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1 Abstract 
 

 

Probiotika sind besonders in den letzten Jahren in einigen Studien hinsichtlich ihrer 

antikariogenen Eigenschaften geprüft worden. Grundlage war dabei die Annahme, 

dass orale Probiotika zu einer Adhäsion an dentalen Oberflächen und zu einer 

Inhibition kariogener Keime, allen voran Streptococcus mutans (SM), fähig sind. 

Vermutet wird, dass sie auf diese Weise einen reduktiven Effekt auf die 

Demineralisierung von Schmelzoberflächen erzielen können. Wir nahmen ein In-

vitro-Screening von 8 probiotischen Stämmen vor. Deren inhibitorische Fähigkeiten 

wurden auf zwei experimentelle Streptococcus mutans–Stämme (ATCC 20523/ 

25175) auf Brain-Heart-Infusion-Agar hinsichtlich einer Exklusion (Kultivierung von 

SM, danach Kultivierung des Probiotikums) und einer Verdrängung (Kultivierung 

des Probiotikums, danach Kultivierung von SM) untersucht. Die Versuche waren als 

Bi- und Monospeziesmodelle aufgebaut. Eine anschließende Auswertung wurde 

visuell vorgenommen. Wir nahmen weitere Untersuchungen vor, in denen die 

Exklusions- oder Verdrängungskapazitäten der Probiotika gegenüber den 

experimentellen Streptococcus mutans-Stämmen auf bovinem Zahnschmelz 

getestet wurden. Der Test erfolgte in einem eigens für die Versuche erstellten 

Kontinuitätsflussbiofilmmodell. Zwei Stämme stellten sich als wirksamste Probiotika 

heraus, FDL (Lactobacillus acidophilus), mit einer hohen inhibitorischen Fähigkeit 

und LC-11 (Lactobacillus casei) mit hoher Adhäsionskapazität. Beide Stämme 

wurden jeweils mit S. mutans ATCC 25175 in einem artifiziellen Mundmodell 

kokultiviert. Der Mineralverlust (ΔZ) an bovinem Zahnschmelz wurde mittels 

Transversaler Mikroradiografie ermittelt. Da sich nur unwesentliche Unterschiede in 

der Ergebnisdarstellung der Exklusions- und Verdrängungsversuche sowie der 

Inhibition von ATCC 20523 oder 25175 ergaben, fassten wir diese zusammen. FDL 

war der einzige probiotische Stamm, der beide experimentelle Streptococcus 

mutans–Stämme im Rahmen eines Exklusionsassays nachhaltig inhibieren konnte. 

Allerdings konnte ihm keine starke Inhibitionskapazität im Rahmen des 

Verdrängungsassays nachgewiesen werden. Beide Biofilmmodelle, in denen LC-11 

eingesetzt wurde, zeigten eine hohe probiotische Last, während sich dessen 

Inhibitionskapazität nicht maßgeblich von der anderer Probiotika unterschied. Der 

durch experimentelle Streptococcus mutans–Stämme verursachte Mineralverlust an 

bovinem Zahnschmelz betrug ∆Z(Median; Q25./Q75.)=9772; 6277/13558 Vol% × 

µm und stieg in Kokultivierung mit FDL ∆Z=24578; 19081/28768 Vol% × µm sogar  
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an, während er in Kombination mit LC-11 signifikant sank ∆Z=4835; 263/7865 Vol% 

× µm. Die Anzahl der Bakterien war in dem Streptococcus mutans-

Monospeziesbiofilm am geringsten und in den bikultivierten Biofilmen am höchsten. 

Eine Inhibition kariogener Bakterien durch Probiotika führt nicht zwangsweise zu 

einer Reduktion der Kariogenität in den resultierenden Bispeziesbiofilmen. Im 

Gegensatz dazu scheinen die Exklusions- und Verdrängungskapazitäten relevant 

zu sein.  

 

To exert anticaries effects, probiotics are described to inhibit growth and biofilm 

formation of cariogenic bacteria such as Streptococcus mutans (SM). We screened 

8 probiotics and assessed how SM growth or biofilm formation inhibition affects 

cariogenicity of probiotic-SM mixed-species biofilms in vitro. Growth inhibition was 

assessed by cocultivating probiotics and 2 SM strains (ATCC 20523/25175) on 

agar. Probiotics were either precultured before SM cultivation (exclusion), or SM 

precultured prior to probiotic cultivation (displacement). Inhibition of SM culture 

growth was assessed visually. Inhibition of SM biofilm formation on bovine enamel 

was assessed using a continuous-flow short-term biofilm model, again in exclusion 

or displacement mode. The cariogenicity of mixed-species biofilms of SM with the 

most promising growth and biofilm formation inhibiting probiotic strains was 

assessed using an artificial mouth model, and enamel mineral loss (ΔZ) was 

measured microradiographically. We found limited differences in SM growth 

inhibition in exclusion versus displacement mode, and in inhibition of SM 20532 

versus 25175. Results were therefore pooled. Lactobacillus acidophilus FDL 

inhibited significantly more SM culture growth than most other probiotics. L. 

casei LC-11 inhibited SM biofilm formation similarly to other alternatives but showed 

the highest retention of probiotics in the biofilms (p < 0.05). Mineral loss from SM 

monospecies biofilms (ΔZ = 9,772, 25th/75th percentiles: 6,277/13,558 vol% × µm) 

was significantly lower than from mixed-species SM × FDL biofilms (ΔZ = 24,578, 

25th/75th percentiles: 19,081/28,768 vol% × µm; p < 0.01) but significantly higher 

than from SM × LC-11 biofilms (ΔZ = 4,835, 25th/75th percentiles: 263/7,865 vol% × 

µm; p < 0.05). Probiotics inhibiting SM culture growth do not necessarily reduce the 

cariogenicity of SM-probiotic biofilms. Nevertheless, SM biofilm formation inhibition 

may be relevant in the reduction of cariogenicity [Schwendicke et al., 2017]. 
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2 Einleitung 
 

 

Seit Menschengedenken existieren Zahnschmerzen und können nicht nur eine Qual 

darstellen, sondern führen im schlimmsten Fall auch zu Dysfunktionen im 

stomatognathen System. Eine der Hauptursachen findet sich in der Krankheit 

„Karies“. Bereits 3000 v.Chr. beschäftigte man sich mit dem Thema und glaubte, ein 

Wurm wüte in Zähnen, wovon Keilschrifttexte babylonischer Tontäfelchen heute 

noch zeugen. Im Laufe der Jahrhunderte formten sich immer neuere Theorien und 

entsprechende Behandlungsansätze. Trotz moderner Medizin und erforschter 

Ätiologie zählt Karies noch immer zu einer der am weitesten verbreiteten 

chronischen Erkrankungen des Menschen. Die Grundvoraussetzung für Initiation 

von Karies ist das Vorhandensein dentaler Plaque, einem mikrobiellen Biofilm auf 

der Zahnoberfläche, dessen metabolische Aktivität zur Bildung von Säuren führt, 

welche die Zahnhartsubstanzen demineralisieren. Bakterien machen etwa 75% des 

Volumens oraler Biofilme aus und man hat über 1000 verschiedene 

Bakterienspezies in menschlichen Biofilmen nachweisen können [Shellis, 2012]. 

Eine der einfachsten Veranschaulichungen beschreibt die Ätiologie der Karies durch 

das Zusammentreffen der drei Faktoren „Zahn“, „Bakterien“ und „Substrat“, wobei 

mit letzterem leicht fermentierbare Kohlenhydrate, kurz gefasst Zucker, gemeint 

sind [Keyes, 1962]. Abbildung 1 zeigt dazu das bekannte Venn-Diagramm von 

Keyes, das dieser bereits Anfang der 60er Jahre entwickelte, 10 Jahre später von 

König um den Faktor „Zeit“ ergänzt. Bis heute hat es mit der Ergänzung dieses 

Faktors, mit dem die Dauer der Plaqueretention und die Häufigkeit der 

Substratzufuhr gemeint sind, seine Gültigkeit [König, 1971].  

 

	
Abbildung 1: Kariesätiologie nach Keyes im Zusammenspiel der drei Faktoren 

"Bakterien", "Zahn" und "Substrat", von König ergänzt um den Faktor "Zeit" 

Zahn	

Bakterien	Substrat	

Zeit	

Karies	
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Einer der für die Kariesentstehung besonders relevanten Mikroorganismen ist 

Streptococcus mutans (hier auch S. mutans, SM) [Tanzer et al., 2001]. In 

fortgeschrittenen Läsionsstadien, besonders kavitierten, findet man zunehmend 

auch Laktobazillen und Bifidobakterien bei etwas geringerem Streptococcus 

mutans-Vorkommen [Becker et al., 2002]. S. mutans gehört zur Ordnung der 

Lactobacillales, da Milchsäure sein primäres Stoffwechselendprodukt ist. Bei der Art 

handelt es sich um grampositive Bakterien. Sie stellt sich, wie schon der Name 

verrät, mikroskopisch kettenförmig angeordnet dar und existiert vornehmlich 

fakultativ anaerob. S. mutans ist in der Lage, ein unlösliches, klebriges, 

extrazelluläres Polysaccharid zu synthetisieren, das seine Adhäsion maßgeblich 

fördert [Shellis, 2012]. Er ist sowohl azidogen und damit in der Lage, Zucker schnell 

in Säure umzuwandeln, als auch azidurisch, also säuretolerant. S. mutans 

metabolisiert demnach leicht fermentierbare Kohlenhydrate unter Abgabe von 

organischen Säuren, vornehmlich Milchsäure. Auf diese Weise senkt Zuckerzufuhr 

den im „Ruhezustand“ nahezu neutralen pH-Wert eines S. mutans-reichen Biofilms 

und überführt ihn in ein saures Milieu. Innerhalb der ersten zehn Minuten nach 

Zuckerkonsum kommt es zu einem raschen Abfall des pH-Wertes auf bis zu 4,0. 

Einige Minuten nach dem Zuckerimpuls baut sich der Wert durch die Puffer- und 

Spülfunktion des Speichels langsam wieder auf und stabilisiert sich auf 6,5 - 7,0. 

Dieses Änderungsmuster wird als Stephan-Kurve bezeichnet (Abb.2) [Marsh und 

Martin, 1992]. 

 

 

	
Abbildung 2: Stephan-Kurve. Nach einem Säureangriff fällt der pH-Wert innerhalb 

von 10 Minuten rapide ab und erholt sich in den folgenden 50 Minuten 
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Dieser Vorgang wiederholt sich, je nach Häufigkeit der Zuckerzufuhr am Tag 

mehrfach. Bei einem vermehrten Zucker- und Kohlenhydratkonsum sinkt der pH-

Wert häufig in einen Bereich unterhalb von 5, wodurch weniger säuretolerante 

Bakterienspezies ökologisch benachteiligt gegenüber azidurischen Spezies, wie S. 

mutans und Laktobazillen, sind. Die Folge ist eine Verschiebung innerhalb der 

Ökologie des betroffenen Biofilms, die mit einer Bevorzugung azidogener und 

azidurischer Spezies einhergeht. 

Sinkt der pH-Wert im Biofilm, tritt das Phänomen Demineralisation, also das Lösen 

von Hydroxylapatitkristallen [Ca5(PO4)3(OH)] aus der Zahnhartsubstanz auf. Hierbei 

werden Ionen aus dem Kristallgitter des Apatits gelöst, wodurch die 

Zahnhartsubstanzen porös werden. Während unter physiologischen Bedingungen 

so entstandene Defekte in Perioden neutralen pH-Werts remineralisieren können, 

also die Zahnhartsubstanzen wieder Mineral aufnehmen, führt ein zu häufiger Abfall 

des pH-Wertes zu einem immer fortschreitenden Mineralverlust. 

Zahnschmelz und Dentin besitzen beide einen sogenannten kritischen pH-Wert, 

unterhalb dessen eine Demineralisation der jeweiligen Zahnhartsubstanz im 

Speichel stattfindet (Abb. 2). Der Wert für Schmelz liegt bei etwa 5,2 – 5,5 pH [ten 

Cate et al., 2003]. Der von Dentin liegt deutlich höher, auch wenn ein exakter Wert 

bisher nicht ermittelt wurde. Initialkaries entsteht demzufolge, wenn der kritische pH-

Wert in der dentalen Plaque rezidivierend unterschritten wird und der Mineralverlust, 

der während der Demineralisationsphasen entstanden ist, während der Phasen der 

Remineralisation nicht mehr kompensiert werden kann. 

Initiale Karies zeichnet sich durch eine Porosität der Zahnhartsubstanzen unter der 

Oberfläche aus, die zumeist von einer etwas stärker mineralisierten 

Oberflächenschicht bedeckt ist. Im Schmelz imponiert klinisch eine sogenannte 

„white spot lesion“, eine weißlich opake, leicht aufgeraute Veränderung des 

Schmelzes [Shellis, 2012]. Durch immer weiteren Mineralverlust werden die 

Zahnhartsubstanzen beim Fortschreiten der Erkrankung zunehmend instabil und 

kollabieren schließlich. Die hieraus resultierende Kavitation - ein Kariesloch - bietet 

für den oralen Biofilm einen geschützten Bereich, in dem er vor den 

Selbstreinigungskräften der Mundhöhle sowie Mundhygienemaßnahmen des 

Patienten geschützt ist.  

Bis heute existieren einige Theorien zur Ätiopathogenese der Karies. Bereits 1890 

postulierte der in Berlin tätige amerikanische Zahnarzt W.D. Miller seine sogenannte 

chemoparasitäre Theorie, nach der Karies durch von Bakterien produzierte Säure 

entsteht [Dieck und Miller, 1908]. Diese grundlegende Theorie wurde durch 

verschiedene darauf aufbauende „Plaquehypothesen“ konkretisiert. Neben der 
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unspezifischen Plaquehypothese, welche die Menge der Plaque in den Fokus rückt, 

wurde vor allem die spezifische Plaquehypothese vielfach favorisiert, welche Karies 

als übertragbare Infektionserkrankung beschreibt [Loesche, 1986]. Aktuell wird die 

sogenannte ökologische Plaquehypothese, bzw. die erweiterte ökologische 

Plaquehypothese [Marsh, 2003] bevorzugt. Sie beschreibt Karies – wie oben bereits 

erläutert - als das Resultat einer ökologischen Verschiebung innerhalb des oralen 

Biofilms aufgrund einer vermehrten Zufuhr an fermentierbaren Kohlenhydraten 

(Zuckern). 

Auch wenn die häufige Zufuhr fermentierbarer Kohlenhydrate ein wesentlicher 

Faktor der Kariesätiologie ist, so wird die Erkrankung durch viele ätiologische 

Faktoren bestimmt, also multifaktoriell beeinflusst. Dem pathogenen Faktor 

„Fermentierbare Kohlenhydrate“ wirken verschiedene protektive Faktoren (z.B. 

Mundhygiene, Speichel, Fluoride) entgegen, deren komplexes Zusammenspiel 

letztlich darüber entscheidet, ob Karies voranschreitet oder nicht (Abb. 3) [Paris et 

al., 2012]. 

 

	
Abbildung 3: Schema zur Ätiopathogenese der Karies. Dem pathologischen Faktor 

"Fermentierbare Kohlenhydrate" (rot) stehen verschiedene protektive Faktoren 

(grün) gegenüber. Das Zusammenspiel der verschiedenen Faktoren entscheidet 

letztlich darüber, ob Karies voranschreitet und die klinischen Symptome auftreten 

oder der Prozess arretiert wird. 

 

 

Indirekte Faktoren Bildung sozioökonomischer Status Einkommen Genetik Alter Zahnarzt

Direkte Faktoren

Biofilm
mit phys. 
Flora

Symptome
Biofilm
mit path. 
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Remineralisation

Demineralisation
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Fermentierbare Kohlenhydrate
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+ +

++
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Zahnhartsubstanzen sind im Gegensatz zu vielen anderen Körpergeweben nicht in 

der Lage, durch zelluläre Prozesse zu regenerieren. Daher ist die Therapie der 

Karies traditionell durch eine Entfernung der demineralisierten und infizierten 

Zahnhartsubstanzen sowie eine Restauration des Kariesdefektes durch 

alloplastische Materialien geprägt.  

Das bessere Verständnis von der Erkrankung hat in den vergangenen Jahren dazu 

geführt, dass vermehrt auch Therapieformen in den Fokus rücken, welche auf eine 

kausale Beeinflussung des oben beschriebenen Kariesprozesses abzielen. Zu 

diesen non-invasiven Behandlungsmethoden zählen Maßnahmen zur Beeinflussung 

der Ernährung, der Mineralisationsvorgänge sowie Maßnahmen, die auf die 

Beeinflussung des Biofilms abzielen [Paris et al., 2012]. 

So sehen Maßnahmen, die auf Ernährung abzielen, beispielsweise eine Beratung 

mit dem Ziel einer Ernährungsumstellung vor. Das ist besonders für Patienten mit 

erhöhtem Kariesrisiko von Bedeutung [Zero, 2004]. Andere Maßnahmen zielen auf 

eine vermehrte Zuckersubstitution durch synthetische oder natürliche Zuckerersatz- 

oder -austauschstoffe ab [Makinen, 2011]. 

Ein weiterer Ansatzpunkt liegt in der Beeinflussung der Mineralisation der 

Zahnhartsubstanzen. So wird beispielsweise durch Fluoride die Remineralisation 

von Schmelz und Dentin gefördert und eine erneute Demineralisation gehemmt 

[Ten Cate, van Loveren, 1999]. 

Von entscheidender Bedeutung in der aktuellen Arbeit ist das Biofilmmanagement 

als kariespräventive und -therapeutische Maßnahme. Der orale Biofilm kann hierbei 

sowohl mechanisch durch Mundhygienemaßnahmen als auch chemisch durch 

antimikrobielle Substanzen entfernt, bzw. ein erneutes Wachstum inhibiert werden. 

Basierend auf der ökologischen Plaquehypothese kommen zudem seit jüngerer Zeit 

auch biologische Maßnahmen in Betracht. Sie zielen darauf ab, durch 

Unterdrückung pathogener und Förderung kommensaler Spezies, eine gesunde 

Homöostase im Biofilm zu erhalten und die metabolische Aktivität in einem nicht-

kariogenen Bereich zu halten [Paris et al., 2012]. Aktuelle Forschungen 

beschäftigen sich auf dem Gebiet besonders mit dem Einsatz oraler Probiotika. 

Laut Definition der World Health Organization handelt sich bei Probiotika um 

lebende Organismen, die dem Wirt gesundheitlichen Nutzen bringen, wenn sie in 

ausreichender Menge verabreicht werden [WHO, 2001]. Das Wort Probiotikum hat 

seinen Ursprung in der griechischen Sprache und bedeutet so viel wie „für das 

Leben“. Probiotika unterteilen sich in folgende Gattungen: Laktobazillen, 

Bifidobakterien, Lakto- und Enterokokken, Streptokokken und Hefepilze [Klein et al., 

1998]. Sie finden sich zumeist als Zusatz oder als natürlicher Bestandteil von 
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Milchprodukten. Eine Auflistung ihrer wichtigsten Eigenschaften nahm G. Reuter, 

einer der Pioniere der Probiotikaforschung, im Rahmen des Kolloquiums eines 

einschlägigen Probiotikaherstellers vor. Die Auflistung beinhaltete die Fähigkeit von 

Probiotika zur Vermehrung am Bestimmungsort, deren physiologische und 

toxikologische Unbedenklichkeit und deren Verdrängung unerwünschter 

Mikroorganismen [Immel-Sehr, 2007]. Ihrer vermuteten eigenen Kariogenität 

geschuldet, wurden Probiotika lange Zeit nicht in der Kariesprävention eingesetzt. 

Die meisten Probiotika sind selbst azidurisch und azidogen. U.a. aber seit G. 

Reuters Deklaration ihrer Nutzbarkeit als Teil der Ernährung, sind sie Fragment 

eines Paradigmenwechsels geworden. Während Probiotika erfolgreich bei der 

Behandlung von gastrointestinalen Erkrankungen eingesetzt wurden, gibt es erst 

jüngst konkrete Forschungsansätze für den oralen Bereich. Ein Ansatz sieht vor, 

probiotische Mikroorganismen einzusetzen, die eine ähnliche ökologische Nische 

besetzen wie Streptococcus mutans, somit in Konkurrenz mit dem Keim treten und 

im Idealfall eine Reduktion pathogener Keime zu erzielen [Meurmann, 2005; Russell 

et al, 2011; Twetman und Keller, 2012]. Bisher gibt es einige Studien zu diesem 

Ansatz, die jedoch, unabhängig von In-vitro- oder klinischem Format, ambivalente 

Ergebnisse präsentieren. Während die eine Seite postuliert, dass Probiotika 

vermutlich keine kariesprotektive Wirkung erzielen, demonstriert auf der anderen 

Seite eine Vielzahl an Studien eine Reduktion der Zahl kariogener Keime in der 

Mundhöhle im Zuge einer Probiotikatherapie [Laleman et al., 2014]. Wenige Studien 

konnten sogar eine reduzierte Inzidenz und Aktivität kariöser Läsionen nach 

Probiotikatherapie nachweisen [Näse et al., 2001; Petersson et al., 2011]. 

Auch Studien zu Risiken einer geregelten Probiotikagabe wurden v.a. in den letzten 

Jahren durchgeführt, hatten aber hauptsächlich präklinischen Charakter 

[Schwendicke et al., 2014a]. Auch wenn Probiotika eigentlich per definitionem als 

gesundheitlich unbedenklich gelten, konnten einzelnen Bakterienstämmen bereits in 

der Vergangenheit kariogene Eigenschaften nachgewiesen werden [Hedberg et al., 

2008; Kneist et al., 2010; Meurman et al., 1995]. 

Bei Betrachtung der genauen Wirkung von Probiotika, stößt die Wissenschaft bis 

heute an ihre Grenzen. Bekannt ist, dass der Wirkmechanismus eines Probiotikums 

von dessen Virulenzfaktoren bestimmt wird. Per definitionem machen diese 

Eigenschaften, als die man Virulenzfaktoren vereinfacht beschreiben könnte, 

eigentlich die pathogene Wirkung des Keims aus. Im Zusammenhang eines 

Kariesmanagements sollen sie aber nutzbar gemacht und gegen pathogene Keime, 

wie S. mutans, eingesetzt werden, um so zu einer Reduktion der Kariogenität zu 

führen. Einzelne Theorien zu genaueren Wirkmechanismen existieren. Einige 
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Studien konnten beispielsweise zeigen, dass Probiotika proteinöse Toxine, wie z.B. 

Bacteriocin, als inhibitorische Komponente pathogener Bakterien absondern 

[Cheikhyoussef et al., 2008; Martinez et al., 2013]. In einer anderen Studie wurde 

der Wettbewerb zwischen Probiotika und pathogenen Keimen um Zahnoberflächen, 

aber auch um Kohlenhydrate diskutiert [Terai et al., 2015]. Weitere Theorien 

befassen sich beispielsweise mit einer Immunstimulation von Wirtszellen oder der 

Aktivierung präbiotischer, also in ihrer Ursprungsform nicht biologisch wirksamer, 

nach Metabolisierung aber gesundheitsfördernd wirkender Stoffe [Rasmussen und 

Hamaker, 2017]. In dem Bereich wurde bisher allerdings hauptsächlich im Rahmen 

gastrointestinaler Erkrankungen geforscht. 

Verschiedene Virulenzfaktoren scheinen Probiotika zu befähigen, eine Art Exklusion 

von S. mutans herbeiführen zu können. So scheint der Keim in Anwesenheit 

bestimmter probiotischer Stämme in seinen Adhäsionseigenschaften an dentalen 

Oberflächen eingeschränkt zu sein. 

 

Das Ziel der vorliegenden Studie war, zunächst ein Screening der Inhibitions-, 

Exklusions- und Verdrängungseigenschaften einzelner probiotischer Stämme 

gegenüber experimenteller Streptococcus mutans–Stämme durchzuführen. In 

einem zweiten Schritt wurde untersucht, ob probiotische Stämme, die nachweislich 

Inhibitions-, Exklusions- oder Verdrängungseigenschaften gegenüber S. mutans 

aufwiesen, auch eine Reduktion der Kariogenität von Pathogen-Probiotika-

Bispeziesmodellen (SM x Probiotikum) herbeiführen können. Wir stellten daher die 

Hypothese auf, dass Stämme, die inhibitorisch, exkludierend oder verdrängend auf 

experimentelle Streptococcus mutans-Stämme wirken, eine signifikante Reduktion 

der Kariogenität von SM-Biofilmen bewirken. 
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3 Material und Methoden 
 

 

3.1 Überblick 
 

In der vorliegenden Studie wurden probiotische Stämme ausgewählt, denen bereits 

in vorhergehenden Studien gesundheitsfördernde Wirkungen nachgewiesen werden 

konnten. Der Stamm LC-11 wurde trotz fehlender wissenschaftlicher Bewertungen 

zu Gesundheitsmodulationen aufgenommen, da vermutet wird, dass er eine hohe 

Säuretoleranz aufweist [Danisco, Technical Memorandum]. Gegenstand der Studie 

war, die Wirkung der ausgewählten Probiotika auf experimentelle Streptococcus 

mutans-Stämme zu untersuchen. Das Studiendesign bestand aus einem 

schrittweisen Screening zu jedem probiotischen Stamm durch ein Kompetitions- 

dann ein Adhäsionsassay und einem anschließenden Versuch zur Validierung einer 

eventuellen Kariogenitätsbeeinflussung (Abb. 4). Die Kompetitionsassays dienten 

der Untersuchung einer Interferenz zwischen Probiotikum mit S. mutans in 

bestimmten Kulturabfolgen. Im Rahmen der Adhäsionsassays wurde in einem 

achtundvierzigstündigen, kontinuierlichen Durchflusskammermodell die Exklusions- 

und Verdrängungswirkung von Probiotika auf S. mutans ATCC 25175 untersucht. 

Zwei probiotische Stämme, die in den beschriebenen Versuchen in ihrer 

Wirksamkeit am stärksten auffielen, wurden weiteren Untersuchungen unterzogen. 

In einem zehntägigen, kontinuierlichen Durchflusskammermodell wurde ihre 

Kariogenitätsbeeinflussung auf dentalen Schmelzoberflächen geprüft.  

 

 

 
	
Abbildung 4: Studiendesign 
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3.2 Bakterienstämme 
 

3.2.1 Probiotika 
 

Der Begriff Probiotika entstammt dem Griechischen und bedeutet so viel wie „für 

das Leben“. Er umfasst die Gattungen der Laktobazillen, Bifidobakterien, Lakto- und 

Enterokokken, Streptokokken und Hefepilze [Klein et al., 1998]. Probiotische 

Eigenschaften sind stammspezifisch [BgVV, 1999]. Die World Health Organization 

definiert Probiotika als lebende Organismen, die dem Wirt gesundheitlichen Nutzen 

bringen, wenn sie in ausreichender Menge verabreicht werden [WHO, 2001]. 

Zeitgeistig betrachtet, werden sie zum sogenannten „Functional Food“ gezählt, 

einem Begriff, der zuerst in Japan geprägt wurde. Inzwischen haben „Funktionelle 

Lebensmittel“ auch im europäischen Raum an Bedeutung gewonnen. Die 

Verbraucherzentrale beschreibt sie als normale Lebensmittel (Brot, Joghurt, Milch 

usw.), die zudem mit einer funktionellen Zutat angereichert werden. Diese soll sich 

durch eine gesundheitsfördernde Wirkung auszeichnen [Verbraucherzentrale, 

2016]. Insbesondere in Deutschland sind mit jenen gesundheitsfördernden 

Lebensmitteln meist probiotisch angereicherte Produkte gemeint. Der Begriff 

entbehrt jedoch nach wie vor einer rechtlichen Definition. 

Die in der vorliegenden Studie verwendeten Probiotika sind kommerziell erhältlich 

(Tabelle 1). Bis auf einen Stamm wurden ihnen in vorhergehenden Studien 

gesundheitsfördernde Wirkungen unterschiedlicher Art zugeschrieben, weshalb sie 

für diese Studie ausgewählt wurden. 
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Tabelle 1: Probiotische Stämme 

Abkürzung Stamm Her- 
steller 

Beispielprodukt Wissenschaftlicher Anspruch 

FDL Lactobacillus 
acidophilus DSM 
13241 

1 Müller Vitality, 
Müller Dairy, 
Shropshire, 
Vereinigtes 
Königreich 
 

Reduktion der Anzahl kariogener 
Bakterien 
[Tahmourespour und Kermanshahi, 
2011] 

LC-11 Lactobacillus 
casei 
ATCC SD5213 

2 Flora FIT, 
Danisco, 
Kopenhagen, 
Dänemark 
 

Wissenschaftlich noch nicht 
bewertet 

F-19 Lactobacillus 
paracasei LMG-
P-17806 

1 Arla Cultura, Arla, 
Viby, Dänemark 
 
 

Koaggregation mit Streptococcus 
mutans, keine Reduktion der 
Kariesinzidenz 
[Michalek et al., 1981] 

LGG Lactobacillus 
rhamnosus GG 
ATCC 53103 

1 Culturelle, 
Valio Diary, 
Helsinki, Finnland 
 
 

Reduktion der Anzahl kariogener 
Bakterien sowie möglicherweise 
Minderung der Kariesinzidenz 
[Jindal et al., 2012] 

LR-32 Lactobacillus 
rhamnosus LR-
32 
ATCC SD5217 

2 FloraFIT, 
Danisco, 
Copenhagen, 
Dänemark 
 

Beeinflussung der 
immunologischen Wirtsantwort 
[Aguirre und Collins, 1993] 

BB-12 Bifidobacterium 
animalis subsp. 
Lactis DSM 
15954 

1 Muller Vitality, 
Muller Diary, 
Shropshire, 
Vereinigtes 
Königreich 
 

Reduktion der Anzahl kariogener 
Bakterien 
[Toiviainen et al., 2015] 

TH-4 Streptococcus 
thermophilus 
DSM 15957 

2 FloraTrex, 
Global Healing 
Center, 
Houston, 
USA 
 

Reduktion der Reizbarkeit 
[Saavreda et al., 2004] 

BC-30 Bacillus 
coagulans GBI-
30 
6086 

3 Ganeden BC30, 
Ganeden; 
Mayfield Heights; 
Sustenex Schiff, 
Cleveland, USA 

Reduktion funktioneller 
gastrointestinaler Beschwerden 
[Abhari et al., 2015], 
Reduktion rheumatoider Arthritis 

 

1: Chr. Hansen, Hoersholm, Dänemark; http://www.chr-hansen.com; 2: Danisco Du 
Pont, Kopenhagen, Dänemark; http://www.dansico.com; 3: Ganeden, Mayfield 
Heights, Ohio; http://www.ganedenbc30.com 
 
FDL: Lactobacillus acidophilus; LC-11: Lactobacillus casei; F-19: Lactobacillus 
paracasei; LGG: Lactobacillus rhamnosus GG; LR-32: Lactobacillus rhamnosus LR-
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32; BB-12: Bifidobacterium animalis subsp. Lactis; TH-4: Streptococcus 
thermophilus; BC-30: Bacillus coagulans GBI-30 
 

 

3.2.2 Streptokokken 
 

Streptococcus mutans ist der am häufigsten mit der Entstehung einer Karies 

assoziierte Keim. Hierbei handelt es sich um eine grampositive, fakultativ anaerobe 

und kokkoid angeordnete Bakterienart mit hochkariogenen und widerstandsfähigen 

Eigenschaften (Abbildung 4). So ist der Keim bspw. in der Lage, aus Saccharose 

Glukanpolymere zu synthetisieren, die ihm eine besonders gute Adhäsion im Biofilm 

ermöglichen. Der Elternstamm ist im Gegensatz zu späteren Mutanten in 

Tiermodellen in der Lage, sogenannte IPS (intrazelluläre Polysaccharide) für 

Perioden einer Nahrungsknappheit zu speichern [Marsh und Martin, 1999]. S. 

mutans ist azidogen und azidurisch, produziert demnach also nicht nur Säure als 

Stoffwechselendprodukt, sondern ist auch überaus säuretolerant. 

Bei den im Versuch verwendeten experimentellen Streptococcus mutans-Stämmen 

handelt es sich zum einen um Streptococcus mutans ATCC 20523, zum anderen 

um Streptococcus mutans ATCC 25175, da beide Stämme in ähnlichen 

Studiendesigns ein gutes Wachstum aufwiesen und gängige Spezies sind [Salli et 

al., 2017; Rebert F, 2014]. Bezogen wurden beide Spezies von dem Leibniz-Institut 

DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, 

Braunschweig. Im Hauptversuch wurde nur Streptococcus mutans ATCC 25175 

verwendet. 

 

	
Abbildung 5: Streptococcus mutans ist ein Beispiel für kokkoide 

Bakterienanordnung 
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3.3 Vorversuche 
 

Mittels einer Reihe von Vorversuchen, wurden für die folgenden Hauptversuche 

geeignete Methoden festgelegt. Zunächst wurde ein Agar als Nährboden für die 

bakteriellen Stämme ausgewählt. Brain-Heart-Infusion-Agar (BHI, Franklin Lakes, 

USA) bietet eine gute Wachstumsgrundlage für sowohl Probiotika als auch 

experimentelle Streptococcus mutans–Stämme. Zur Kultivierung der probiotischen 

Kulturen wurden diese zunächst auf BHI-Agar angezüchtet. Bei den Kulturen 

handelte es sich um probiotisch wirksame Stämme diverser bakterieller Arten aus 

den Gattungen Lactobacillus (LC-11, FDL, F-19, LGG, LR-32), Bifidobacterium (BB-

12), Streptococcus (TH-4) und Bacillus (BC-30) (nähere Informationen sind Tabelle 

1 zu entnehmen). 

Verdünnungsreihen mit Brain-Heart-Infusion-Bouillon (Becton Dickinson, 

Heidelberg, Deutschland) als Medium wurden vorgenommen. Dabei wurde parallel 

die jeweilige Extinktion mittels Photometer (Pharmacia Biotech Novaspec II, Visible 

Spectrophotometer, Uppsala, Schweden) gemessen. Die Verdünnungen wurden in 

100 µl Schritte gestaffelt und bis zu einem Extinktionswert von etwa OD = 1 

(Optische Dichte) durchgeführt. Um eine spätere Auszählung der CFU (colony 

forming units, Kolonie bildende Einheiten) zu vereinfachen, wurde die 

Verdünnungsstufe, bei der eine OD = 1 auftrat, festgehalten. Zudem wurden die 

jeweiligen Verdünnungsreihen auf BHI-Agar ausgestrichen und für 72 Stunden bei 

37° C. kultiviert (Thermo SCIENTIFIC, Typ B6420, Waltham, Massachusetts, USA). 

Daraus ergaben sich für die auf BHI-Agar gezüchteten Kulturen die 

auszählungsgünstigsten Verdünnungsstufen für jeweilige Bakterienstämme (siehe 

Tabelle 2).  

Ähnlich verfahren wurde mit beiden Streptococcus mutans-Stämmen (S. mutans 

ATCC 20523, S. mutans ATCC 25175). Sie wurden auf BHI-Agar für 72 Stunden bei 

37° C. kultiviert. Im Anschluss wurden Verdünnungsreihen in 100 µl Schritten, 

gefolgt von Extinktionsmessungen, vorgenommen. Abschließend wurden die 

Stämme kultiviert und die CFU ausgezählt (Ergebnisse siehe Tabelle 3). 

Um zu untersuchen, ob eine Unterscheidung von dem jeweiligen Probiotikum und S. 

mutans auf einem Kulturmedium möglich ist, wurden insgesamt 14 Kulturproben 

entnommen und histologisch nach Gramfärbung evaluiert. Die Sensitivität, also das 

Erkennen von experimentellen Streptococcus mutans–Stämmen, nicht aber von 

Probiotika, lag bei 0,86. Die Spezifität, also die Identifizierbarkeit von Probiotika, 

nicht aber von experimentellen Streptococcus mutans–Stämmen, lag ebenfalls bei 

0,86 (siehe Anhang 6.4). 
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Tabelle 2: CFU der probiotischen Stämme auf BHI-Agar 

Bakterienstamm Verdünnungsstufe CFU 
(koloniebildende 
Einheiten) pro 2 ml 

FDL 106 16 

LC-11 106 48 

F-19 107 1 

LGG 106 35 

LR-32 106 25 

BB-12 106 7 

TH-4 105 10 

BC-30 107 31 

 

FDL: Lactobacillus acidophilus; LC-11: Lactobacillus casei; F-19: Lactobacillus 
paracasei; LGG: Lactobacillus rhamnosus GG; LR-32: Lactobacillus rhamnosus LR-
32; BB-12: Bifidobacterium animalis subsp. Lactis; TH-4: Streptococcus 
thermophilus; BC-30: Bacillus coagulans GBI-30 
 

 

Tabelle 3: CFU der experimentellen Streptococcus mutans–Stämme 

Bakterienstamm 
auf BHI 

Verdünnungsstufe CFU 
(koloniebildende 
Einheiten) pro 2 ml 

S. mutans 20523 105 45 

S. mutans 25175 105 39 
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3.4 Hauptversuche 
 

Die Hauptversuche bestanden aus einem zweistufigen Screening, in dem alle acht 

probiotischen Kulturen auf ihre Wirkung auf S. mutans hin untersucht wurden. Die 

erste Stufe sah vor, im Rahmen eines Inhibitionsassays die hemmenden 

Fähigkeiten auf das Wachstum von S. mutans nachzuweisen. Folgend sollte die 

Wettbewerbsfähigkeit von Probiotika mit S. mutans ATCC 25175 um die Adhäsion 

an dentalen Oberflächen am Zahnschmelz von bovinen Zahnprobekörpern belegt 

werden. Dieser Versuch baute auf einem Bispeziesmodell auf, das mit einem 

kontinuierlichen Fluss an Medien bedient wurde. Bei den Medien handelte es sich 

um Speichel-, Nahrungs- und Bakterienlösungen (nähere Informationen unter 3.4.2 

Adhäsionsassay). Zur Verwendung kamen nur experimentelle Streptococcus 

mutans–Stämme und ein jeweiliges Probiotikum, die durchgehend in einem 

festgelegten Zeitplan auf die dentalen Schmelzflächen gespült wurden. Auf diesem 

Screening basierte die Auswahl von zwei probiotischen Stämmen, einer mit der 

besten inhibitorischen Eigenschaft und ein weiterer mit der besten 

Adhäsionseigenschaft. Beide Stämme wurden innerhalb eines zehntägigen 

kontinuierlichen Biofilmmodells auf ihren Einfluss auf S. mutans ATCC 25175 sowie 

die assoziierte Kariogenität getestet.  

 

3.4.1 Kompetitionsassay 
 

Die Kompetitionsassays wurden in zwei Gruppen aufgeteilt, damit Versuche auf 

Voll- und auf Halb-BHI-Agarplatten vorgenommen werden konnten. In dem Versuch 

wurden beide experimentelle Streptococcus mutans–Stämme (ATCC 25175 und 

ATCC 20523) sowie alle erwähnten probiotischen Stämme verwendet. Drei 

Inhibitionsmodelle wurden analysiert: 

 

1. „Verdrängung“: S. mutans wurde für 12 Stunden kultiviert, es folgte die 

Zugabe von einem probiotischen Keim und eine weitere Kokultivierung für 

24 Stunden. 

2. „Exklusion“: Probiotischer Keim wurde für 12 Stunden kultiviert, es folgte die 

Zugabe von S. mutans und eine Kokultivierung für 24 Stunden. 

3. „Koexpansion“: S. mutans und ein jeweiliger probiotischer Keim wurden 

zeitgleich appliziert und für 36 Stunden kokultiviert. 
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Die Kulturen wurden dabei in einem definierten Bereich der Agarplatte inokuliert. 

Dieser Bereich wurde durch ein Drittel der gesamten Breite mittig dargestellt. Zur 

Verwendung kam ein sterilisierter, spitzförmiger Applikator. Nach 36 Stunden der 

Kultivierung konnten die jeweiligen Inhibitionsgrade gemessen und im Rahmen 

einer dafür erstellten fünfgradigen Ordinalskala bewertet werden. Dabei steht Grad 

0 für das Ausbleiben einer Inhibition, Grad 1 für eine Hemmung im ersten Viertel, 

Grad 2 für eine Hemmung bis einschließlich ins zweite Viertel, Grad 3 für eine 

Hemmung bis einschließlich ins dritte Viertel und Grad 4 für eine Hemmung bis 

einschließlich ins letzte Viertel. 

Die Bewertung erfolgte durch zwei unabhängige Prüfer. Die Übereinstimmung der 

Ergebnisse der jeweiligen Prüfer lag bei �= 0.88. Die Inhibition wurde an 

biologischen Duplikaten analysiert. 
 

3.4.2 Adhäsionsassay 
 

Der Wettbewerb der probiotischen Stämme und S. mutans um eine 

Oberflächenadhäsion wurde an Zahnschmelz von Rinderzahnprobekörpern 

untersucht. Wie erwähnt wurde hier nur Gebrauch von Streptococcus mutans ATCC 

25175 gemacht. Alle acht Probiotika kamen zum Einsatz. Zur Durchführung kam der 

Versuch in einem Bispeziesmodell, also einem Versuchsaufbau, bei dem ein 

probiotischer Stamm mit einem experimentellen Streptococcus mutans-Stamm 

kombiniert eingesetzt wurde. Für jeden probiotischen Stamm wurde ein eigenes 

Adhäsionsassay erstellt, sowie für jedes Assay eine eigene abgeschlossene 

Durchflusskammer verwendet, die über ein komplexes Pumpensystem mit den 

vorgesehenen Medien versorgt wurde. Bei den Medien handelte es sich um (1) 

„Modified defined Mucine Medium“ (DMM) als artifizieller Speichel, (2) BHI-Bouillon 

versetzt mit dem jeweiligen Probiotikum und (3) BHI-Bouillon versetzt mit S. mutans 

ATCC 25175 sowie (4) saccharosehaltige BHI-Bouillon als Nahrungsmittel für die 

Stämme. Dabei wurde 48 Stunden lang auf einen kontinuierlichen Fluss in einem 

strikt eingehaltenen Zeitplan geachtet (siehe Anhang 1-3). Dazu konnten 50 Incisivi 

von Rinderzähnen der zweiten Dentition so präpariert werden, dass insgesamt 216 

Schmelzprobekörper der Größe 2 × 2 × 4 mm entstanden (Band Saw Exakt 300cl, 

Exakt Apparatebau, Norderstedt, Deutschland). Die Oberflächen der Proben wurden 

planiert (Phoenix Alpha, Buehler, Düsseldorf, Deutschland) und einer stufenweisen 

Politur unterzogen (Schleifpapier 1200, 2400, 4000, Exakt Advanced Technologies, 

Norderstedt, Deutschland). Im Anschluss erfolgte die Einbettung von jeweils 20 

Probekörpern in Akrylharzträger (Technovit 4071, Heraeus Kulzer, Hanau, 
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Deutschland), die sterilisiert wurden (121° C., 2,1 Bar, 34 Min). Für jedes Assay und 

damit jede Durchflusskammer kam ein Technovitträger zum Einsatz. 

Zunächst wurde an Tag 1 durch Applikation von 1 ml steril filtriertem Speichel auf 

jeder Probe eine Pellikel generiert. Die Kultivierungsbedingungen wurden über den 

gesamten Versuch bei 37°C und 100% Feuchtigkeit konstant gehalten. Die 

folgenden 48 Stunden bestanden aus Fluss- und Ruhephasen (siehe Anhang 1). 

Um das Modell so naturgetreu wie möglich zu gestalten, erfolgten entsprechende 

Nachtruhen und tägliche Nahrungszufuhren zu festgelegten Zeiten. Ermöglicht 

wurde der Fluss durch den Einsatz von Pumpen, die nach dem entwickelten 

Zeitplan programmiert worden waren und im Wechsel die Lösungen in die Kammern 

und über die Schmelzproben spülten. Weitere Pumpen sorgten für den geregelten 

Abfluss aus den Kammern. 

Dazu wurden die Kammern dreimal täglich mit der Saccharose enthaltenden BHI-

Bouillon, sechsmal täglich mit dem künstlichen Speichel, dreimal täglich mit der S. 

mutans ATCC 25175 versetzten BHI-Bouillon und einmal morgendlich mit der 

Probiotikum enthaltenden BHI-Bouillon bespült. Die Flussrate lag bei 1,25 ml/Min für 

jeweils 15 Min. mit einer anschließenden dreizehnminütigen Einwirkzeit und einer 

zweiminütigen Abpumpphase. Die BHI-Saccharose-Bouillon wurde hauptsächlich 

als Nährmittel für den verwendeten experimentellen Streptococcus mutans–Stamm 

eingesetzt. Der artifizielle Speichel fand seine Verwendung hauptsächlich als 

spülendes Medium, aber auch als Puffer und Enzymträger, um das orale Surrogat 

so naturgetreu wie möglich nachzuempfinden. Unterteilt wurde die tägliche 

Bespülung in drei Zyklen (siehe Anhang 1). Jeweils einmal täglich um 10:50 Uhr 

erfolgte ein Wechsel der gesamten Mediumflaschen sowie der Ablaufflasche. 

Bereits durchgeflossene Medien wurden in einem abgedichteten Behältnis 

(Ablaufflasche) aufgefangen, welches jeden Tag ausgetauscht wurde. Zudem 

wurden im Laufe der Versuchstage dreimal Proben entnommen, auf BHI Agar 

ausgestrichen und kultiviert, um eine Fremdbesiedelung mit nicht vorgesehenen 

Keimen auszuschließen. Die Auswertung erfolgte visuell und wies keine 

untypischen Keimbesiedelungen oder Wachstumsmuster auf. 

An Tag 3 wurden die angezüchteten Biofilme der Probekörper von einem definierten 

Bereich (2 × 2 mm) jeweils mit einem sterilen Skalpell entnommen und in 1 ml BHI-

Bouillon inokuliert und mit einem Vortexgerät (Heidolph REAX2000, Schwabach, 

Deutschland) gemischt. Sie wurden Verdünnungsreihen (10 – 103) unterzogen, um 

eine Auszählung der kultivierten S. mutans ATCC 25175- und Probiotikastämme 

vornehmen zu können. Zusätzlich wurden Bromkresolgrün enthaltende BHI-Agar-

Platten (BHI-Agar versetzt mit 0,1 g Bromkresolgrün pro 100 g Agar) (siehe Anhang 
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6.4) durch Ausstreichen mit den Biofilmen beimpft. Danach wurde 48 Stunden lang 

bei 37° C kultiviert. Die Auszählung der CFU erfolgte im Anschluss. Für den 

Versuch wurde als Referenz auch eine Kammer ausschließlich mit S. mutans ATCC 

25175 bespült. 

 

3.4.3 Kariogenitätsbeeinflussung 
 

Die beiden probiotischen Stämme, die sich in den untersuchten Eigenschaften als 

vielversprechend erwiesen hatten, wurden weiterhin auf ihre Antikariogenität 

getestet. Der entsprechende Versuch lehnte sich methodisch an das 

Adhäsionsassay an. Im Flussmodell wurden kontinuierlich für 10 Tage 

Schmelzprobekörper bespült. Dazu wurden die Kammern dreimal täglich mit der 

Saccharose enthaltenden BHI-Bouillon, sechsmal täglich mit dem künstlichen 

Speichel, dreimal täglich mit der S. mutans ATCC 25175 versetzten BHI-Bouillon 

und einmal täglich mit der Probiotikum enthaltenden BHI-Bouillon bespült. Die 

Flussrate lag bei 1,25 ml/Min für jeweils 15 Min. mit einer anschließenden 

dreizehnminütigen Einwirkzeit und einer zweiminütigen Abpumpphase. Der tägliche 

Aufbau der Spülungen vollzog sich in drei Zyklen und im Rahmen von Aktiv- und 

Ruhephasen (siehe Anhang 1). 

Tag 1 sah das Anzüchten einer Pellikel durch Applikation von 1 ml steril filtriertem 

Speichel auf jede Probe mit anschließender vierundzwanzigstündiger Kultivierung 

bei 100 % Feuchtigkeit und 37° C. vor. An Tag 12 des Versuchs wurden die 

Probekörper entnommen und auf eine Demineralisierung im Sinne einer kariösen 

Läsion hin untersucht. Dazu wurden sie in 100 µm dicke Scheiben geschnitten und 

ein möglicher Schmelzverlust mittels Transversaler Mikroradiografie (TMR) und 

eines Digitalbild-Analyse-Systems festgestellt (siehe 3.6 Transversale 

Mikroradiografie). 

 

 

3.5 Versuchspräparationen Durchflusskammermodell 
 

3.5.1 Probekörper 
 

Die für den Versuch verwendeten Rinderzahnincisivi wurden in einer Lösung aus 

0,8 % Thymolwasser (Thymol; Roth 3209, Karlsruhe, Deutschland) gelagert. Zur 

Vorbereitung wurden aus den Incisivi 216 2 × 2 × 4 mm große Probekörper 
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hergestellt (Band Saw Exakt 300 cl, Norderstedt, Deutschland). In den 

Zwischenzeiten, in denen keine direkte Weiterverarbeitung möglich war, wurden die 

Probekörper ebenfalls in oben erwähnter Thymol-Lösung gelagert. Ein Wechsel der 

Lösung erfolgte im Wochentakt. Eine Planierung der Oberflächen der Probekörper 

wurde schonend vorgenommen (Phoenix Alpha, Buehler, Düsseldorf, Deutschland), 

sodass der Schmelz oberflächendeckend erhalten blieb. Im Anschluss wurden die 

Oberflächen einer ebenfalls schonenden, gleichmäßigen, stufenweisen Politur unter 

der Anwendung von Schleifpapier der in vorgenommener Reihenfolge genannten 

Stärken 1200, 2400 und 4000 unterzogen (Exakt, Norderstedt, Deutschland). Die 

präparierten Probekörper wurden in Akrylharzträger (Technovit 4071, Heraeus 

Kulzer, Hanau, Deutschland) unter striktem Erhalt einer freien Oberfläche 

eingebettet. Dazu wurde im Voraus ein Negativ des herzustellenden Riegels aus 

Silikon angefertigt, in das jeweils 20 Probekörper, zwei parallele Reihen à 10 

Körper, eingefügt und mit dem autopolymerisierenden, aus Flüssigkeit und Pulver 

anmischbaren Akrylharz aufgefüllt wurden. In dem Verfahren wurden 10 Riegel 

hergestellt, die im Anschluss sterilisiert wurden (121° C., 2,1 Bar, 34 Min.). 

 

3.5.2 Medien 
 

3.5.2.1 Speichel 
 

Der steril-infiltrierte Speichel, der zur Züchtung einer Pellikel vorgesehen war, wurde 

aus Eigenspeichel eines Probanden gewonnen. Dieser gab unter vorherigem 

Einsatz von speichelstimulierenden Paraffinkaugummis innerhalb von mehreren 

Tagen im Gesamten 220 ml Eigenspeichel ab. Mittels eines Filtrationsaufsatzes auf 

einer Kanüle wurde der Naturspeichel gefiltert. 

 

3.5.2.2 Brain-Heart-Infusion-Bouillon 
 

Unter ständigem Rühren und Erhitzen auf 80° C wurde für 1 L Bouillon 1 L Aqua 

dest. nach und nach mit 18,5 g pulverisiertem BHI-Agar versetzt. Nach etwa 30 Min. 

erfolgte die Umfüllung in Flaschen der geforderten Größe und die Sterilisation im 

Autoklaven (FA Tuttnauer 3870 ELV Breda, Niederlande). Zur Beimpfung wurden 

Bakterien mittels einer sterilen Pipettenspitze in die Flasche eingebracht und für 48 

Stunden bei 37° C. in einem CO2-Brutschrank (Thermo SCIENTIFIC, Typ B6420 

Waltham, Massachusetts, USA) kultiviert. 
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3.5.3 Pumpen-Schlauch-System 
 

Insgesamt wurden 10 Kammern dem Versuch entsprechend entworfen, wobei eine 

dem Ersatz diente, eine der isolierten Bespülung mit S. mutans ATCC 25175 als 

Referenz und die anderen 8 für die jeweiligen probiotischen Stämme vorgesehen 

waren. Die Kammern bestanden aus präparierten Pipettenaufsatzbehältnissen 

(Quality Pipette Tips 100 p. Sarstedt AG und Co., Nümbrecht, Deutschland), deren 

Inhalt entnommen worden war. Die Deckel wiesen jeweils 4 Perforationen für die 

Zuläufe (DMM, S. mutans ATCC 25175, Probiotikum und BHI-Bouillon) und der 

Boden eine für den Ablauf auf. Ebenso wurden die Deckel der Flaschen für die im 

Versuch eingesetzten Medien (Thermo Scientific, 0,5 L oder 2,0 L, Darmstadt, 

Deutschland) mit jeweils einer Perforation versehen. Im laufenden Versuch erfolgte 

ein Wechsel der Deckel. Über Pipettenaufsätze wurde eine Verbindung zwischen 

den Kammern und den Schläuchen hergestellt. Das vollständige Kammer-Schlauch-

Konstrukt wurde in der Sterilisation der Charité – Universitätsmedizin Berlin 

aufbereitet und anschließend unter sterilen Bedingungen mittels Parafilm M (Brand, 

Wertheim, Deutschland) abgedichtet und an Pumpen angeschlossen. 

Zur Verwendung kamen 4 große programmierbare Pumpen, um für den Zulauf der 

Medien zu sorgen, und 9 kleine, ausschließlich in der Pumpgeschwindigkeit 

beeinflussbare Pumpen (Seko, Type: PR1, Seko Deutschland GmbH, Mainz-Kastel, 

Deutschland), die den Ablauf sichern sollten. Bei den großen MCP-Pumpen (MCP 

Standard ISM 404, Ismatech, Wertheim, Deutschland) wurde auf multifunktionelle, 

multipel programmierbare Modelle zurückgegriffen. Programmierbar waren die 

Pumpen nach Geschwindigkeit (1 – 240 rpm), Drehzahl (rpm, resolution 0,1 rpm) 

und Fließrate (µl/min, mL/min, L/min) sowie die Intervalldosen nach Zeit und 

Volumen und die Anzahl der Dosierzyklen. Sie wurden durch einen DC-Motor 

betrieben. Adaptiert wurde ein Pumpenkopf, der zeitgleich 8 Schläuche bedienen 

kann. Zur Einstellung der exakten Programmierungen wurden Vorversuche 

unternommen, bei denen ein Natriumchloridmedium 0,9 % das Referenzmedium 

bildete. Für die Nachtruhe wurde ein großes Intervallfenster eingerichtet. 

Da die kleinen Pumpen nur in der Fließgeschwindigkeit programmierbar waren, 

wurden sie an Steckerleisten angeschlossen, die mittels eines computergestützten 

Systems programmiert wurden. Die Einrichtung wurde so vorgenommen, dass die 

Pumpen in den Zwischenintervallen in einen Standbymodus übergingen. Eine 

Kontrolle des Gesamtsystems erfolgte mehrmals täglich. 
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Für den letzten Versuch, bei dem nur die zwei effektivsten Probiotikastämme in Bi- 

und Monospeziesmodellen eingesetzt wurden, waren sechs Kammern vorgesehen, 

eine ohne jegliche Keime, drei Monospezieskammern (zwei Probiotika und einmal 

S. mutans ATCC 25175) und zwei Bispezieskammern (SM × Probiotikum). 

 

3.5.3.1 Schläuche 
 

Für die Ablaufpumpen (Seko, Type: PR1) wurden die dafür gebräuchlichen 

Einsatzschläuche (Santoprene Standard, ExxonMobil Chemical Europe, Machelen, 

Belgien) aus thermoplastischem Elastomer in der Größe 6,25 × 10,55 RUN 

verwendet. Die Verbindung erfolgte über ein Adaptersystem (Rotilabo-

Reduktionsstücke, Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland) mit jeweils zwei weiteren 

Silikon-Pumpen-Schläuchen (Carl Roth) der Stärke 1,6 mm. Vor Beginn des 

Hauptversuches wurden alle Pumpen für jeweils 60 Min. mit eingesetzten 

Schläuchen einmal ohne und einmal mit Referenzmedium (Natriumchlorid 0,9 %) in 

Betrieb genommen, anschließend mit Aqua dest. gereinigt und dann sterilisiert. Die 

großen Zulaufpumpen (MCP Standard ISM 404) wurden mit den dem System und 

den dem multiplen Pumpenkopf zugehörigen Schläuchen (070498-08i/ SC0602, 

Silicone, ID: 0,76 mm, Wall: 0,80 mm, Black/Black, QTY: 6p, IDEX, Wertheim, 

Deutschland) versehen. Diese wurden ebenfalls jeweils eine Stunde ohne und eine 

mit dem Referenzmedium (Natriumchlorid 0,9 %) in Betrieb genommen, im 

Anschluss mit Aqua dest. gereinigt und vor der endgültigen Inbetriebnahme 

sterilisiert. 

 

 

3.6 Transversale Mikroradiographie 
 

Die Transversale Mikroradiografie (TMR) gilt als Goldstandard zur Bestimmung von 

Mineralverlusten. Ebenso ermöglicht sie die Beurteilung von remineralisierten 

Bereichen in der Zahnhartsubstanz. Als Vorbereitung wurden die Probekörper in 

100 µm dicke Scheiben geschnitten (Band Saw 300 cl, Mikroschleifsystem 400 CS, 

Schleifpapier 1200, 2400, 4000) und diese anschließend planparallel präpariert. 

Eine nickelgefilterte Kupferstrahlenquelle (CuKalpha, PW 1730/10, Philips, 

Eindhoven, Niederlande), die mit 20 kV und 10 mA arbeitet und sich eines vertikalen 

Strahlenrohrs (PW 2213/20, Panalytical, Kassel, Deutschland) bedient, kam zum 

Einsatz. Es wurde ein Film-Objekt-Abstand von 280 mm eingestellt. Die 
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verwendeten Filme (Fuji fine 71337, Fujifilm; Tokio, Japan) wurden jeweils mit 5 

Sek. belichtet und nach Herstellerangaben entwickelt. Im Anschluss wurden die 

mikroradiographischen Bilder mittels eines Digitalbildanalysesystems (XC 77 CE, 

Sony; Tokio, Japan) unter einem Universalmikroskop (Axioskop2 60318, Zeiss, 

Oberkochen, Deutschland) digitalisiert und der Mineralverlust bestimmt (TMR für 

Windows 2.0.27.2, Inspector Research, Amsterdam, Niederlande). 

 

 

3.7 Statistische Analyse 
 

Die statistische Analyse wurde mit SPSS20 (IBM, Armonk, New York, USA) 

vorgenommen. Die Untersuchung der Normalverteilung der Daten erfolgte mittels 

Shapiro-Wilk-Test. Für das Adhäsionsassay und die Bewertung der Kariogenität der 

einzelnen Stämme wurde eine Varianzanalyse ANOVA (von engl. Analysis of 

variance) sowie Post-hoc-Tukey Signifikanztests (HSD) durchgeführt. Das 

Signifikanzlevel wurde auf p < 0,05 festgesetzt.  
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4 Ergebnisse 
 

 

4.1 Kompetitionsassay 
 

Die Ergebnisse der Kompetitionsassays zeigten, dass besonders drei probiotische 

Stämme in ihren kompetitiven Eigenschaften gegenüber S. mutans ATCC 20523 als 

auch S. mutans ATCC 25175 auffällig sind. In den Exklusionsverfahren, also dem 

Versuchsdesign, in dem erst eine Kultivierung von Probiotikum, dann von 

experimentellen Streptococcus mutans-Stämmen vorgesehen war, handelte es sich 

dabei um BC-30 (Bacillus coagulans GBI-306086), FDL (Lactobacillus acidophilus 

DSM 13241) und um LR-32 (Lactobacillus rhamnosus LR-32 ATCC SD5217) 

(Tabelle 4). In dem Verdrängungsverfahren, also dem Versuchsdesign, bei dem 

zuerst experimentelle Streptococcus mutans–Stämme und dann Probiotikum 

inokuliert wurden, war es hingegen ein Keim, der auffiel. FDL wies die stärkste 

kompetitive Eigenschaft gegenüber beiden experimentellen Streptococcus mutans–

Stämmen auf (Tabelle 4). Ein Resümee beider Verfahren ergab, dass die Spezies 

BC-30 und LR-32 am stärksten kompetitiv auf Halb-BHI-Agar wirken, während das 

für die Spezies FDL auf Voll-BHI-Agar gilt. 
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Tabelle 4: Kompetitionsassay: Inhibition von S. mutans durch 
unterschiedliche probiotische Stämme im Rahmen einer Verdrängung (1. S. 
mutans, 2. Probiotikum) und einer Exklusion (1. Probiotikum, 2. S. mutans) auf 
Voll- und Halb-BHI-Agar  

  Exklusion 
von 

 Verdrängung 
von 

 

Probiotikum BHI SM 
ATCC 
20523 

SM 
ATCC 
25175 

SM 
ATCC 
20523 

SM 
ATCC 
25175 

 
 

FDL Voll 3 – 4 3 3 3 

Halb 3 3 2 – 3 0 - 2 

LC-11 Voll 2 – 3 0 – 2 2 – 3 3 

Halb 1 – 2 3 2 – 3 0 - 3 

F-19 Voll 1 0 0 – 1 1 

Halb 0 – 1 0 0 – 2 0 - 2 

LGG Voll 2 – 3 0 – 3 0 – 3 1 – 2 

Halb 2 3 3 3 

LR-32 Voll 3 0 – 4 0 – 4 3 

Halb 3 – 4 4 2 – 4 2 – 3 

BB-12 Voll 2 0 – 2 2 0 – 3 

Halb 2 – 3 3 3 0 - 3 

FDTH-4 Voll 2 2 – 4 1 – 4 0 – 1 

Halb 2 2 2 3 

BC-30 Voll 2 4 1 – 4 2 

Halb 2 – 3 3 2 – 3 2 - 3 
 

1: keine Hemmung; 2: Hemmung im ersten Viertel; 3: Hemmung bis einschließlich 
ins zweite Viertel; 4: Hemmung bis einschließlich ins dritte Viertel 
 
FDL: Lactobacillus acidophilus; LC-11: Lactobacillus casei; F-19: Lactobacillus 
paracasei; LGG: Lactobacillus rhamnosus GG; LR-32: Lactobacillus rhamnosus LR-
32; BB-12: Bifidobacterium animalis subsp. Lactis; TH-4: Streptococcus 
thermophilus; BC-30: Bacillus coagulans GBI-30 
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Die Ergebnisse der Versuchsreihe zur Koexpansion, also einer zeitgleichen 

Kultivierung von jeweiligem Probiotikum und experimentellem Streptococcus 

mutans–Stamm zeigten, dass drei probiotische Stämme besonders wirksam sind: 

FDL, LC-11 und LR-32 (Tabelle 5). 

 

 

Tabelle 5: Kompetitionsassay: Inhibition von S. mutans durch probiotische 
Stämme im Rahmen einer "Koexpansion" auf Voll-BHI-Agar  

 Koexpansion  

Probiotikum SM 

ATCC 20523 

SM 

ATCC 25175 

FDL 3 2 

LC-11 1 - 3 2 

F-19 1 1 

LGG 1 - 2 2 

LR-32 2 - 3 1 

BB-12 2 1 

TH-4 2 1 

BC-30 1 - 2 2 

 

0: keine Wirksamkeit; 1 – 2: schwache Wirksamkeit; 3 – 4: starke Wirksamkeit 
 
FDL: Lactobacillus acidophilus; LC-11: Lactobacillus casei; F-19: Lactobacillus 
paracasei; LGG: Lactobacillus rhamnosus GG; LR-32: Lactobacillus rhamnosus LR-
32; BB-12: Bifidobacterium animalis subsp. Lactis; TH-4: Streptococcus 
thermophilus; BC-30: Bacillus coagulans GBI-30 
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4.2 Adhäsionsassay 

	
Die probiotischen Stämme und der experimentelle Streptococcus mutans–Stamm 

ATCC 25175 wurden im (a) Exklusions- und (b) Verdrängungsmodus kokultiviert. Im 

Exklusionsassay wurde S. mutans ATCC 25175 durch alle Probiotika 

gleichermaßen an einer Adhäsion gehindert, es gab keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich der Streptococcus mutans-

Adhäsion (Abb. 6a). Im Verdrängungsassay zeigte sich ein ähnliches Bild, wobei 

hier bestimmte Probiotika besser in der Lage waren S. mutans ATCC 25175 zu 

verdrängen als andere (Abb. 6b).  

 

	
Abbildung 6: Anzahl der CFU der probiotischen Stämme und von S. mutans ATCC 

25175 im a) Exklusionsassay und b) Verdrängungsassay 

FDL: Lactobacillus acidophilus; LC-11: Lactobacillus casei; F-19: Lactobacillus 
paracasei; LGG: Lactobacillus rhamnosus GG; LR-32: Lactobacillus rhamnosus LR-
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32; BB-12: Bifidobacterium animalis subsp. Lactis; TH-4: Streptococcus 
thermophilus; BC-30: Bacillus coagulans GBI-30, SM: Streptococcus mutans 
 

Der Mittelwert (Balken) und die Standardabweichungen (Antennen) der 
koloniebildenden Einheiten (CFU) von SM (hellgrau) und den probiotischen 
Stämmen (dunkelgrau) wurden bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen den 
Gruppen sind durch unterschiedliche Buchstaben (Großbuchstaben: SM, 
Kleinbuchstaben: Probiotika) gekennzeichnet (p < 0,05, Tukey‘s HSD). Die Anzahl 
der analysierten Proben ist mit n angegeben [Schwendicke et al, 2017]. 

	

	
4.3 Kariogenitätsbeeinflussung 

 

In der Analyse zur Beeinflussung der Kariogenität wurden demnach FDL und LC-11 

eingesetzt. Die Stämme wurden in Versuchsgruppen eingeteilt. Sie bestanden 

jeweils aus isoliertem S. mutans ATCC 25175, FDL, LC-11 und aus den 

Kokultivierungen SM × FDL und SM × LC-11.  

Hierbei verursachten Streptococcus mutans-Monokulturen signifikant höhere 

Mineralverluste als Probiotikamonokulturen. Bei Kokultivierung von SM × FDL war 

der Mineralverlust hingegen signifikant höher (p < 0,01), bei Kokultivierung von 

SM × LC-11 signifikant niedriger (p < 0,05) (Abb. 7). 
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Abbildung 7: Auswertung des Mineralverlustes der Gruppen SM, FDL, LC-11, SM 

x FDL, SM x LC-11 

 

FDL: Lactobacillus acidophilus; LC-11: Lactobacillus casei; SM: Streptococcus 
mutans 
 
Kasten: 25./75. Perzentile, Linien: Mediane, Fehlerbalken: Minima und Maxima, 
Kreise: Ausreißer, n: Anzahl analysierter Probekörper. Signifikante Unterschiede 
zwischen den Gruppen sind durch unterschiedliche Buchstaben angezeigt (p < 0,05, 
Mann-Whitney/Bonferroni) [Schwendicke et al, 2017].  
 

 

Im Anschluss wurden die CFU der Stämme der jeweils auf den Probekörpern 

angezüchteten Biofilme ausgezählt (Tabelle 6). Ausgewertet wurden die Gruppen 

SM, FDL, LC-11 und die Kokulturen SM × FDL und SM × LC-11 bei einer 

Verdünnung von 103.  

Die Anzahl der Bakterien im Biofilm war in der Gruppe von monospezifisch 

kultiviertem S. mutans ATCC 25175 am geringsten und am höchsten in denen der 

Kokultivierung. Die meisten koloniebildenden Einheiten konnten in der Kombination 

SM × FDL ausgezählt werden. 

 

 



 

 36 

Tabelle 6: Koloniebildende Einheiten in den Biofilmen 

Spezies 10³ × CFU 

SM 89 (16/120)a 

FDL 2900 (400/520)b 

LC-11 340 (140/340)b 

SM×FDL 26000 (9200/80000)c 

SM×LC-11 16000 (6200/80000)c 
 
FDL: Lactobacillus acidophilus; LC-11: Lactobacillus casei; SM: Streptococcus 
mutans 
 
Angegeben sind Mediane und 25./75. Perzentile. Unterschiedliche Buchstaben 
zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an (p < 0,05; Mann-
Whitney/Bonferroni). Die Anzahl der analysierten Proben n beträgt 7 [Schwendicke 
et al., 2017]. 
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5 Diskussion 
 

 

Kariöse Läsionen entstehen durch Demineralisierung von Zahnhartsubstanz. Eine 

Reihe von kariogen wirksamen Stämmen bakterieller Arten ist dafür verantwortlich. 

Die Bakterien etablieren sich in einem sogenannten Biofilm an der Oberfläche der 

Zahnhartsubstanz. Bei der Metabolisierung von Kohlenhydraten überführen sie das 

orale Milieu, insbesondere das des Biofilms, in einen sauren pH-Bereich, wodurch 

die Demineralisierung, bei der Mineralien aus der Zahnhartsubstanz herausgelöst 

werden, vonstatten gehen kann [Shellis, 2012]. Ausschlaggebend ist dabei die 

bakterielle Zusammensetzung des Biofilms. Einer der Protagonisten in dem Prozess 

um die Entstehung von Karies ist die Bakterienart Streptococcus mutans [Kovacs et 

al., 2019; Sadasiva et al., 2019]. Die aktuelle Studienlage lässt Vermutungen zu, 

dass der Keim durch den Einsatz von Probiotika mindestens in seiner Quantität, 

möglicherweise aber auch in seiner Aktivität beeinflussbar ist [Wu et al., 2019; Paris 

et al., 2012; Pahumunto et al., 2019]. Demnach wären Probiotika als Therapeutikum 

von Karies denkbar. Dass eine solche Kariesprävention- oder behandlung wirksam 

ist, konnte allerdings noch nicht vollständig bewiesen werden. Die systematische 

Beurteilung der Relevanz verschiedener Virulenzfaktoren probiotischer Bakterien 

könnte ein Forschungsansatz sein, wurde bisher aber nicht vorgenommen. 

Das Design der vorliegenden Studie wurde in vier Versuchsschritte unterteilt. 

Zunächst wurde eine Auswahl an probiotischen Stämmen nach ihren Eigenschaften 

getroffen (Tabelle 1). Die ausgewählten Probiotika wurden einem zweistufigen 

Screening unterzogen. Der erste Teil bestand aus der Untersuchung einer 

möglichen Inhibition von experimentellen Streptococcus mutans–Stämmen durch 

Probiotika. Der zweite Teil baute auf der Untersuchung des Wettbewerbs von 

Probiotika und S. mutans ATCC 25175 um eine Adhäsion an Zahnschmelz auf. In 

dem letzten Versuchsteil der Studie wurden die beiden probiotischen Stämme, die 

aus dem Screening als effektivste hervorgegangenen waren, in ihrer 

Kariogenitätsbeeinflussung untersucht. Folglich wurde die Hypothese aufgestellt, 

dass eine Korrelation zwischen den Inhibitions- bzw. Adhäsionseigenschaften von 

Probiotika und der simulierten Kariesprävention durch die Probiotikatherapie 

besteht. Die Hypothese konnte teilweise bestätigt werden. Weiterhin wurde die 

Hypothese aufgestellt, dass die beiden effektivsten probiotischen Stämme des 

Screenings die Kariogenität in einem Biofilm reduzieren können. Diese Hypothese 

konnte nicht vollständig bestätigt werden. 
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Auf unseren Ergebnissen basierend könnten Probiotika, die in der Lage sind, S. 

mutans von Zahnoberflächen zu verdrängen, eine kariespräventive Wirkung haben. 

Probiotika scheinen demnach mit kariogenen Keimen in einen Wettbewerb sowohl 

um Nahrung als auch um Oberfläche, mithin um einen signifikanten Teil ihres 

Lebensraums, einzutreten. Alle untersuchten Stämme der Probiotika waren in der 

Lage, eine Besiedlung von Flächen mit S. mutans teilweise zu verhindern; sie 

bewirkten also den Ausschluss der initialen Besiedlung durch experimentelle 

Streptococcus mutans–Stämme an bakterienfreien Zahnoberflächen. Solche 

Bedingungen sind klinisch allerdings nur selten vorzufinden, vor allem nicht in 

geschützten Nischen, also genau den Risikoflächen für Karies. 

Auf der Basis des durchgeführten Screenings wurden die in den Adhäsions- und 

Inhibitionsscreenings vielversprechendsten Probiotika ausgewählt. Zwei Stämme 

fielen besonders auf, FDL und LC-11. In den vorliegenden Versuchsreihen zeigte 

LC-11 die höchste verdrängende Wirkung. Zudem konnte der Keim die Kariogenität 

von S. mutans ATCC 25175 maßgeblich reduzieren. Dabei sank jedoch die 

Gesamtzahl der Bakterien in den untersuchten Biofilmen unter dem Einfluss von 

LC-11 nicht ab, sondern stieg unter der Zugabe sogar an. Demnach kann davon 

ausgegangen werden, dass durch die Änderung der Zusammensetzung des 

Biofilms ebenfalls eine Verschiebung der Aktivität innerhalb des Biofilms 

stattgefunden hat. Die Biofilmanalysen der Studie waren nicht darauf ausgelegt, die 

Änderung der Zusammensetzung zu untersuchen. Weitergehende Analysen dieser 

Verschiebungen sollten in zukünftige Studien einbezogen werden, um die 

beobachteten Effekte besser erklären zu können. 

Der inhibitorische Stamm FDL verursachte hingegen sogar eine Steigerung der 

Kariogenität der Biofilme. Solche kariesfördernden Effekte von Probiotika sind 

bereits in vergangenen Studien demonstriert worden [Schwendicke et al., 2014a]. 

Probiotische Keime sind oft selbst azidogen und mithin auch kariogen [Haukioja et 

al., 2008; Keller und Twetman, 2012]. Eine Vermutung liegt darin, dass Probiotika 

einen Biofilm unter der Voraussetzung eines niedrigen pH-Wertes und der Zugabe 

von Saccharose besonders stark transformieren können. Der Nutzen eines 

Vorabscreenings zur Beurteilung der Veränderung einer Biofilmzusammensetzung 

unter dem Einsatz von unterschiedlichen pH-Werten, Saccharose und dem 

jeweiligen probiotischen Stamm, wird in einer Studie diskutiert [Pham et al., 2009]. 

Zudem wird der Einsatz hitzebehandelter Bakterien, um kariespräventive Effekte der 

Probiotika mit erhöhter Sicherheit zu vereinbaren, in Erwägung gezogen [Tanzer et 

al., 2010]. 
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Folglich kann einigen probiotischen Stämmen selbst durch ihre azidogenen 

Eigenschaften eine Kariogenität zugeschrieben werden. In Abhängigkeit von dem 

Stamm ist diese mitunter als hoch einzustufen. Hier stellt sich die Frage nach der 

klinischen Relevanz dieser Kariogenität und nach dem Nutzen einer probiotischen 

Therapie. Ein therapeutischer Nutzen könnte in der Zukunft bspw. in der 

Präventivzahnmedizin liegen. Probiotika würden also gezielt bereits gegen die 

Entstehung von Karies eingesetzt werden.  

Die Studie hat eine Reihe von Schwächen. Es wurde ein vereinfachtes 

Biofilmmodell eingesetzt; der angezüchtete Biofilm in Mono- und Bikulturen ist eine 

Vereinfachung. Wie sich also weitere Bakterienstämme, die normalerweise im 

oralen Milieu zu finden sind, in der Gegenwart der hier verwendeten kariogenen und 

probiotischen Stämme verhielten, kann nicht beurteilt werden. Orale Biofilme sind 

hochkomplex; es kommt zu Kreuzvernetzungen und sog. Cross-Feeding, also 

verketteter Katabolismen. Die Präsenz kreuzvernetzender Bakterienstämme kann 

z.B. zu einer erheblichen Steigerung der Adhäsion von probiotischen Spezies 

führen [Haukioja et al., 2006]. 

Die Versuche wurden aufgrund des Umfangs ausschließlich an Zahnschmelz 

durchgeführt. Es wurde keine Bewertung der Adhäsion von Probiotikastämmen und 

S. mutans ATCC 25175 an Dentin vorgenommen. Zudem wurde die Adhäsion an 

Schmelzproben von Rinderinzisiven bewertet. Allerdings ist bovine 

Zahnhartsubstanz in ihrer Anatomie und Mikrostruktur, also u.a. der Dichte, Härte 

und der chemischen Zusammensetzung, der menschlichen Zahnhartsubstanz sehr 

ähnlich [Esser et al., 1998; Oesterle et al., 1998]. Demnach kann davon 

ausgegangen werden, dass ein Unterschied zwischen Zahnhartsubstanz bovinen 

oder menschlichen Schmelzes für eine Studie dieser Art nur bedingt relevant ist.  

In der vorliegenden Studie erlauben die eingesetzten Analysemethoden eine 

eingeschränkte Evaluation der biologischen Mechanismen, die von einem 

Probiotikaeinsatz ausgehen. Veränderungen im Biofilm bleiben unklar, Adaptionen 

des bakteriellen Metabolismus wurden nicht und die Verschiebungen der 

Biofilmzusammensetzung wie diskutiert nicht detailliert dargestellt. 

Insgesamt werden weitere Studien benötigt. In künftigen Forschungsprojekten 

könnten ergänzende Methoden und Abläufe etabliert werden. Um bei quantitativen 

Auswertungen eine höhere Genauigkeit zu erzielen, könnte über alternative 

Verfahren nachgedacht werden, so z.B. über den Einsatz einer kompetitiven RT-

PCR, einer Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion. Dabei wird dem 

Prozess eine bekannte Konzentration eines Referenz-DNA-Moleküls beigefügt, das 

sich jedoch in seiner Länge von dem zu bestimmenden Molekül unterscheidet. Die 
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Moleküle konkurrieren um eine Primerbindung und die entstehende Produktmenge 

der Referenz im Vergleich zu der auszuzählenden Probe gilt als Maß für die Menge 

analysierter RNA.  

Denkbar wäre auch, die beobachteten Effekte in situ zu validieren. Probanden 

würden Schmelzprobekörper oral eingegliedert und zu einer geregelten 

Probiotikazufuhr angehalten werden. Auf diese Weise könnten klinische Effekte 

nachgestellt und trotzdem kontrollierte experimentelle und analytische Bedingungen 

kombiniert werden. Da sowohl In-vitro- als auch In-vivo-Studien aufgrund der Vielfalt 

vorkommender Bakterienspezies eine Herausforderung darstellen, sollte man In-

Silico-Analysen in Betracht ziehen. Sie bieten gerade für solch umfangreiche 

Studien die Möglichkeit, ein computergesteuertes und organbezogenes Programm 

zu entwickeln und Ergebnisse nach einer Computersimulation algorithmisch zu 

erzielen. In der Vergangenheit wurde diese Methode vor allem für darmbezogene 

Studien verwendet, bspw. um die Dynamik des Mikrobioms im Ileum zu erforschen 

[Lin et al., 2018]. Zukünftige Studien könnten neben der Erforschung der hier im 

Vordergrund stehenden Effekte auf Schmelz diese auch auf Dentin vornehmen. 

Bereits zuvor wurden große Unterschiede in der Adhäsion an Dentin oder 

Zahnschmelz aufgezeigt [Anderson et al., 1998; Schwendicke et al., 2014a]. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass Probiotika, die kariogene 

Bakterien inhibieren, keine nennenswerte Reduktion der Kariogenität innerhalb 

bikultivierter Biofilme herbeiführen müssen. Im Kontrast dazu sind jedoch die 

Verdrängungskapazitäten relevant. Laboratorische Evaluationsmethoden sollten vor 

einem weiteren Screening von Probiotika im Rahmen des Kariesmanagements 

nach den klinischen Ergebnissen angepasst, etabliert und validiert werden. 
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6 Anhang 
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6.1 Zeitplan Adhäsionsassay 
 

Tag 1:   Pellikelbildung  

Folgende 10 Tage: 11:00 – 11:30 

Tageszeit Medium/Keim Zyklus Bemerkung 

Tag 1 (im Ganzen) Steril-filtrierter 
Speichel* 

 Pellikelbildung 

Folgende 10 Tage:    

07:15 – 7:45 Probiotika** Ab Tag 2 15 Min aktive 
Bespülung, 
02 Min. abpumpen, 
13 Min Ruhe 

07:45 – 08:00 DMM  15 Min aktive 
Bespülung, 
dann abpumpen 

Ruhephase    

11:00 – 11:30 S. mutans*** 1 15 Min. aktive 
Bespülung, 
02 Min. abpumpen 
13 Min. Ruhe 

11:30 – 11:45 DMM****  15 Min. aktive 
Bespülung, 
dann abpumpen 

Ruhephase    

14:00 – 14:30 BHI-S*****  15 Min. aktive 
Bespülung, 
02 Min abpumpen 
13 Min. Ruhe  

14:30 – 14:45 DMM  15 Min. aktive 
Bespülung, 
dann abpumpen 

14:45 – 15:15 S. mutans 2  
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15:15 – 15:30 DMM   

Ruhephase    

17:45 – 18:15 BHI-S   

18:15 – 18:30 DMM   

18:30 – 19:00 S. mutans 3  

19:00 – 19:15 DMM   

Ruhephase    

21:30 – 22:00 BHI-S   

22:00 – 22:15 DMM   

Nachtruhe    

 

 

* Eigenspeichel, steril filtriert 

** Lactobacilllus entsprechend des Assays (LC-11,LA5, F-19, LGG, LR-32, BB 

12, TH-4, BC-30) 

*** Streptococcus mutans ATCC 25175 

**** „Modified defined Mucine Medium“, entspricht künstlichem Speichel 

***** Brain Heart Infusion Bouillon mit 2% Saccharose 
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6.2 Inhaltsstoffe „Modified defined Mucine Medium“ (DMM) 
 

Stoff Bestellnr. Molare 
Masse 
in 
g/Mol 

Konzentration 
in mmol/l 

Ansatz Menge 
in g 

Kalciumchloriddihydra
t 
CaCl2· 3 H2O 

Roth 
5239.2 

147,02 1,0 2 l 0,294 

Magnesiumchlorid- 
Hexahydrat 
MgCl2 · 6 H2O 

Merck 
1.05833.025
0 

203,30 0,2 2 l 0,081 

Kaliumdihydrogen-
phosphat 
KH2PO4 

Merck 
104873 
oder 
Roth 
3904.2 

136,08 0,5 2 l 0,136 

di-Kaliumhydrogen-
phosphat-Trihydrat 
K2HPO4 · 3 H2O 

Merck 
1,05099.025
0 

228,23 0,5 2 l 0,228 

Natriumchlorid 
(Kochsalz) 
NaCl 

Roth 
HN00.1 
oder 
Merck 
1.06404.050
0 

58,44 1,0 2 l 0,117 

Kaliumchlorid 
KCl 

Merck 
1.04936.025
0 

74,55 3,0 2 l 0,447 

Ammoniumchlorid 
NH4Cl 

Merck 
1.01145.050
0 

53,49 0,2 2 l 0,021 

Harnstoff (Urea) 
CH4N2O 

Merck 
1.08488.025
0 

60,06 0,5 2 l 0,060 

Mucin* 
fr. porcine stomach, 
Type III 

Sigma 
M1778 

 2,5 g/l 2 l 5,0 

 

 

* Das Mucin wird mindestens einen Tag vorher in 200 ml Aqua dest. gelöst und 

für eine Stunde unter Rühren auf 80° C erhitzt. 
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6.3 Herstellung-Brain-Heart-Infusion-Bouillon mit Saccharose 
 

Brain Heart Infusion Agar ½ Menge 

Stoff Hersteller Ansatz Menge 

Brain Heart 
Infusion Agar 
(BHI) 

Becton Dickinson 
GmbH; 
Heidelberg, 
Deutschland) 

1 l 18,5 g 

Aqua dest. Aufbereitung in der 
Poliklinik für Mund- 
Kiefer- und 
Zahnheilkunde 
Charité Berlin 

1 l 1 l 

Saccharose  1 l 2% 
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6.4 Brain-Heart-Infusion-Bromkresol 
 

Im Rahmen der Versuche wurde eine Methode zur Unterscheidung der 

probiotischen Stämme von S. mutans entwickelt. 

Dazu wurde Bromkresolgrün (Bromkresolgrün ACS T115 Roth, Karlsruhe, 

Deutschland) (auch Bromkresolblau) in einer Versuchsreihe mit Verdünnungen bei 

der Herstellung von BHI-Agar beigefügt. Eine anschließende Beimpfung mit den im 

Versuch verwendeten Stämmen erfolgte, um visuell eine bestmögliche Auswertung 

zu erzielen. 

Eine geeignete Dosis wurde bei einer Zugabe von 0,1 g Bromkresolgrün auf 100 ml 

BHI-Agar und einer anschließenden Verdünnung auf 101 erzielt. 

 

6.4.1 Vorbereitung des Versuches 
 

Zunächst wurde jeweils auf eine Voll- und eine Halb-BHI-Agarplatte in einem Viertel 

der Platte der jeweilige probiotische Stamm ausgestrichen. In ein Eppendorfgefäß 

wurde eine kleine Spatelspitze des Bromkresolblaupulvers gegeben. Mit einer 

mechanischen Pipette wurde 1 ml der BHI-Bouillon zugegeben und beide Stoffe mit 

Hilfe des mechanischen Rüttlers in ein optisch homogenes Medium überführt. 

Mittels einer Einmal-Pipette wurde in jedes Viertel auf den jeweiligen Kulturausstrich 

ein Tropfen des Mediums gegeben. Die Verteilung erfolgte mit einem Glasspatel. 

Anschließend wurde der Tropfen unter anaeroben Bedingungen für 48 Stunden 

kultiviert. 

 

6.4.2 Versuch und Ergebnis 
 

Zahlreiche Versuchsreihen dienten zur Bestimmung einer geeigneten Anfangsdosis 

für das Bromkresolgrün. Dazu wurden in 100 ml BHI-Agar im flüssigen Zustand bei 

der Herstellung jeweils Bromkresolmengen von 0,1 g, 0,2 g, 0,3 g, 0,4 g und 0,5 g 

beigefügt und beim Gießen der Platten bereits Einschätzungen über den 

Färbungsgrad des Gemisches vorgenommen. Nach Beimpfung mit den 

probiotischen Stämmen (LC-11, FDL, F-19, LGG, LR-32, BB-12, TH-4, BC-30) und 

Streptococcus mutans ATCC 25175 und der anschließenden Kultivierung über 48 

Stunden bei 37° C. in einem CO2-Brutschrank (Thermo SCIENTIFIC, Typ B6420 

Waltham, Massachusetts, USA) wurde eine erste visuelle Beurteilung über die 

Bewertungsmöglichkeiten vorgenommen. Diese führte zu dem Ausschluss der 
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Dosierungen 0,2 g, 0,3 g, 0,4 g und 0,5 g. Mit einer Dosierung von 0,1 g pro 100 ml 

wurden die Verdünnungsreihen bis 1010 vorgenommen, diese dann ausplattiert und 

inokuliert, kultiviert und visuell bewertet. Die Verdünnung 101 wurde als geeignet 

beurteilt. Zur Verifizierung der Nützlichkeit des Bromkresolgrüns für die 

Differenzierung von S. mutans von den probiotischen Kulturen wurden weitere 

Versuche durchgeführt. Die Kompetitionsassays wurden in den jeweiligen Gruppen 

auf dem BHI-Bromkresol-Agar wiederholt. Bei der Inokulation wurden jeweils 0,5 ml 

des Mediums injiziert. Alle Kompetitionstests wurden dupliziert. Zur Validierung der 

Behauptung, den jeweiligen probiotischen Stamm von S. mutans unterscheiden zu 

können, wurden von allen Kulturen jeweils 8 CFU entnommen und einer 

Gramfärbung unterzogen. Die fixierten Kulturen wurden im Anschluss mikroskopiert 

und verifiziert. In der Versuchsreihe war nach weiterer achtundvierzigstündiger 

Kultivierung ein Farbumschlag zu erkennen. Während sich probiotische Stämme 

eher königsblau präsentierten, waren die experimentellen Streptococcus mutans–

Stämme von einem Jade-Tannengrün. Die Auswertung nach der Gramfärbung 

ergab eine Sensitivität und eine Spezifität von 0,86, sie reichten von 0,71 bis 1,00. 
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