifizierung von Nukleinsduren [38]. Vorteil dieser
Methode ist ein schneller, spezifischer Nachweis, auch von nicht kultivierbaren Erregern

[40,54,58].

In mehreren Publikationen der letzten Jahre wurde die Real-time-PCR zum Nachweis oraler
Mikroorganismen eingesetzt [9,11,13,14,39]. Alvarez et al. nutzten im Jahr 2013 die Realtime-
PCR in Kombination mit Propidiummonoazid (PMA), um die Sterblichkeit verschiedener oraler
Mikroorganismen in einem Biofilm in vitro zu analysieren, wobei der Vorteil dieser Methode in
der Detektierbarkeit von toten bzw. nicht proliferierenden Erregern lag [39]. Zu bedenken ist,
dass in unserer Versuchsreihe neben vitalen auch tote Mikroorganismen detektiert wurden
und in die Quantifizierung mit einflossen. Ob diese jedoch noch eine aktive Rolle in den
Stoffwechselvorgdangen anderer Organismen im Biofilm spielen und somit ggf. an der

Entstehung von Sekundarkaries Anteil haben, bleibt offen.

Periasamy et al. analysierten im Jahr 2009 Biofilme in vitro, um mittels Realtime-PCR die
Interaktionen zwischen verschiedenen Bakterienspezies wahrend der Biofilmbildung genauer
beschreiben zu kdénnen [11]. Auch die Vernetzung zwischen verschiedenen Bakterienspezies
und zwischen Bakterien und dem Zahndentin wurde in mehreren Publikationen anhand der
PCR genauer untersucht. Hallberg et al. analysierten im Jahr 1998 [13] sowie Li et al in 1999
[14] die Fimbrien-Untereinheiten von A. viscosus und A. naeslundii, um so die Formation von

Biofilmen genauer nachvollziehen zu kénnen [13,14].

Da bereits Publikationen zum Nachweis der von uns nachzuweisenden Actinomyces spp. A.

naeslundii und A. viscosus vorlagen, wurden diese im Rahmen der Forschungsarbeiten
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herangezogen und auf ihre Tauglichkeit gepriift [9,40]. Wie im Ergebnisteil dargelegt, eigneten
sich diese TagMan PCRs jedoch nicht zum Nachweis der beiden Actinomyces Spezies. Im
Rahmen der experimentellen Arbeiten dieser Dissertation mussten daher neue TagMan-PCRs
designt und etabliert werden, die z.T. andere Gene als Amplifikationsmatrix nutzten und so

einen speziesspezifischen Nachweis zulieBen.

5.2 Bewertung der gewahlten Gene zum speziesspezifischen Nachweis
von A. naeslundii und A. viscosus

Nach ausgiebigen BLAST-Analysen zur Auffindung speziesspezifischer Genregionen im Genom
von A. naeslundii und in Datenbank-zuganglichen Sequenzen fiir A. viscosus wurde fiir A.
naeslundii ein Bereich des 16S rRNA-Gens und fur A. viscosus das nanH-Gen, sowie das F1A-
Gen gewahlt. Das 16S rRNA-Gen wurde schon haufig als Zielgen in Realtime-PCRs benutzt [9].
Die Sequenzanalyse des 16S rRNA-Gens gilt als universell einsetzbare Methode zur
Identifikation von Bakterien [43,46] und ist in der Molekularbiologie seit 30 Jahren der
Goldstandard unter den Identifikationsmethoden [46]. In der Evaluation verschiedener, selbst
designter Primer und Sonden stellte sich eine Region dieses Gen als geeignet fiir den spezies-

spezifischen Nachweis von A. naeslundii dar.

Die Spezies A. naeslundii wurde urspringlich in drei Genotypen unterteilt (Genotyp 1, Genotyp
2 und WVA 963) [43]. Heute wird nur noch Genotyp 1 als A. naeslundii (sensu stricto)
klassifiziert, zu dem auch der Typstamm ATCC 12104 zahlt [56]. Genotyp 2 gilt heute als A. oris
und Genotyp WVA 963 wird heute als A. johnsonii gefiihrt [44]. Henssge et al. benannten im
Jahr 2009 sechs , Housekeeping” Gene von A. naeslundii, darunter auch das F1A-Gen (atpA-
Gen), anhand derer zum einen die drei Genotypen am besten differenziert werden konnten,
zum anderen aber auch eine Abgrenzung zur Spezies A. viscosus moglich war [43]. Die im
Rahmen dieser Arbeit erzielten Versuchsergebnisse zeigen zum ersten Mal, dass die gewahlte
16S rRNA-Genregion zum speziesspezifischen Nachweis von A. naeslundii sensu stricto
geeignet ist. Dies war umso erfreulicher, da ribosomale RNAs meist in mehreren Kopien pro
Genom vorkommen und somit eine Vervielfidltigung des Amplifikationssignals pro

Bakterienzelle bedingen.

Bei der Suche nach der Anzahl der Kopien des 16S rRNA-Gens im A. naeslundii-Genom stellte

sich heraus, dass das 16S rRNA-Gen dreifach vorhanden ist [53]. Dies war fir die Sensitivitat
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der TagMan-PCR entscheidend, da pro Bakterienzelle, im Vergleich zu einem ,,Single-Copy-

Gen“ wie dem atpA Gen, drei Zielregionen existieren.

Da sich in den eigenen Versuchsreihen herausgestellt hatte, dass ein sensitiver und
spezifischer Nachweis von A. viscosus anhand des 16S rRNA-Gens nicht moglich war, wurde
nach BLAST-Analysen die als speziesspezifisch geltende Sequenz des F1A-Gens (atpA-Gen) von
A. viscosus herangezogen und fir die Erstellung von Primern und Sonden gewahlt. Das atpA-
Gen kodiert fir die Fl-alpha-Untereinheit der ATP-Synthase [43]. Die ATP-Synthase ist ein
Komplex aus Membranproteinen in der Plasmamembran von Bakterien, der zur Produktion

von ATP dient [47], dem wichtigsten Energielieferanten des Stoffwechsels [7].

Trotz des erstellten Alignments, das die ausgewahlte atpA-Genregion als speziesspezifisch fir
A. viscosus auswies, stellte sich im Versuchsverlauf heraus, dass die atpA-spezifischen Primer
und die Sonde kreuzreaktiv mit anderen Actinomyces spp. zu sein scheinen (s. Kap. 4.5). So
wurde die Entscheidung getroffen, anstatt des atpA-Gens die parallel etablierte nanH-Gen
nachweisende TagMan-PCR zum Nachweis von A. viscosus zu nutzen. Diese zeichnete sich in
den BLAST-Analysen und auch in den Versuchen durch eine gute Sensitivitdat und Spezifitat aus
und wies in den PCR-Ldufen eine gute Linearitdt auf. Das nanH-Gen kodiert flr das Enzym
Sialidase oder auch Neuraminidase, das in Viren, Bakterien und Wirbeltieren vorkommt und
Neuraminsaureglykoside und neuraminhaltige Glykoproteine spaltet [7]. Fiir orale Bakterien
ist die Aktivitat dieses Enzyms fiir die Adhdsion und somit fir die Biofilmbildung bedeutend
[12,44]. Das nanH-Gen kommt nur einfach im Genom von Actinomycetenstdmmen vor und gilt

somit als ,,Single-Copy-Gen“[12].

Aufgrund der Tatsache, dass das gewahlte nanH-Gen nur einmal im Genom von A. viscosus
vorhanden ist, entsprechen die in den Ergebnissen dargestellten Kopienzahlen/PCR auch den
absoluten Genomaquivalenten an A. viscosus pro PCR. Bei der Spezies A. naeslundii hingegen,
die das 16S rRNA-Gen dreifach aufweist, missten die dargestellten Kopienzahlen/PCR
zusatzlich noch durch drei dividiert werden, um die tatsadchlichen Genomaéquivalente/PCR zu

berechnen und so eine direkte Vergleichbarkeit zur A. viscosus-PCR zu schaffen.
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5.3 Vergleichbarkeit der PCR-Liufe

Um die Ergebnisse der verschiedenen PCR-Laufe vergleichen zu kdnnen, wurde versucht, fir
alle Experimente die gleichen Voraussetzungen zu schaffen. Vor den Versuchen mit den
Kunststoffprifkoérpern in vitro und in situ wurden die Quantifizierungsstandards aller PCRs
getestet und gegebenenfalls neu verdinnt, sodass die festgelegten CT-Werte pro
Konzentration eingehalten wurden (s. Tab. 5). Bei kleineren Abweichungen wurde der
Threshold der PCRs so verschoben, dass die CT-Werte innerhalb der festgelegten Grenzen
lagen. Des Weiteren wurde bei den Experimenten darauf geachtet, dass die Effizienz E mehr

als 90% aufwies und die Bestimmtheit R*2 >0,980 [50].

Nach Bustin et al. aus dem Jahr 2009 sollen immer gleiche Methodenparameter gewahlt
werden, da sonst verschiedene Ergebnisse erzielt werden, die sich nicht zum Vergleich eignen
[48]. Es wurden somit in allen PCR-Laufen die gleichen Mengen an DNA-Probe eingesetzt, zur
Mastermix-Herstellung wurden die gleichen Primer- und Sondenkonzentrationen, Puffer und
Mastermixe verwendet, und die PCRs am selben PCR-Gerat mit dem stets gleichen Programm
durchgefihrt, um Schwankungen der Ergebnisse durch diese Parameter zu verhindern. Zu
bedenken bleibt jedoch die unterschiedliche DNA-Prdparation der adhdrenten Bakterien von
den Kunststoffpriifkorpern. Einerseits wurde fiir die in situ-Proben die DNA-Praparation mittels
QlAamp DNA Mini Kit von Qiagen durch das BMFZ und andererseits die DNA-Isolation aus
Speichelproben und Abstrichen mittels EZ1-Roboter durchgefiihrt (s. auch Kap. 4.9.3).
Aufgrund der unterschiedlichen Methoden sollten die Ergebnisse bezlglich der
Bakterienbeladung von Priifkdrpern, Abstrich und Speichel nicht direkt miteinander verglichen
werden, da im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass eine DNA-Praparation tber
den EZ1-Roboter zu erheblichen DNA-Verlusten fiihrt. Obwohl diese Gegebenheiten beachtet
wurden, konnten nicht in allen Laufen exakt die gleichen CT-Werte erreicht werden und nicht
immer lagen Bestimmtheit und Effizienz im optimalen Bereich. Somit sind kleine Differenzen in

der Quantifizierung der Actinomyceten in den Proben zu erklaren.

Als Voraussetzung fiir einen zuverlassigen quantitativen Nachweis gelten Genauigkeit und eine
hohe Wiederholbarkeit [49]. Um weiterhin die Genauigkeit der Ergebnisse zu erhéhen, wurden
daher alle Proben dreifach in PCRs getestet. Dort wurde ebenfalls Gberprift, ob sich Effizienz,

Bestimmtheit und CT-Wert dhneln.
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5.4 in vitro Versuche

Durch die in vitro Versuche sollte unter den festgeschriebenen Bedingungen die Entwicklung
der Bakterienadhdsion an die modifizierten Kunststoffprifkorper nach 8 und 24 Stunden
untersucht werden. Durch die Benetzung der Pellikel-haltigen Prifkérper mit einem
Bakteriengemisch aus fiinf oralen Friithbesiedlern sollte die Biofilmbildung initiiert werden.
Diese von Rittermann et al. bereits in zwei Publikationen [18,37] in vitro charakterisierten
Kunststoffprifkérper wurden mir fiir diese Versuchsreihe von der Poliklinik fiir Zahnerhaltung,

Parodontologie und Endodontologie der Heinrich-Heine-Universitat zur Verfligung gestellt.

Die Arbeitsgruppe von Rittermann publizierte in 2011 und 2012 Ergebnisse ihrer Testung, die
Oberflachenenergie von Kunststofffiillmaterialien durch Zugabe bestimmter Wirkstoffe zu
reduzieren und den Wasserkontaktwinkel zu erhéhen, um so die Plaqueformation an diesen
Flllmaterialien zu verringern [18,37]. Sie konnten zeigen, dass die anti-adhdsiv und bakterizid
modifizierten Kunststoffe (Zusammensetzung s. Kap. 3.1.7) die gewiinschten Eigenschaften
aufwiesen. Nach Inkubation mit Suspensionen einzelner Bakterienspezies, darunter auch A.
naeslundii und A. viscosus, wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie die gesamte
Bakterienmenge sowie die Menge an lebenden und toten Bakterien nach 8 und 24 Stunden
bestimmt und mit den Quantititen auf einem nicht verdnderten Standardkunststoff
verglichen. Es zeigte sich fiir alle finf getesteten Bakterienspezies, dass die modifizierten
Kunststoffe nach 8 und 24 Stunden weniger lebende Zellen aufwiesen als der
Standardkunststoff. Die reduzierte Oberflaichenenergie fiihrte zu einer geringeren
Bakterienanzahl auf den Priifkérpern, der Wasserkontaktwinkel hingegen hatte keinen Einfluss
auf die Bakterienadhdsion [18,37]. Um diese Kunststoffe nun auf die Adhdsion der beiden
Frihbesiedler A. naeslundii und A. viscosus aus einem Bakteriengemisch zu untersuchen,
wurden im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente die gleichen Methoden
der Herstellung und Priifkdrperpraparation verwendet, die Rittermann et al. publizierten
[18,37]. Im Gegensatz zur Methode der Fluoreszenzmikroskopie bei Rittermann et al., bei der
zwischen der Gesamtmenge der Bakterien sowie zwischen lebenden und toten Bakterien
unterschieden werden konnte, wurden in den jetzigen Experimenten TagMan-PCRs zur
Quantifizierung der einzelnen Bakterienspezies etabliert, bei denen die Gesamt-DNA von
lebenden und toten Keimen nachgewiesen wurde. Ein Vergleich der Daten beider
Versuchsreihen in Bezug auf die Menge nur lebender oder toter Bakterien war somit nicht
moglich. Im Jahr 2005 beschrieben Rudi et al. die Methode des Gebrauchs von

Ethidiummonoazid (EMA) in Kombination mit einer Real-Time-PCR, um eine Quantifizierung
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lebender und toter Zellen in komplexen Proben durchfiihren zu kénnen [67]. Dabei durchdrang
EMA lediglich die nicht mehr intakte Zellwand oder Zellmembran toter Bakterien und
interkalierte durch Lichtaktivierung in die DNA, sodass diese in der PCR nicht mehr amplifiziert
werden konnte. Auch Alvarez et al. untersuchten 2013 Biofilme unter Einsatz von Real-Time-

PCRs und Propidiummonoazid (PMA) auf die Menge von lebenden und toten Zellen [39].

Fir die Quantifizierung der Bakterienadhdsion aus einem Bakteriengemisch wurden die
Kunststoffe in den hiesigen Experimenten fir die gleichen Zeiten inkubiert wie zuvor
beschrieben [18]. Das hergestellte Bakteriengemisch, das aus gleichen Teilen finf oraler
Friihbesiedler (jeweils 0,2 OD) bestand, deckte das Spektrum der zuerst an die Zahnoberflache
bindenden Keime ab (s. Abb.1). Die Streptokokken und die Actinomyceten werden als die zwei
dominierenden Genera in der friihen Plaquebildung angesehen [5]. Zu bedenken bleibt jedoch,
dass der finale orale Biofilm ein Netzwerk aus lber 630 verschiedenen Spezies darstellt, die
miteinander in Wechselwirkung stehen [54]. Von daher war mit dem 5-Keimgemisch nur ein
kleiner Teil der tatsachlich oral vorkommenden Keime abgedeckt und daher nur die Situation
zu Beginn der Biofilmbildung dargestellt. Des Weiteren bleibt bei der Interpretation der
Ergebnisse der in vitro Experimente zu bedenken, dass in vivo nicht alle Keime in gleicher
Konzentration im Speichel vorhanden sind und folglich die Testung von Bakteriengemischen
unterschiedlicher Zusammensetzung verdanderte Ergebnisse liefern kann, was auch die

Ergebnisse der Speichelproben und Abstriche der Probanden gezeigt haben.

In den in vitro Versuchen von Rathke et al. aus dem Jahr 2010, den Biofilm an
Kunststofffiillmaterialien zu reduzieren, wurde durch Zugabe von Triclosan nach 12 Stunden
ein antibakterieller Effekt, vor allem auf den Keim S. mutans, nachgewiesen und auch die
Anzahl von A. viscosus reduzierte sich nach 24 Stunden signifikant. Es handelte sich in dieser
Versuchsreihe jedoch nur um monobakterielle Suspensionen, die zur Inkubation des
modifizierten Kunststoffes eingesetzt worden waren [27]. Durch Zusatz von Chlorhexidin in ein
dentales Kunststofffiillmaterial konnte die Arbeitsgruppe von Leung et al. im Jahr 2005 eine
langsamere Biofilmbildung in vitro induzieren [33]. In vitro Versuche von Beyth et al. im Jahr
2006 [34] und Birgers et al. im Jahr 2009 [35] beschrieben den Versuch, Plagque und
Sekundarkaries durch quartares Ammonium und Silberpartikeladditive in Kunststoffen zu
verhindern. Es zeigte sich, dass beide Materialien einen antibakteriellen Effekt auf die
eingesetzten monobakteriellen Suspensionen von S. mutans zeigten. Das Ammonium
enthaltende Material zeigte diese Wirkung fir einen Monat. Die Silberpartikel reduzierten

zusatzlich die Anzahl adhdrenter Streptokokken [34,35]. Im Vergleich zu den im Rahmen dieser
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Arbeit getesteten Materialien, die mit einem Keimgemisch inkubiert wurden, wurde in diesen
Versuchen nur S. mutans eingesetzt, der als Leitkeim und Hauptgrund der dentalen Karies
angesehen wird [57] und nicht zu den Friihbesiedlern zu zdhlen ist. Bei den hier vorgestellten
Experimenten wurde jedoch versucht, die initiale Biofilmbildung an modifizierte Kunststoffe zu
inhibieren und so die Plaquebildung, die als Voraussetzung der Kariesentstehung gilt, zu
unterdriicken. Die Ergebnisse der in vitro Adhéasionstests unter Einsatz des Gemisches aus funf
Friihbesiedlern zeigten, dass der Standardkunststoff immer eine starkere Bakterienadhdasion
aufwies als die modifizierten Kunststoffe. Kunststoff P9 zeigte hierbei die besten Ergebnisse in
der Langzeitinkubation, da dort in allen PCRs eine Abnahme der Adhéasion zu erkennen war.
Die bakterizide Modifikation im Biomaterial P9 stellt also in vitro einen ersten Erfolg dar, die

Plaquebildung zu minimieren.

5.4.1 Die Taxonomie von A. viscosus

Die fliinf Bakterienstimme, die zur Erstellung des Bakteriengemisches verwendet wurden,
wurden vom Leibnitz-Institut DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen) erworben (s. Kap. 3.1.8). Rittermann et al. erwarben dabei den A. viscosus-DSM-
Stamm 43329, der fur die in vitro-Versuche verwendet worden war und auch in anderen
Publikationen bereits als A. viscosus-Stamm zum Einsatz kam [55]. Bei dem Versuch, diesen
Stamm erneut bei DSMZ zu bestellen, fiel auf, dass nun unter dieser DSM-Nummer nicht mehr
die Spezies A. viscosus zu erwerben ist, sondern eine nicht ndher spezifizierte Bakteriengattung

der Actinomyceten, namlich Actinomyces sp., angegeben ist.

Zur Etablierung der neuen TagMan-PCRs wurde wahrend der Versuchsphase der A. viscosus-
Stamm ATCC 15987 verwendet, der unter der DSM-Nummer 43327 auch zum jetzigen
Zeitpunkt als Typstamm von A. viscosus gefiihrt wird, jedoch aus der oralen Kavitat beim
Hamster stammte. Da mit dieser PCR jedoch auch die jetzt als Actinomyces sp. benannte
Spezies erkannt wurde, ist davon auszugehen, dass es sich bei dieser Actinomycetenspezies
um eine A. viscosus-verwandte Spezies beim Menschen handeln muss. Zum Zeitpunkt der
Etablierung der Avis-PCR war davon auszugehen, dass der gewahlte A. viscosus-Stamm ATCC
15987 ein reprasentativer Vertreter flir diese Spezies sei. Erst in den letzten Monaten kamen
durch weitere Recherchearbeiten Unstimmigkeiten beziiglich einer eindeutigen Taxonomie

auf.
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Die in der Literatur angegebene A. viscosus-spezifische TagMan-PCR von Suzuki et al. [9]
wurde im Rahmen dieser Arbeit mit A. viscosus-Stamm ATCC 15987 getestet und zeigte keine
Speziesspezifitat fur diese A. viscosus DNA (s. Kap. 4.1). Auf den Einsatz dieser PCR wurde
daher im weiteren Verlauf verzichtet, da vermutet wurde, dass nicht alle Isolate von A.
viscosus erkannt werden und sich die zu amplifizierende Genregion nicht ermitteln lieR. Suzuki
et al. gaben in ihrer Publikation zur Etablierung dieser PCR den A. viscosus-Stamm ATCC 43146
an [9]. Bei der Recherche zur Taxonomie von A. viscosus fiel auf, dass zum einen der Stamm
dieser Typnummer (ATCC 43146) laut Modesto et al. als A. viscosus [66], zum anderen jedoch,
von Persson et al., auch als A. naeslundii (Typ I+Il) gelistet wird [65]. Aufgrund dieser
Unstimmigkeiten wurden weitere Quellen zur Klarung der Taxonomie herangezogen. Im
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology aus dem Jahr 2012 [56] wurde dargelegt, dass
eine Verwandtschaft zwischen den Spezies A. naeslundii, A. viscosus, A. oris und A. johnsonii
besteht, die durch serologische Tests jedoch unterschieden werden kénnen und nur schwache
Kreuzreaktionen liefern. A. viscosus wird jetzt als Pathogen der Mundhohle bei Hamstern,
Ratten und anderen Nagern beschrieben, darunter auch der Typstamm ATCC 15987. Da die fiir
A. viscosus etablierte PCR auch positive Ergebnisse flr den jetzt nicht mehr als A. viscosus
geltenden Stamm DSM 43329 lieferte, kann vermutet werden, dass es sich hierbei um eine der
oben genannten Spezies handelt. Es wurde ebenfalls beschrieben, dass A. oris nun Stamme
zugerechnet werden, die friiher als A. naeslundii und A. viscosus identifiziert wurden [56]. A.
oris wird seitdem als Bewohner der menschlichen Mundhdhle angesehen. Die eindeutige
Zuordnung des in dieser Arbeit verwendeten Actinomyces-Stammes DSM 43329 zu einer
anderen Spezies ist jedoch offiziell noch nicht geschehen. Sequenzierung und BLAST-Analyse
eines 250bp Bereiches des nanH Gens von DSM 43329 zeigten die nahe Verwandtschaft zu A.

oris und erklarten die verzogerte Amplifikation in der Avis nanH-PCR (s. Abb. 21).



62

CGCCCAACCCGAACCAC GTCGACCACCAGACGGGC
LEEE e e L trrre e e

ikvicisinnria® RO It i

s CCCAACCCGAACCAC GTCGACAACCAGACGGGC

Abb. 21: Vergleich der Nukleotidsequenz des Actinomyces-Stammes DSM 43329 mit A.oris-DNA und
A. viscosus DSM 43327 im Bereich der gewdhlten Primer-/Sonden-Bindungsstellen.

Die Analyse des PCR-Produktes mit den flankierenden Primern nanH-F2/-R2 (rot), die den Bereich der
alten Primer nanH-34F und nanH-109R (griin) einschlieRen, erméglichte die Identifizierung der Primer
und Sondenbindungsregionen der Avis-nanH-PCR im Actinomyces sp. DSM-Stamm 43329 im Vergleich
zu A. oris und A. viscosus DSM 43327(s. a. Kap. 5.4).

Es zeigte sich in der BLAST-Analyse, dass der A. sp.-Stamm DSM 43329 die hochste Homologie
zu A. oris aufweist. Im Bereich der Bindungsstellen der von uns verwendeten Primer zeigten
sich einige Fehlpaarungen (Punktmutationen), sodass diese DNA von den Primern der nanH-
TagMan-PCR etwas schlechter amplifiziert wurde. Da die klonierten Standards jedoch die
exakte Sequenz der Primer aufwiesen, wurden die Standards hervorragend amplifiziert, die
genomische DNA des A. viscosus-Stammes aufgrund der Punktmutationen jedoch verzogert,
was zu einer zu niedrigen Berechnung der Kopienzahlen fiihrte, die (wie im Ergebnisteil

beschrieben) mittels Umrechnung zu korrigieren war (s. Kap 4.8).

Zum jetzigen Zeitpunkt bleibt jedoch mehr als fraglich, welche A. viscosus-Varianten der
Mensch in der oralen Kavitat tragt: gar keine, A. oris oder A. johnsonii. So bleibt aufgrund der
jetzigen Sequenzdatenlage zu beflirchten, dass die Avis-nanH-TagMan-PCR zwar zur
Quantifizierung des verwendeten ATCC Stammes in den in vitro-Experimenten benutzt werden
konnte, dass jedoch in biologischen Proben keine absolute Quantifizierung maoglich ist (s.a.

Kap. 5.5).
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5.5 in situ Versuche

Zur in situ Testung der modifizierten Kunststoffe wurden als Pilotstudie zwei Probanden
ausgewahlt. Es handelte sich um eine weibliche und eine mannliche Versuchsperson. Zum
besseren Vergleich der Ergebnisse wurden die Kunststoffe an den gleichen Stellen im Mund
der zwei Probanden befestigt. Die mikrobielle Normalflora der menschlichen Mundhohle weist
besonders zahlreich Streptokokken, Actinomyceten und Bacteroides auf [58]. Zusatzlich
besteht die residente Mundflora des Erwachsenen aus apathogenen Neisserien sowie den

anaeroben Fusobakterien und Laktobazillen [59].

Zu bedenken ist, dass die Normalflora der menschlichen Mundhohle zwar dhnliche Genera
aufweist, die exakte Zusammensetzung bei verschiedenen Individuen jedoch stark divergent
ist. Durch inflammatorische Prozesse, wie Gingivitis oder Parodontitis, sind Anderungen des
Keimspektrums beobachtet worden [1], darunter auch ein Anstieg der Actinomyces spp. [54].
Da bei beiden Probanden dieser Studie keine Informationen (ber einen moglichen
Inflammationsgrad des Zahnfleisches vorlagen, muss dies als mogliche Ursache der
unterschiedlichen Ergebnisse mit einbezogen werden. Bei bisherigen in vivo Versuchen zeigte
sich, dass der Biofilm in einem Individuum langfristig als bestandig einzustufen ist, wobei auch
dort kurzfristig die Bedingungen schwanken. Bei verschiedenen Individuen unterscheidet sich
die Biofilmzusammensetzung jedoch signifikant [60], was sowohl eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse als auch eine Interpretation liber die Verwendbarkeit eines neuen Fillstoffes

erschwert bzw. die Durchfiihrung von Probanden-starken Studien erforderlich macht.

Wie schon bei der Diskussion der in vitro-Experimente erwahnt, bleibt auch bei den in situ-
Versuchen die Frage offen, welche Stdmme von A. viscosus tatsachlich in der menschlichen
Mundhohle anzutreffen sind. Nach wie vor wurden in den letzten Monaten Publikationen
veroffentlicht, die sich mit A. viscosus als einem humanen kariogenen Keim beschaftigen und
bei denen auch der Stamm ATCC 15987 zum Einsatz kam [64]. Bei der Literatursuche nach A.
viscosus-Stammen wird der Stamm ATCC 15987 jedoch zurzeit nur als parodontaler Keim bei
Hamstern angesehen [56]. Der A. viscosus-Stamm DSM 43798 wird sowohl bei DSMZ, als auch
in einer fritheren Publikation von Teufel et al. [63] als Isolat aus der menschlichen Mundhéhle
aufgefiihrt, es gibt jedoch bereits in einer Publikation den Hinweis, dass dieser Stamm jetzt als
A. oris identifiziert wurde [44]. Der friher als A. viscosus erworbene und jetzt als Actinomyces
sp. erhaltliche Stamm DSM 43329 wird bei DSMZ als Isolat aus humaner dentaler Plaque

geflihrt und auch in der Veroffentlichung von Schade aus dem Jahr 2005 als Bewohner der
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Mundhohle ausgewiesen [55]. Die Arbeiten im Institut ergaben, wie oben erwahnt, dass dieser
Stamm die grofite Homologie zu A. oris aufweist. So scheint nach neuster Taxonomie A. oris
Besiedler der menschlichen Mundhdhle zu sein, und es bleibt fraglich, ob Uberhaupt ein
Vertreter der Spezies A. viscosus beim Menschen vorkommt. So bleibt eine eindeutige
taxonomische Zuordnung abzuwarten. Bis dahin sollten die erzielten Ergebnisse fiir den Keim
A. viscosus als vorlaufig betrachtet werden. Die im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls neu
etablierte TagMan-PCR fiir den Nachweis von A. naeslundii hingegen zeigte wahrend der
Versuchsphase immer gleichbleibend gute Ergebnisse, sodass kein Zweifel an der Tauglichkeit

dieser gPCR zur nun erstmoglichen Quantifizierung der Spezies A. naeslundii besteht.

Studien, die sich bisher mit dem Versuch der Reduktion des Biofilmes an Fillmaterialien
befassten, wurden vornehmlich in vitro durchgefiihrt, sodass die Testung der Kunststoffe in
situ an vorerst zwei Probanden als Anhaltspunkt fir weitere Forschungsarbeiten mit groReren
Probandengruppen dienen kann. Es finden sich in der Literatur einige Publikationen, die sich
mit Biofilmen in situ beschaftigen, wobei diese sich selten auf Fillungskunststoffe beziehen,
sondern auf Implantatoberflaichen [61,68,69] oder die antibakteriellen Wirkungen von
Zahnpastazusdtzen oder Mundspilldsungen sowie der photodynamischen Therapie [62,70,71].
In einer Studie von Gosau et al. aus dem Jahr 2009 wurde bei vier Probanden an im Mund
getragenen Implantatteilstiicken die Wirkung verschiedener desinfizierender Losungen auf die
Biofilmbildung untersucht. Es zeigte sich eine reduzierte Adharenz an der Titanoberflache nach
Anwendung bestimmter desinfizierender Spillésungen im Vergleich zur nicht behandelten
Standardoberflaiche [61]. Al-Ahmad et al. zeigten 2013, dass an hochpolierten
Implantatoberflichen ein geringeres Risiko fir Biofilmbildung und damit verbundener
Periimplantitis bestand als an raueren Oberflachen [69]. Korsch et al. konnten 2014 zeigen,
dass verbliebener Befestigungszement von Implantatkronen im Parodontalspalt als
Anheftungsstelle fiir Mikroorganismen dient und somit die Gefahr fir Zahnfleischblutungen
und Periimplantitis erhdht war [68]. In der Studie von Wood et al. aus dem Jahre 1999 wurde
der Effekt der photodynamischen Therapie auf einen sieben Tage alten, in vivo gebildeten
Biofilm am Zahnschmelz getestet. Es stellte sich heraus, dass nach Lichtaktivierung weniger
lebendige Zellen im Biofilm nachweisbar waren und dass insgesamt ein dinnerer Biofilm
entstand [62]. Ajdaharian et al. zeigten 2014, dass nach dreiwdchiger Testphase ein neu
entwickeltes Mundgel eine starker reduzierte Biofilmbildung bei den Testpersonen erkennen

lieB, als bei der Kontrollgruppe mit einem bereits etablierten Mundgel [70].
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Letztlich ist also der Versuch, eine Reduktion des Biofilms in der Mundhéhle zu erzielen, ein
Thema vieler Forschungsgruppen. Sowohl an Implantatoberflichen [61,68,69], am
Zahnschmelz [62,70] oder an  Fillungsmaterialien  [18,27,33-35] wird  durch
Materialmodifizierungen oder Zusatz antibakterieller Substanzen versucht, die Biofilmbildung
und die Bakterienadharenz zu reduzieren, um so Krankheiten wie Periimplantitis, Parodontitis

oder Karies zu verhindern.

Basierend auf den im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Befunden sollte nun als ndchster
Schritt in der Testung der modifizierten Kunststoffe eine groRere Probandengruppe rekrutiert
werden, bei denen Mundhygieneindizes und Entziindungsgrad des Zahnfleisches bekannt und
vergleichbar sind, um diese nochmals die Flllmaterialien im Mund tragen zu lassen. Die DNA-
Aufbereitungsmethoden sollten dann identisch sein. Da bei den in vitro Versuchen zwischen 8-
und 24-stiindiger Inkubation eindeutige Unterschiede in der Besiedelung der Fiillmaterialien
mit Bakterien im Allgemeinen und Actinomyceten im Speziellen nachweisbar waren, sollten
diese Zeitpunkte auch in situ analysiert werden, wobei die neu etablierte TagMan-PCR zur

Quantifizierung von A. naeslundii eingesetzt werden kann.
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6. Schlussfolgerungen

Rittermann et al. konnten zeigen, dass die Adhdrenz homogener Bakteriensuspension an
Kunststofffiillmaterialien durch Modifikation der Materialeigenschaften zu reduzieren ist. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte verifiziert werden, ob sich dieses antibakterielle Verhalten auch
bei Adhdsion von Bakteriengemischen in vitro und in situ zeigt. Um diese Analyse zu
ermoglichen, wurden neue TagMan-PCRs fir den speziesspezifischen Nachweis der

friihbesiedelnden Actinomycetenspezies A. naeslundii und A. viscosus entwickelt und validiert.

Nach in vitro Inkubation der Prifkorper mit einem Bakteriengemisch aus flnf
frihbesiedelnden Keimen fiir 8 und 24 Stunden zeigte sich eindeutig die anti-adhasive
Wirksamkeit des Fillmaterials P9, das nach 24 Stunden, im Vergleich zum 8h-Wert, eine
reduzierte Bakterienadhdsion aufwies, wohingegen der Standardkunststoff stets eine starke
Zunahme der Bakterienanheftung zeigte. Kunststoff P2 zeigte im Vergleich zum
Standardkunststoff die geringste Keimbeladung nach 24 Stunden. Der bakterizide Kunststoff P7
und der anti-adhadsive Kunststoff P8/9 zeigten in den in vitro Studien keine eindeutigen

Ergebnisse.

Bei den in situ Versuchen zeigten sich groRere Probanden-spezifische als Material-spezifische
Unterschiede. Es zeigte sich bei jedem Probanden ein Kunststoff weniger adhasiv, dieses
Ergebnis war jedoch fiir den jeweiligen Kunststoff bei dem zweiten Probanden nicht
reproduziert, wobei Probanden-spezifische Faktoren wie z.B. Mundhygiene hierbei eine Rolle
gespielt haben konnten, da Proband 2 insgesamt eine erhdhte Bakterienlast im Abstrich

aufwies.

Zur Bestatigung der anti-adhasiven Wirksamkeit des Fillmaterials P9 sollte eine groRere
Probandengruppe fir in situ Versuche rekrutiert werden, die die Flllmaterialien ber eine
langere Dauer (8h und 24h) im Mund tragt, wobei die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
und etablierten TagMan-PCRs zum Nachweis von A. naeslundii und (mit der dargestellten
Einschrankung) A. viscosus erstmalig den quantitativen Nachweis dieser Friihbesiedler in

polymikrobiellen Biofilmen ermdglichen.
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