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AUC Flache unter der Kurve (engl.: Area Under the Curve)
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1! Einleitung

Kariose Liasionen stellen trotz eines deutlichen Riickgangs der Kariesprivalenz in jiingeren
Altersgruppen in den meisten industrialisierten Lindern wéhrend der letzten Jahrzehnten
(Marthaler, 2004; Petersen! "#! $%&2005; Reich, 2001) ein schwerwiegendes
Gesundheitsproblem dar. Unbehandelte kariose Liasionen bleibender Zihne sind durch das
Bevélkerungswachstum und die Uberalterung der Gesellschaft angestiegen und ziihlen zu den
héaufigsten Erkrankungen weltweit. Sie betreffen 2,5 Milliarden Menschen (Kassebaum!"#!$%&
2017). 2010 betrugen die direkten Behandlungskosten fiir orale Erkrankungen 298 Milliarden
US Dollar und nahmen damit durchschnittlich 4,6 % der globalen Gesundheitsausgaben ein
(Listl!"#!$&2015).

Der Riickgang der Kariesprivalenz in jiingeren Altersgruppen wurde maflgeblich von
praventiven MaBBnahmen wie einer verbesserten Gruppen- und Individualprophylaxe sowie
einem breiten Einsatz von Fluoriden unterstiitzt (Hellwig!"#!$%8013b; Zimmer, 2000). Die
Pravention in Deutschland hat sich seit der Verabschiedung eines Gesetzes zur
Gemeinschaftspravention und individualisierten Prdvention von Kindern und Jugendlichen
1989 entscheidend verdndert (SGB V, 1988). Seit 1989 wird im Auftrag der
Kassenzahnérztlichen Bundesvereinigung vom Institut der Deutschen Zahnérzte im Rahmen
der deutschen Mundgesundheitsstudie (DMS) die Mundgesundheit der Bevolkerung erforscht
und dokumentiert. Die deutsche Mundgesundheitsstudie ermoglicht Riickschliisse auf die
Entwicklung der Mundgesundheit sowie die Bewertung aktualisierter Pridvalenz- und
Trendanalysen oraler Erkrankungen sowie des zahnirztlichen Versorgungsgrades in
Deutschland zwischen 1989 und 2014 (Jordan!"#!$%15). Der Vergleich der erhobenen Daten
zeigt, dass sich die Mundgesundheit der Bevdlkerung in Deutschland — insbesondere bei den
Kindern — signifikant verbessert hat (Jordan! "#! $%&015). Seit der ersten deutschen
Mundgesundheitsstudie im Jahr 1989 in Westdeutschland bzw. 1992 fiir die neuen
Bundesldnder zeigt sich bei Kindern ein Kariesriickgang von 90 %. Der positive Effekt der
Priavention ist mittlerweile bei jlingeren Erwachsenen (35- bis 44- Jihrige) zu erkennen, die
bereits in ihrer Kindheit von der Gruppen- und Individualprophylaxe profitiert haben. In dieser
Altersgruppe zeigt sich eine Verstirkung des 2005 zum ersten Mal beobachteten
Kariesriickgangs, der sich seit 1997 verdreifacht hat (Jordan!"#!$%2X015). Allerdings zeichnet

sich eine Polarisierung des Kariesbefalls bei Kindern und Jugendlichen in schwécheren sozialen
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Schichten ab, so dass sich die gesamte Karieslast nur auf 20 % der Bevolkerung verteilt (Jordan

und Micheelis, 2016).

In Hinblick auf die positiven Ergebnisse der deutschen Mundgesundheitsstudien ist der stetig
steigende Stellenwert, den die prdventive Zahnmedizin in der zahnérztlichen Praxis erreicht
hat, hoch zu bewerten. Der bisher im Fokus stehende kurative Therapieansatz, bereits
entstandene Schidden zu restaurieren, wird zunehmend von priventiven Mallnahmen zur
Vorbeugung ihres Entstehens abgeldst. Fiir eine gezielte und individuelle Kariespravention ist
eine regelmédfBige Bestimmung des individuellen Erkrankungsrisikos ausschlaggebend
(Twetman und Fontana, 2009). Zudem ermdglicht eine frithzeitige Kariesrisikobestimmung
eine zielgerichtete Steuerung und Auswahl entsprechender praventiver Mafinahmen. Dennoch
stellt die Bestimmung des individuellen Kariesrisikos im klinischen Alltag nach wie vor eine
Herausforderung dar. Trotz der Bemiihungen anhand verschiedener Parametern das
Kariesrisiko vorherzusagen, bleibt die bisherige Karieserfahrung des Patienten der genaueste
Einzelparameter und setzt damit vorhergegangene Schidden der Zahnhartsubstanz voraus
(Ewoldsen und Koka, 2010; Mejare! "#! $%&014; Powell, 1998; Raitio! "#! $%&996;
Schwendicke, 2013; Twetman und Fontana, 2009; Zero!"#!$%2&001). Dies verdeutlicht den
Bedarf nach geeigneten Testverfahren, die eine verlédssliche Kariesrisikobestimmung bereits

vor dem ersten Auftreten einer Erkrankung ermoglichen.

In der vorliegenden Studie wurde das Speichelmikrobiom von naturgesunden und an Karies
erkrankten Probanden mittels verschiedener Speicheltests sowie einer
Mikrobiomsequenzierung untersucht und verglichen. Die Evaluation eines neuartigen
Speicheltests  ermoglicht die  Untersuchung und Bewertung des intraoralen
Séurebildungspotentials der Probanden und stellt potentiell eine Erweiterung der bisher
verwendeten Speichelparameter zur Kariesrisikodiagnostik dar. Das Ziel dieser Studie ist daher
die Uberpriifung der Fragestellung, ob Probanden mit einem erhdhten intraoralen
Saurebildungspotential mehr kariespathogene und/oder kariesassoziierte Keime im Speichel

aufweisen als Probanden ohne erhohtes Saurebildungspotential.
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Karies ist die hdufigste Erkrankung der Zahnhartsubstanz. Es handelt sich um eine weit
verbreitete multifaktorielle Erkrankung, die durch das Zusammenspiel potentiell pathogener
Mikroorganismen und potentiell pathogener 6kologischer Faktoren entsteht (Hellwig! "#! $%&
2013a, S. 15).

Willoughby D. Miller legte 1889 mit seine Monografie ,,Die Mikroorganismen der Mundhdhle*
einen der ersten und entscheidenden Grundsteine fiir die mirkobiologische Theorie der
Kariesentstehung. Mit der chemoparasitiren Kariestheorie beschrieb er erstmalig die
Séurebildung von mikroskopischen Lebewesen der Mundflora durch den Abbau von
Kohlenhydraten aus der Nahrung und die daraus resultierende Demineralisierung der
Zahnhartsubstanz. FEinen zweiten Schritt kennzeichnet er durch eine Auflosung des
demineralisierten Dentins, die heute als Protolyse bezeichnet wird (Miller, 1892). Miller riickte
erstmals Mikroorganismen als Verursacher der Karies in den Vordergrund. Der Kariestheorie
von Miller folgten zunéchst die spezifische und unspezifische Plaquehypothese. Die spezifische
Plaquehypothese besagt, dass es sich bei der Karies um eine ,,libertragbare Infektionskrankheit*
handelt, die durch spezifische pathogene Mikroorganismen — vorwiegend '#(")#*+*++,-!
. #$/- aber auch Laktobazillen und " #(")#*+*++,-1*0(1/,- — ausgelost wird (Loesche, 1986).
Die Hypothese wurde von verschiedenen Tierversuchen gestiitzt (Fitzgerald"#1$%I860; Keyes,
1960; Orland!"#!$%K55). Orland "#!$%&)55) stellten fest, dass sich bei keimfrei geziichteten
Ratten trotz der Gabe von kariogener Nahrung keine karidsen Lésionen entwickelten. Die
bedeutende Rolle der Mikroorganismen verdeutlichten sie, in dem sie eine mit Enterokokken
infizierte Ratte mit der Gruppe der keimfreien Ratten zusammenfiihrten. Nach einiger Zeit
konnten die Enterokokken sowie das Auftreten von Karies bei allen Ratten nachgewiesen
werden. Demgegentiiber! steht die wenig spéter entstandene unspezifische Plaquehypothese.
Hierbei werden nicht einzelne spezifische Mikroorganismen als entscheidend fiir die
Kariesaktivitét definiert, sondern die Menge der in der Plaque vorkommenden séurebildenden
und sduretoleranten Mikroorganismen (Beighton, 2005). Diese Aussage wurde von Studien
bestirkt, die zeigen, dass Mutans-Streptokokken nicht immer in der kariesassoziierten Plaque
nachgewiesen werden konnten, hingegen aber auch bei ,kariesfreien* Personen vorkommen
(Aas!"#!$%R008; Takahashi und Nyvad, 2008). Keyes beschiftigte sich 1962 weiterfiihrend

mit dieser Thematik und zeigte durch weitere Tierversuche an Hamstern und Ratten, dass das
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Zusammenspiel von drei Komponenten obligat fiir die Bildung von Karies ist (Keyes, 1962).
Es handelt sich hierbei um folgende Komponenten:

¥ Wirtsorganismus

¥ Mikroorganismen

¥ Substrat
Dieses Prinzip wurde von Konig (1971) durch die Komponente ,,Zeit* als vierter und ebenfalls

obligater Faktor ergéinzt.

-..1012345 "#Schematische Darstellung der Kariesitiologie (Quelle: L.-S. Reissfelder nach Konig, 1971)

Die gegenwirtig am weitesten akzeptierte Theorie zur Atiologie und Pathogenese der Karies
stellt die Okologische Plaquehypothese dar. Sie wurde 1994 von Marsh begriindet und
beschreibt das Auftreten von Karies als einen multifaktoriellen Prozess, bei dem es zu einer
Storung der Homoostase des oralen Mikrobioms kommt (Marsh, 1994). Dabei vereinigt sie die
fritheren Hypothesen in einem Modell, in dem der Zustand oraler Gesundheit als die Balance
(Homdostase) zwischen Wirt und oralen Mikroorganismen angesehen wird. Eine Verschiebung
dieses Gleichgewichts ermoglicht die Entstehung von Karies (Dysbiose). Greift nun etwa der
vermehrte Konsum fermentierbarer Kohlenhydrate — welchen hierbei eine zentrale Rolle
zugeschrieben wird (Zero, 2004) — in das Gleichgewicht ein, werden selektive
Mikroorganismen begiinstigt, die Zucker effizient zu organischen Séuren verstoffwechseln und
den somit sinkenden pH-Wert tolerieren (Marsh, 1994). Durch diese Beobachtungen wurden
die spezifische Plaquehypothese und die Karies als ,,Infektionskrankheit™ immer mehr kritisch
hinterfragt. Die von den Mikroorganismen produzierten organischen Sduren induzieren die
Demineralisation der Zahnhartsubstanz (Van Houte, 1994). Diese zu Beginn reversible
Demineralisation schreitet ohne therapeutische MaBnahmen voran und fiihrt zu einem
progredienten und irreversiblen Verlust der Zahnhartsubstanz. Somit stellt eine zuckerreiche
Erndhrung einen wichtigen pathogenen Faktor fiir die Kariesentstehung dar, dem mit

verschiedenen protektiven Faktoren entgegengewirkt werden kann. Zu diesen zdhlen (1) eine
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gute Mundhygiene des Patienten, die das Wachstum des oralen Biofilms sowie dessen
Stoffwechselaktivitdt limitieren kann, (2) die puffernde Wirkung und der Mineralgehalt des
Speichels, der die Remineralisation der Zahnhartsubstanz fordert sowie (3) eine duBBere Zufuhr
von Fluoriden und Calciumverbindungen, die diese Wirkung verstirkt. Allerdings ist zu
beachten, dass eine Minderung oder ein Wegfall der protektiven Faktoren ebenfalls zu einer
Verschiebung des Gleichgewichts fiihren und somit negative Auswirkungen auf den
Kariesprozess haben kann (Featherstone, 1999). Der Kariesprozess ist folglich ein komplexes
und dynamisches Zusammenspiel aus pathogenen und protektiven Faktoren, die das Auftreten
und das Voranschreiten der Karies bestimmen. Die Kariesprivention zielt daher auf die
Minimierung der pathogenen und eine Unterstiitzung der protektiven Faktoren ab (Meyer-

Liickel und Paris, 2012, S. 74).

"/ 1 0%$9$,'1&2%++%-$3&(4'3

Mikroorganismen besiedeln den Menschen direkt nach der Geburt und werden durch exogene
Ereignisse wie den Kontakt mit den Eltern {ibertragen (K6nonen, 2000). Lange Zeit ging man
davon aus, dass iiber 700 verschiedene bakterielle Spezies die Mundhéhle besiedeln (Aas!"#!$%0&
2005; Paster!"#1$%2006). Allerdings zeigte eine Studie von Keijser "#!$%2008) — durch den
Einsatz des Next Generation Sequencings — dass das gesamte mikrobielle Artenreichtum bei
mindestens 19.000 Phylotypen liegt. Man geht aktuell davon aus, dass die fiir die
Kariesentstehung mit verantwortlichen Mikroorganismen unter anderem ein Teil der
physiologischen Flora sind, die durch die Verschiebung des Gleichgewichts pathogen agieren
(Fejerskov, 2004; Marsh, 2003). Mutans-Streptokokken und Laktobazillen wurden in der
Literatur regelmdBig als relevante Mikroorganismen bei der Kariesentstehung bezeichnet
(Loesche, 1986; Marsh, 1994; Tanzer!"#!$%22001). Im folgenden Abschnitt werden sie daher
néher erldutert.

"B %&'()* +'-./01011.) !

Die Bezeichnung der Mutans-Streptokokken 2'#(")#*+*++,-1. #$/-3 als einer der Leitkeime
erklirt sich durch die Kombination ihrer vielfdltigen Virulenzfaktoren. Sie zdhlen zu der
Gruppe der Viridans-Streptokokken und sind grampositive, fakultativ anaerobe Keime.
Mutans-Streptokokken zdhlen zu den ersten Besiedlern der Zihne nach ihrem Durchbruch
(Catalanotto!"#!$%K75; Tanzer!"#!$%X)01) und sind fiir die Kariesinitiation und -progression

verantwortlich (Loesche, 1986). Die Plaque initial karidser Lésionen weist die hochsten



Einleitung 6

Konzentrationen an Mutans-Streptokokken auf (Duchin und Van Houte, 1978). Mit ihrer
azidogenen Fahigkeit, der schnellen Umwandlung von Zuckern zu Sduren, tragen sie zur
Storung der Homdostase des oralen Mikrobioms bei. Dabei sind die Mutans-Streptokokken in
der Lage, den Zucker deutlich schneller zu verwerten als andere orale Mikroorganismen wie
beispielsweise ' #(")#*+*++,-1-$/4,1- 1" #("#*+*++,4. 1#1-und S5+#1/*.6+"-171-+*- - (Minah
und Loesche, 1977; Onose und Sandham, 1976). Der dadurch entstehende niedrige pH-Wert
fiihrt zu einer Hemmung der Mikroorganismen des gesunden Mikrobioms, wéhrend die
Mutans-Streptokokken das saure Milieu tolerieren (azidurisch) und weiterhin wachsen und
Sauren metabolisieren (Marsh, 2003; Shellis, 2012, S. 25). Mit zunehmender Verfiigbarkeit von
Saccharose wurde eine steigende Konzentration von Mutans-Streptokokken nachgewiesen
(Staat! "#! $%&975). Die Féhigkeit zum Anhaften an Strukturen wie den Zidhnen sowie
untereinander stellt fiir die oralen Mikroorganismen ein zentrale Rolle fiir das Uberleben dar.
Vorwiegend orale Streptokokken sowie die Mutans-Streptokokken besitzen auf ihrer
Zelloberfliche sogenannte Adhésine, die die initiale Anhaftung an die Pellikel der Z&hne
ermoOglichen (Gibbons, 1984). Diese lektindhnlichen Proteine bilden durch eine Rezeptor-
Liganden-Reaktion eine mechanische Verbindung aus (Kolenbrander und London, 1993;
Rosan und Lamont, 2000). Dariiber hinaus synthetisieren Mutans-Streptokokken spezielle
extrazellulire Glucane aus Saccharose. Die Ablagerung dieser Polysaccharide fordert den
Zusammenhalt der Streptokokkenzellen untereinander und ermdglicht es ihnen zu
akkumulieren (Gibbons, 1984; Kolenbrander und London, 1993; Rosan und Lamont, 2000).
"H(")#*+*++,-1-*0(1/ ,- zéhlt ebenfalls zur Mutans-Gruppe der Streptokokken und ist, wenn
auch in geringerer Konzentration, in der kariogenen Plaque zu finden (Shellis, 2012, S. 25).
Mit dhnlichen Eigenschaften wie die Mutans-Streptokokken trdgt er ebenfalls zur
Kariesbildung bei. Allerdings ist '&-*0(1/,- nicht wie diese in der Lage direkt an die Pellikel
zu binden, da er kein Adhésin besitzt, das mit den Speichelkomponenten reagiert (Gibbons!"#!
$%&986). Demzufolge ist die Bindung an die Pellikel geringer und unspezifisch. Hat diese
jedoch stattgefunden kann sich '&-*0(1/,- durch die Bildung von Glucanen in Gegenwart von
Saccharose anreichern (Gibbons!"#!$%&86).

I

"#$#5 2(1'03(4566.)

Die Laktobazillen 28%+#*0$+1%%al8en mehrere Jahrzehnte als die wahrscheinlichsten
Pathogene fiir die Kariesentstehung (Beighton, 2005; Van Houte, 1994). Auch wenn ihre

Bedeutung relativiert wurde, weisen die Laktobazillen ebenfalls wie die Mutans-Streptokokken
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starke azidurische und azidogene Fihigkeiten auf. Beide Mikroorganismen zéhlen zu den
einzigen, die bei pH-Werten von nur 4,5 weiterhin Sduren produzieren konnen, wobei die
Laktobazillen sogar noch unterhalb dieses Wertes zur Sadureproduktion in der Lage sind
(Borgstrom!"#!$%&997). Sie gehoren zur Standortflora des Speichels und sind grampositive,
fakultativ anaerobe Bakterien der Ordnung der Milchsdurebakterien 28$+#*0$+1%% 56 13
der Lage sind, Glukose zu Milchsdure bzw. Laktat zu verstoffwechseln. Milchsdure besitzt
einen pKs-Wert von 3,86 (bei 25 °C) und kann daher die kristalline Struktur der Zdhne stark
schidigen (Ekstrand und Zero, 2012, S. 4). Bereits ab einem pH-Wert < 5,5 kommt es zu Sdure-
Base-Reaktionen zwischen den Séureprotonen und dem Hydroxylapatit und somit einem
Beginn der Demineralisation. Die Laktobazillen kolonisieren die karidsen Lasionen erst nach
den Mutans-Streptokokken (Tanzer! "#! $%&001) und ihre Konzentration steigt mit der
fortschreitenden kariésen Entwicklung der Lasionen an (Hemmens!"#! $%&946), sodass die
Laktobazillen nicht bei der initialen Entstehung sondern bei der Kariesprogression von
Bedeutung zu sein scheinen (Ikeda!"#!$%73; Tanzer!"#!1$%X01). Weiterhin kann die Anzahl
der Laktobazillen als Indikator fiir den Zuckerkonsum und den Kohlenhydratgehalt der
Nahrung des Patienten genutzt werden (Laurisch, 2009, S. 36).

"#$#77 81'5)09:4.") |

Aktinomyzeten — vorwiegend 5+#1/*.6+"-! 71-+*-- — werden mit der Entstehung von
Waurzelkaries in Verbindung gebracht (Ellen!"#!$&1985; Syed!"#!$%&975). Auch wenn sie
ebenfalls in der Lage sind fermentierbare Kohlenhydrate zu verstoffwechseln, sind sie in
geringerem Male sdurebildend und nicht so sduretolerant wie Mutans-Streptokokken (Ellen

und Onose, 1978).

I"51 0%3%$,'%&+7&,4

Der Organisation der oralen Mikroorganismen in der Mundhohle zu Biofilmen kommt bei
oralen Erkrankungen wie auch bei der Atiologie der Karies eine wichtige pathogenetische Rolle
zu. Die strukturierte Ansammlung der Mikroorganismen, die Fihigkeit der Anhaftung
aneinander, an Schleimhduten 2-9"::1/4!-,(;$+"3 und an Zahnoberflichen 2/*/ <9"::1/4!
-,(;$+"3 (Marsh, 2005; Seneviratne! "#! $%&011) sowiec eine hohe Resistenz gegen
antimikrobielle Noxen (Stewart und Costerton, 2001) bieten den Mikroorganismen deutliche
Vorteile gegeniiber einer planktonischen Lebensform und erschweren zudem die therapeutische

Entfernung (Folwaczny und Hickel, 2003).Definiert werden Biofilme als eine strukturierte
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Gemeinschaft von Mikroorganismen, die eingeschlossen in einer selbst produzierten Matrix
aus extrazelluliren polymeren Substanzen sind, und aneinander und/oder an Oberfldchen
bezichungsweise Grenzflichen haften (Costerton!"#!$%&99). Biofilme bestehen neben den
Mikroorganismen zum groflten Teil aus Wasser. Die von den Mikroorganismen selbst
produzierten extrazelluldren polymeren Substanzen bilden in Verbindung mit dem Wasser ein
Hydrogel. Diese schleimige Matrix bietet nicht nur die notwendige Stabilitét fiir den Biofilm,
sondern auch Schutz vor Austrocknung und antibakteriellen Noxen, wie auch die Sicherstellung
eines bestimmten pH-Werts durch das Binden von Kationen (Costerton!"#!$%99; Flemming!
"#1$%2000).Die Biofilme organisieren sich in sogenannten Mikrokolonien, die sich meist aus
zahlreichen unterschiedlichen Spezies der Mikroorganismen zusammensetzen. Diese Kolonien
werden von einem Netzwerk von wasserfiithrenden Kanélen durchzogen, welches einerseits das
Vordringen von Néhrstoffen in die tieferen Schichten und andererseits auch das Ausschleusen
von toxischen Stoffwechselprodukten ermoglicht und die Homoostase innerhalb des Biofilms

aufrecht erhélt (Davey und O'toole, 2000).

Der auf dem Zahnschmelz gebildete Biofilm wird auch als dentale Plaque bezeichnet und
enthdlt mehr als 500 bakterielle Spezies (Foster und Kolenbrander, 2004; Kroes et al., 1999;
Paster et al., 2001). Die sogenannte Pellikel stellt den Ausgangspunkt der Bildung der dentalen
Plaque dar. Schon nach wenigen Sekunden bildet sich auf einer griindlich gereinigten
Zahnoberfldche ein 0,1-1 pm diinner Film: die Pellikel. Sie besteht vorwiegend aus den
Proteinen des Speichels, wie sauren prolinreichen Proteinen, Glykoproteinen, Serumproteinen,
Enzymen und Immunglobulinen (Hannig, 1997), welche aufgrund ihrer Eigenladung
elektrostatisch an die Calciuminonen und Phosphatgruppen des Apatits der Zahnhartsubstanzen
binden (Hay, 1973; Lendenmann et al., 2000). Grundsitzlich hat die Pellikel eine schiitzende
Funktion. Als semipermeable Membran schiitzt sie die Zahnhartsubstanz vor einem Verlust von
Calcium und Phosphat durch eine Reduktion des lonenflusses sowie vor Sdureeinfliissen. Somit
wird die Demineralisation und eine resultierende Kariesentstehung verringert (Zahradnik et al.,
1976). Weiterhin bietet die Pellikel Schutz vor Attritionen und Abrasionen durch eine
Herabsetzung der Friktion. Neben diesen positiven Aspekten bildet sie allerdings den
Ansatzpunkt fiir die Anheftung von Mikroorganismen und somit der Bildung der dentalen
Plaque (Pruitt!"#!$%K69; Van Pelt!"#!$%&83).

Schon nach 3 Minuten konnten die ersten adhdrente Mikroorganismen in der initialen Pellikel

nachgewiesen werden (Hannig!"#! $%2007). Zu diesen sogenannten Pionieren gehdren vor
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allem Streptokokken-Spezies wie '&!-$/4,1/1-, '&*($%1&!. 1#1aber auch Gattungen wie unter
anderem S5+#1/*.6+"/, ="1%%*/"Y9B"/"%%® ("7*#"%Utkl A"1--"(1$sind zu finden (Al-
Ahmad!"#! $%8009; Diaz!"#! $%R006; Li!"#!$%2&004; Nyvad und Kilian, 1987; Rosan und
Lamont, 2000). Eine initiale Adhision der Mikroorganismen findet zunéchst iiber hydrophobe
Wechselwirkungen und elektrostatische Anziehung statt, die in der Regel allerdings nicht fiir
eine Kolonisierung ausreichen. Fiir eine spezifische Adhdsion besitzen die Mikroorganismen —
vor allem die oralen Streptokokken — Adhédsine auf ihrer Zelloberfldche, die eine Interaktion
mit den Rezeptoren der Pellikel vermitteln (Gibbons, 1984; Gibbons, 1989). Nach der
Etablierung der Pionierkeime findet eine Reifung des oralen Zellverbands statt. Diese findet
durch (1) Koadhision (Adhdsion genetisch identischer Spezies), (2) Koaggregation (Anheften
von Mikroorganismen genetisch unterschiedlicher Spezies) und (3) Teilung der bereits
adhirenten Plaque statt (Kolenbrander, 1993). Weitere Mikroorganismen adhédrieren zu einer
mehrschichtigen Ansammlung. Traditionell nimmt das B,-*0$?#"(1,.!/,+%"$#,. dabei eine
besondere Rolle ein, da es als ein Briickenglied sowohl an friihe als auch an spétere Kolonisier
binden kann. Es bietet nachfolgenden Mikroorganismen wie @*()96(*.*/$-! 41/417%$%1-
CH/"("%%$! ;*(-6#9"/-1lund 544("A$#L0$?#"(! $+#L1/*.6+"#".+*. 1#$/-cinen Ansatzpunkt
(Periasamy und Kolenbrander, 2009). Mit zunehmender Dicke des Biofilms iiberwiegen
anaerobe Verhiltnisse, die zu einer Verdnderung der Plaquezusammensetzung von
tiberwiegend grampositiven Kokken hin zu grampositiven und gramnegativen Stdbchen und
zuletzt auch Spirochiten fiihrt. Im Laufe der Zeit gewinnt die Plaque einen immer anaeroberen

Charakter (Loe!"#!$%B65).

Um einen so komplexen Vorgang wie die Bildung des Biofilms und eine Anpassung an die
staindig wechselnden Umgebungsbedingungen zu koordinieren, findet zwischen den
Mikroorganismen eine Kommunikation statt. Das sogenannte ,,quorum sensing* beschreibt den
interzelluldren Informationsaustausch der Mikroorganismen miteinander (Fuqua und
Greenberg, 1998; Fuqua! "#! $%4&994). Es basiert auf einer kontinuierlichen Abgabe von
chemischen Signalmolekiilen, bei der die Regulation der Genexpression das oberste Ziel ist.
Die Konzentration der Signalmolekiile nimmt bei einer zunehmenden Zelldichte zu und
induziert bei Uberschreiten eines Schwellenwertes die Transkription bestimmter Genprodukte

(Juhas!"#!$%3005; Surette!"#!$%E99). So kann eine Anderung des Phinotyps erzielt werden.
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Der Speichel in seiner Gesamtheit bildet ein wichtiges natiirliches Schutzsystem fiir die
Mundschleimhaut und die Zdhne. Er wird von drei groBBen paarigen Mundspeicheldriisen
(Glandulae parotidae, Glandulae submandibulares, Glandulae sublinguales) sowie von den 700
- 1000 (Schiinke!"#!$%2009, S. 191) kleinen solitdren in der Mundschleimhaut (Glandulae
salivariae minores) verstreuten Mundspeicheldriisen produziert (Edgar!"#!$%804). Die tiglich
produzierte Speichelmenge liegt zwischen 0,7 bis 1,5 Liter. Es handelt sich hierbei um einen
Mischspeichel der Sekrete der genannten Driisen, die sich in ihrer Qualitit sowie der Menge
unterscheiden. Der Speichel ist flir das orale Milieu mit seinen vielfdltigen Funktionen
unverzichtbar. Neben der stetigen Befeuchtung der gesamten Mundhdhle und der Nahrung, der
Beeinflussung der Geschmacksempfindung, dem Aufrechterhalten des 6kologischen

Gleichgewichts iibt er viele weitere wichtige und vor allem schiitzende Funktionen aus (Tabelle

1.

5 .

16.70075#Uberschicht iiber die verschiedenen Funktionen des Speichels
8239:/;35 <7:7/0/14:75=>7/?@709;A>;373535
Spiilfunktion (Clearance-Rate) Gesamtfliissigkeit
Pufferung von Sauren Bikarbonat, Phosphat, Proteine
(Re)-Mineralisation Fluorid, Calicum, Phosphat, Statherin, Prolin-reiche Proteine
Benetzung der Mundschleimhaut und der Muzine, Glykoproteine
Zihne
antibakterielle Aktivitéit Antikdrper, Lysozym, Laktoferrin, Laktoperoxidase
Andauung der Nahrung Amylase, Protease

Weiterhin spielt der Speichel als Kofaktor eine wichtige Rolle bei der Kariesentstehung und
kann die drei von Keyes beschriebenen Faktoren (Wirt, Substrat, Mikroorganismen)
beeinflussen (Dodds!"#!$%&05).Der Speichel ist eine komplex zusammengesetzte Flissigkeit,
die zu iiber 99,5 % aus Wasser besteht und deren restlicher Anteil sich in organische und
anorganische Bestandteile aufteilt. In der Mundhohle mischt sich der Speichel mit Plaquefluid,
Sulkusfliissigkeit und zelluldren Bestandteilen wie Leukozyten, Erythrozyten und Epithelzellen
(Konig, 1987).

I

"## <-=()5*>?.1@.*'()A".56.

Die wichtigsten organischen Bestandteile des Speichels sind Proteine, Glykoproteine und

Enzyme, die den Hauptteil mit einer Gesamtmenge von 2 Gramm pro Liter ausmachen (Klimek,
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2007). Eines der wichtigsten Enzyme des Speichels ist die ! -Amylase. Sie sorgt fiir die
hydrolytische Spaltung von Stirke und Glykogen und bildet somit den ersten Teil des
Verdauungsprozesses. Die Enzyme Lysozym, Laktoferrin sowie Laktoperoxidase wirken
antibakteriell, wobei Lysozym die Zellmembran der Bakterien zerstort und Laktoferrin das flir
das Bakterienwachstum notwendige Eisen bindet. Die Laktoperoxidase hingegen {iibt ihre
antibakterielle Wirkung mit Hilfe des Laktoperoxidase-Thiocyanat-Wasserstoffperoxid-
System aus. Das dabei gebildete Hypothiocyanat wirkt gegeniiber Mutans-Streptokokken,
Laktobazillen, Hefen, verschiedenen Anaerobiern und sogar Viren. Die Wirksamkeit wird
allerdings von der Konzentration beeinflusst (Carlsson, 1980; Klimek, 2007). Das Glykoprotein
Muzin ist fiir die Viskositit des Speichels verantwortlich. Die Muzine bilden eine schiitzende
Schleimschicht, die das Epithel der Mundschleimhaut vor mechanischen Schiden wie auch vor
dem Eindringen von Bakterien und Viren schiitzt. Weiterhin bilden sie einen Grofteil des
Pellikels (Hellwig! "#! $%&013a, S. 11; 30). Der Speichel gehort dariiber hinaus auch zur
korpereigenen Abwehr. Im Speichel kommen vor allem das sezernierte Immunglobulin A,
Immunglobulin G und M vor. Das sekretorisches IgA hemmt die Adhésion von Bakterien und
IgG und IgM steigern die Phagozytose (Klimek, 2007). Ein hervorzuhebendes Phospholipiden
ist das Statherin. Die Statherine sind tyrosinreiche Peptide, die indirekt eine wichtige Rolle im
Kariesprozess spielen. Sie beeinflussen die Anheftung von Mikroorganismen an der Pellikel
und hemmen durch ihre Phosphorinsequenz — die sehr stark an Calcium bindet — die Ausfallung
sowie das Wachstum von Calciumphosphaten. Somit tragen sie zu einer Ubersittigung des
Speichels mit diesen Ionen bei (Moreno!"#!$%&79). Saure prolinreiche Glykoproteine haben
eine dhnliche Wirkung (Ko6nig, 1987; Moreno!"#!$%&79).

1.4.1.1! Speichelmikrobiom

Im Speichel finden sich zwischen 10 und 108 Bakterien pro Milliliter, die in einem
Durchschnittswert 1,4 x 10¢Bakterien pro Milliliter betragen (Lazarevic! "#! $%&010a;
Richardson und Jones, 1958). Lazarevic "#!$%®&010a) fanden in ihrer Ubersichtsstudie sieben
Hauptphyla, die in allen beriicksichtigten Studien gefunden wurden (Keijser! "#! $%&008;
Lazarevic! "#! $%8&010b; Nasidze! "#! $%&009; Zaura! "#! $%=2009). Diese teilten sie in drei
Hauptkategorien ein: (1) B1(.1+,#"-D!@ (*#"*0$+#"(1$D!ES+#"(*uld'5+#1*/0$+#" (1% men
sehr héufig vor (> 6 %), (2) CFGund B,-*0$+#"(1$waren mafBig haufig (0,5 - 3,7 %) und (3)
1(*+9$"#"- hatten das geringste Vorkommen (0,022 - 0,34 %). Diese Erkenntnisse decken

sich auch mit einer neueren Studie aus dem Jahr 2016, die ebenfalls die gleichen fiinf
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dominierenden Hauptphyla feststellten: BL1(.1+#"-D! @(*#"*0$+#"(1$D! 5+#1*/0$+#"(1$D!
E$+#"(*1:'#"- und B,-*0$+#"(1$ Streptokokken, eine Gattung der B1(.1+,#"- sind dabei eine
der haufigsten aeroben Gattungen, die im Speichel gefunden wurden und machen ca. 80 % der
B1(.1+,#"-aus (Leake!"#!$%B016). Das orale Mikrobiom besteht aus verschiedenen Nischen.
Diese setzen sich aus abschilfernden weichen Oberflachen 2-9"::1/4!-,(;$+"3 — bukkale und
palatinale Schleimhéute und dem Zungenriicken —, nicht abschilfernden Zahnoberfldchen 2/*/ <
-9"::1/41 - ,(;$+"3 - supra- und subgingivale Plaque — und dem Speichel zusammen. Die
Diversitit und der Artenreichtum unterscheiden sich zwischen diesen Nischen und zeigen
Unterschiede zwischen Speichel und supragingivaler Plaque (Ren!"#1$%&017; Shi!"#1$%X018;
Xu!"#!$%Z015). Dabei weist das mukosale Mikrobiom die geringste und die Zahnplaque die
hochste Vielfalt auf, wiahrend sich der Speichel zwischen beiden einreiht (Huttenhower!"#!$%&
2012; Keijser!"#!$%X08; Ren!"#!$% X 17). Die vorherrschenden Phlya im Speichel sind dabei
B1(.1+,#"- (Gattung '#(")#*+*++,- und Veillonella) und E$+#"(*1:"#"-(Gattung @ ("7*#"%%$
wihrend in der supragingivalen Plaque BL1(.1+#"- und 5+#1/*0$+#"(1$(Gattung
H*(6/"0$+#"(1,. und 5+#1/*.6+"-) wie auch B,-*0$ +$#"(18ominieren (Keijser!"#!$%3008;
Shil"#!$%2018). Studien zeigen, dass die supragingivale Plaque gleichméaBiger verteilt ist als
das Mikrobiom des Speichels, welches wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist, dass sich das
Plaquemikrobiom auf einer nicht abschilfernden Zahnoberflache akkumuliert und im Vergleich
zum Speichel somit Zeit hat sich zu einer gleichméfigen und komplexen Gemeinschaft zu
entwickeln (Ren! "#! $%&017;, Xu! "#! $%&015). Die flieBende FEigenschaft des
Speichelmikrobioms hingegen ist dynamischer als die der Plaque. Fabian "#!$%8008) stellten
die Hypothese auf, dass Mikroorganismen, die an den Zihnen und der Zunge haften,
kontinuierlich in die Speichelfliissigkeit abgegeben werden, sowie dass Mikroorganismen, die
sich den Zahnfleischtaschen befinden, stindig durch die Zahnfleischspaltfliissigkeit in den
Speichel gespiilt werden. Demnach ist der Speichel ein Reservoir und ein Fingerabdruck des
gesamten oralen Mikrobioms. Gleichwohl die oben genannten Ergebnisse die unterschiedliche
mikrobielle Vielfalt zwischen Speichel und supragingivaler Plaque darlegen, zeigt sich in den
Ergebnissen von Shi "#!$%&018), dass das Speichelmikrobiom positive Assoziationen mit dem
supragingivalen Mikrobiom aufweist. Die Assoziationen legen nahe, dass Speichelproben zur

Uberwachung des supragingivalen Mikrobioms geeignet sein konnen.
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Die wichtigsten anorganischen Bestandteile sind Natrium, Kalium, Calicum, Phosphat,
Chlorid, Magnesium, Hygrogenkarbonat und Fluorid, deren Konzentration stark von der
Sekretionsrate beeinflusst wird. Der Speichel besitzt drei Puffersysteme: (1) Bikarbonat-Puffer,
(2) Phosphat-Puffer und (3) Proteinpuffer. Gerade in der Mundhohle kommt es durch die
staindige Nahrungsaufnahme zu groflen Schwankungen des pH-Wertes. Der pH-Wert des
Speichels liegt im Ruhezustand zwischen 6,5 — 6,9 und bei der Stimulation zwischen 7,0 — 7,5
(Ericsson, 1959). Die Puffersysteme miissen also in der Lage sein, kurzzeitig einen pH-Bereich
vorwiegend im leicht sauren Milieu von 5 bis 7 abzudecken, da es bei einem Abfall des pH-
Wertes unter 5,7 in Zusammenspiel mit anderen ungiinstigen Faktoren zu Demineralisierung
oder Erosionen des Schmelzes kommt (Konig, 1987). Der Bikarbonat-Puffer spielt bei der
Neutralisation von Sduren in der Mundhdhle die wichtigste Rolle und somit auch wihrend einer
kariogenen Attacke (Dawes, 1969; Dawes, 1996; Hellwig!"#!$% &) 13a).!Das pH-Optimum des
Puffers liegt bei einem pH-Wert von 6,1 und ist somit giinstig fiir die Abwehr von
Saureangriffen. Der Pufferbereich erstreckt sich von 5,1 bis 7,1.Der Phosphatpuffer spielt bei
der Pufferung von Séuren eine geringere Rolle. Er hat eine wichtigere Bedeutung zu den Ruhe-
und Remineralisationszeiten, da er zu einer Ubersittigung der Zahnumgebung mit
Hydroxylapatit nach einer Demineralisation beitrigt (Hellwig!"#!$%i®13a). Sein pH-Optimum
liegt bei 7,1 und der Pufferbereich reicht von 6,1 bis 8,1. Das System des Proteinpuffers wurde
bisher nur wenig untersucht. Einige Autoren gehen jedoch davon aus, dass die Wirkung des
Puffers aufgrund der geringen Proteinkonzentration im Speichel und nur weniger vorhandener
Aminosduren mit sauren oder basischen Seitenketten, zu vernachléssigen ist (Dawes, 1996;

Ericsson, 1959).

I"=1 #$%8&'(%&(&2+>'(*&4473-

Fiir eine gezielte und individuelle Kariespriavention ist die Bestimmung des individuellen
Erkrankungsrisikos essentiell und ermoglicht eine gezielte Auswahl priaventiver Mafinahmen
(Twetman und Fontana, 2009). Dabei verfolgt die Kariesrisikobestimmung das Ziel, schon vor
dem Auftreten beziehungsweise des Entstehens eines Schadens das Risiko zu erkennen und mit
geeigneten Maflnahmen frithzeitig zu reagieren. Somit wird nicht die Karies an sich behandelt,
sondern das Risiko modifiziert und eine Erkrankung moglicherweise vorzeitig verhindert
(Laurisch, 2011). Das Kariesrisiko definiert sich durch die Wahrscheinlichkeit mit der ein

Mensch in einem festgelegten Zeitraum neue kariose Lésionen entwickelt. Hierfiir ist
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Voraussetzung, dass die Exposition mit beeinflussenden Faktoren in diesem Zeitraum stabil
bleibt (Fontana und Zero, 2006; Hausen!"#!$%%&994). Entsprechend des multifaktoriellen und
dynamischen Prozesses der Kariesdtiologie gibt es verschiedene Ansatzpunkte und somit
verschiedene Parameter, die zur Prognose des Kariesrisikos herangezogen werden konnen. Als
allgemeine Einflussfaktoren auf das individuelle Kariesrisiko kdnnen grundsétzlich folgende
Gruppen differenziert werden: (1) zahnbezogene, (2) patientenbezogene und (3)
behandlerbezogene Einflussfaktoren. Zahnbezogene Faktoren kdnnen etwa Zahnform, -
stellung und -struktur umfassen, wahrend die behandlerbezogenen Faktoren von der
Philosophie des jeweiligen Behandlers und der Qualitit der restaurativen Versorgungen
abhingen konnen. Patientenbezogene Faktoren stellen die groBte Gruppe dar. Darunter lassen
sich etwa folgende FEinflussfaktoren zusammenfassen: Bruxismus/Knirschen, Art und
Haufigkeit der hduslichen Zahnpflege (Abrasion), Antibiotikagabe wihrend der Zahnbildung,
Adhérenz/Compliance sowie die Erndhrung. Bei der Erndhrung spielen vorwiegend die
Kariogenitit der Nahrungsmittel aber auch die Hiufigkeit der Aufnahmen und die
Verweildauer von zuckerhaltigen Nahrungsmitteln in der Mundhdhle eine wichtige Rolle
(Gustafsson!"#!$%®54; Imfeld, 1977; Scheinin!"#!$%K75; Zimmer, 2000). Auch eventuelle
Komorbititen der Patienten konnen das jeweilige Kariesrisiko beeinflussen. Systemische
Erkrankungen sowie erforderliche Medikationen konnen Einfluss auf das orale Mikrobiom, den
Speichel sowie die manuellen Fahigkeiten haben. Eine Radiation im Kopf-Hals-Bereich kann
zu Strahlenkaries fithren. Bei Senioren und Patienten mit besonderen Erfordernissen, die auf
Pflegepersonal angewiesen sind, beeinflussen selbst diese das Kariesrisiko.
Grundsitzlich sollte die Begrifflichkeit des Risikofaktors und des Risikoindikators beachtet
werden. Bei einem Risikofaktor handelt es sich um einen umweltbezogenen,
verhaltensbedingten oder biologischen Faktor, der eine essentielle Rolle bei der Entwicklung
der Karies spielt. Er stellt einen Teil der Kausalkette dar und erhoht bei seinem Vorkommen
beziehungsweise verringert bei seiner Abwesenheit das Erkrankungsrisiko (Beck, 1998;
Twetman und Fontana, 2009). Allerdings sollte bei dieser Definition beachtet werden, dass eine
Exposition des Risikofaktors schon bevor es zu einem Ergebnis — der Krankheit — gekommen
ist, bestanden haben muss. Somit sind fiir den sicheren Nachweis von Risikofaktoren
prospektive Studien notwendig. Dies bedeutet weiterhin, dass in einer Querschnittstudie oder
einer retrospektiven Studie kein Nachweis eines Risikofaktors erbracht werden kann. Es wird
dann von einem Risikoindikator gesprochen, der einen potentiellen Risikofaktor darstellt

konnte (Beck, 1998; Burt, 2005).
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Eine weitere Begrifflichkeit in diesem Zusammenhang ist der Risikopradiktor beziehungsweise
Risikomarker. Es handelt sich um einen Parameter, der mit einem erhohten Krankheitsrisiko
verbunden ist, jedoch nicht einen Teil der Kausalkette bildet. In der Regel handelt es sich um
Nebenprodukte der Kausalkette — meist als Risikomarker — oder Ereignisse, wie beispielsweise
eine erhohte Anzahl an fehlenden Zahnen oder das bisherige Kariesvorkommen. Somit sind
diese Parameter niitzlich, um eine mdgliche Gefahrdung des Patienten festzustellen, aber nicht
um eine geeignete Intervention zu bestimmen (Beck, 1998).
Die bisherige Karieserfahrung ist bis heute, trotz der Bemiihungen mit verschiedenen
Parametern das Kariesrisiko vorherzusagen, der genaueste Einzelparameter fiir ein zukiinftiges
Kariesvorkommen (Ewoldsen und Koka, 2010; Heinrich-Weltzien et al., 1998, S. 189; Mejare
etal., 2014; Powell, 1998; Raitio et al., 1996; Schwendicke, 2013; Twetman und Fontana, 2009;
Zero et al., 2001). Sie fasst die Gesamtauswirkung aller Risikofaktoren zusammen, denen der
Patient ausgesetzt war. Da es hierbei jedoch bereits zu Schdden der Zahnhartsubstanz
gekommen ist, kommt dieses Verfahren fiir eine frithzeitige Erkennung (Seppd und Hausen,
1988) und einer entsprechenden Prophylaxe zu spédt und begrenzt die Brauchbarkeit des
Préadiktors bei kariesfreien Patienten — insbesondere Kindern (Heinrich-Weltzien et al., 1998,
S. 191). Das Vorkommen von initial kariésen Lésionen hat ebenfalls ein bemerkenswertes
Vorhersagepotential und stellt einen zuverldssigen Pradiktor des Kariesrisikos in beiden
Dentitionen dar (Klock und Krasse, 1979; Seppéd und Hausen, 1988; Steiner et al., 1992). Fiir
die Kariesrisikobestimmung werden weitere Parameter beriicksichtigt.
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Allgemein sollten — wie auch bei anderen Testverfahren — die Diagnostikmethoden zur
Kariesrisikobestimmung eine hohe diagnostische Giite aufweisen. Diese wird vor allem durch
die Validitit (Giiltigkeit) und Reproduzierbarkeit des Verfahrens beschrieben. Die Validitdt
beschreibt dabei die Genauigkeit, mit der eine Risikoprognose erfolgt und wird mittels der
Parameter Spezifitdit und Sensitivitit angegeben. Die Spezifitit bezeichnet die
Wahrscheinlichkeit, mit der ein diagnostischer Test einen Gesunden als gesund einstuft und die
Sensitivitdt die Wahrscheinlichkeit, mit der ein diagnostischer Test einen Kranken als krank
diagnostiziert (Zimmer!"#!$%X008). Beide Werte werden in Prozent angegeben. Nach Stamm
"#1$%&092) sollte fiir ein funktionierendes Modell zur Kariesvorhersage die Sensitivitit 75 %

oder hoher und die Spezifitit wenigstens 85 % betragen. Daher empfiehlt sich fiir ein
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aussagekriftiges Modell zur Kariesrisikobestimmung, dass diese beiden Parameter in

Kombination 160 % ergeben.

1.5.1.1! Klinische Parameter

Die Deutsche Arbeitsgemeinschaft flir Jugendzahnpflege (DAJ) hat entsprechend der
bisherigen Karieserfahrung Kriterien zur Erkennung des Kariesrisiko fiir Kinder bis 12 Jahren
angegeben. Dabei wurden altersspezifisch bestimmte dmf-t-/DMF-T/S-Werte als Grenzwerte
festgelegt, oberhalb der ein erhdhtes Kariesrisiko vorliegt (Tabelle 2). Eine Bestimmung des
Kariesrisikos von bisher kariesfreien Kindern ist hierbei allerdings nicht mdglich. Der dmf-t-
/DMF-T/S-Index gibt die Anzahl an karidsen (engl.: Decayed), fehlenden (engl.: Missing) und
gefiillten (engl.: Filled) Zdhnen (engl.: Tooth) beziehungsweise Zahnoberflichen (engl.:
Surfaces) an und ist seit Jahrzehnten ein weltweit verwendeter und vergleichbarer Messwert.
Zwar gibt der DMF-T-Index Auskunft iiber den vorangegangenen Zerstorungsgrad der Zéhne,
dieser muss allerdings nicht in Zusammenhang mit der bisherigen Karieserfahrung stehen
(Laurisch, 2009, S. 23). Die Friiherkennungsuntersuchung (FU) fiir 2- bis 6-jdhrige Kinder

basiert ebenfalls auf der Definition der Kariesrisikobestimmung der DAJ.

16.7007%#Bestimmung von Kindern mit hohem Kariesrisiko im Rahmen der gruppenprophylaktischen Reihen-
untersuchungen nach den Kriterien der Deutschen Arbeitsgemeinschaft fiir Jugendzahnpflege (DAJ, Stand 2012)

-0:7B5 1ACDEFG8DE=331317b

Bis 3 Jahre nicht kariesfrei, dmf-t > 0

4 Jahre dmf-t>2

5 Jahre dmf-t >4

6 bis 7 Jahre dmf-t, DMF-T > 5 oder DT > 0

8 bis 9 Jahre dmf-t, DMF-T > 7 oder DT > 2

10 bis 12 Jahre DMF-S > 0 an Approximal- und Glattflichen

Mit der Dentoprog-Methode entwickelte in den 1990er Jahren die Schweizer Arbeitsgruppe um
Marthaler (1991; 1990) eine Methode zur Friitherkennung von kariesgefihrdenden Kindern.
Hierbei wurde erstmals die Gesundheit als ein Priadiktor verwendet. In einer vierjdhrigen
Léangsschnittstudie wurden verschiedene mogliche Priadiktoren erhoben und ermittelt in
welcher Kombination die beste Vorhersage fiir den spiter eingetretenen Karieszuwachs
getroffen werden konnte. Bei der Methode werden daher die Anzahl der gesunden
Milchmolaren sowie die verfarbten Fissuren und Initialldsionen ,,white spots* an oralen und

vestibuldren Glattflachen der ersten bleibenden Molaren einbezogen und altersspezifisch in
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einer mathematischen Formel angegeben. Fiir eine einfache Handhabung wurde ein Schieber
entwickelt, bei dem die klinisch erhobenen Parameter angegeben werden und das Risiko
abgelesen werden kann. Ein Dentoprog-Wert von 0 bedeutet ein minimales Risiko und der
Maximalwert von 100 %  zeigt ein  hohes Karieserkrankungsrisiko  an.
Die Dentoprog-Methode hat eine Sensitivitdt von 70 % und eine Spezifitit von 77 % (Zimmer,
2012). Der Nachteil des Verfahrens beruht auf seiner Beschrankung auf Kinder im Alter von 6
bis 12 Jahren.

Das Cariogram ist ein computerbasiertes Modell, das die Interpretation biologischer Daten und
deren Interaktion erleichtert und das individuelle Kariesrisiko des Patienten graphisch in einem
Tortendiagramm darstellt. Es vereint viele pridiktorische Faktoren gleichzeitig und wird somit
der Karies als multifaktorieller Prozess gerecht. Die Faktoren — vorwiegend biologische
Faktoren — werden mittels eines Algorithmus, der sie entsprechend gewichtet, ausgewertet.
Wobei diese Gewichtung aufgrund fehlender valider Kriterien kritisch diskutiert wird (Celik!"#!
$%&012; Giacaman! "#! $%&013). Dariiber hinaus driickt das Cariogram das Ausmal} der
einzelnen &tiologischen Faktoren aus, die individuell das Kariesrisiko des Patienten
mitbestimmen und ermdglicht so die Mdglichkeit gezielte Strategien auszuwihlen (Bratthall

und Hénsel Petersson, 2005).

Die prédiktorischen Faktoren werden in vier Bereiche des Tortendiagramms zusammengetfasst
(Abbildung 2):
¥, Bacteria® (deut.: Bakterien) — roter Bereich
Kombination aus Plaquemenge und der Konzentration von Mutans-Streptokokken im
Speichel
¥ Diet” (deut.: Erndhung) — dunkelblauer Bereich
Kombination der Erndhrungsqualitét (Zuckermenge) und der
Erndhrungsgewohnheiten (Zuckerfrequenz)
¥ Susceptibility (deut.: Anfidlligkeit / Empfinglichkeit) — hellblauer Bereich
Kombination der Fluoridanwendung, der Speichelsekretion und der Speichel-
Pufferkapazitit
¥ | Circumstances® (deut.: Begleitumstinde) — gelber Bereich

Kombination der Karieserfahrung und der vorhandenen Allgemeinerkrankungen
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Ein fiinfter Bereich ,,Chance of avoiding caries* (griiner Bereich) beschreibt die Chance, das
Vorkommen von Karies zu vermeiden und dementsprechend im Umkehrschluss das

Kariesrisiko (Bratthall und Hénsel Petersson, 2005)
5

Caries relevant factors

. Caries experience 2 0-3

m Chance of avoiding
caries Related diseases 0 0-3
mDiet Diet contents 3 0-3
Diet frequency 3 0-3
W Bacteria Plaque amount 2 03
. Mutans streptococci 2 0-3

Susceptibility

Fluoride program 2 0-3
Circumstances Saliva secretion 0 0-3
Buffer capacity 1 0-3
Clin. judgement 1 0-3

-..1012345 $#Beispiel einer Analyse mittels des Cariograms, welches ein hohes Kariesrisiko anzeigt, da die
,»Chance of avoiding caries* nur bei 13 % liegt (Quelle: L.-S. Reissfelder nach Bratthall und Hénsel Petersson,
2005)

Mit dem Plaque Formation Rate Index (PFRI, deut.: Index der Plaquebildungsrate) verfolgte
Axelsson (1990; 1991) einen anderen Weg zur Kariesrisikobestimmung. Der PFRI beschreibt
die Geschwindigkeit mit der sich Plaque an einer 24 Stunden zuvor professionell gereinigten
Zahnoberfldche bildet. Dafiir wird die Plaqueentstehung an sechs definierten Stellen des Zahnes
mit Ausnahme der Kauflache (bukkal, mesio- und disto-bukkal, oral, mesio- und disto-oral)
beurteilt und in folgender Einteilung zusammengefasst (Tabelle 3). Das Vorliegen des Grades

III, IV oder V weist auf ein erhohtes Kariesrisiko hin (Axelsson, 1990; Axelsson, 1991).

5
16.70075%#PFRI-Einteilung in 5 Gruppen

JB615 K8LH5/354
I 1-10

I 11-20

11 21-30

v 31-40

v >40

Fiir eine verbesserte Vorhersage erginzte Axelsson (1994) seine Methode um die Bestimmung

der Anzahl von Mutans-Streptokokken.
5
5
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16.70078#Schema zur Bewertung des Mutans-Streptokokken-Tests

JB61% -3N6@05GB3@:B7>:;9;9973%

0 negativ

1 < 0,5 Millionen Keime pro ml Speichel
2 > 0,5 Millionen Keime pro ml Speichel

Aus der Kombination beider Tests ergibt sich ein Schema zur Kariesvorhersage und Einteilung
der Patienten in Risikogruppen (Abbildung 3). Patienten, bei denen keine Mutans-
Streptokokken nachgewiesen wurden, wurde nach Axelsson ein niedriges Kariesrisiko
zugeordnet. Beim Nachweis von Mutans-Streptokokken stellen Grad I-II ein niedriges und
Grad III-V ein mittleres Risiko dar. Bei einer Kombination des fiinften PFRI-Grads mit einem

hohen Vorkommen an Mutans-Streptokokken wurde ein hohes Kariesrisiko angenommen.

SM/ml PFRI-Grad
I I 1] IV und V
0 kein Risiko 25%

<0,5

T niedriges mittleres
Millionen Risiko Risiko 20%

50%

>0,5 hohes

- Risiko
Millionen 5%

-../012345 % Kombination des PFRI-Tests mit der Anzahl der Mutans-Streptokokken pro Milliliter Speichel

(SM/ml) zur Bestimmung eines individuellen Kariesrisikos (Quelle: L.-S. Reissfelder nach Axelsson, 1990)
5

1.5.1.2! Nichtbakterielle Speichelparameter

Als nichtbakterielle Speichelparameter im Rahmen der Kariesrisikobestimmung werden in der
Regel quantitative und qualitative Parameter wie die Speichelflussrate, die Pufferkapazitét und
der pH-Wert bestimmt. Ein stimulierter Speichelfluss hat nach dem Modell von Dawes eine
Auswirkung auf die Clearance des Speichels und verdiinnt und entfernt somit kariogene und
saure Bestandteile aus der Mundhdhle (Dawes, 1983). Auch wenn Studien zeigten, dass es bei
einer pathologisch bedingten chronisch niedrigen Speichelflussrate zu einer drastischen
Erh6hung des Kariesvorkommens kommt (Dreizen!"#!$%&)77) und diese somit einen starken
Indikator fiir ein erhohtes Kariesrisiko darstellt, konnten im Umkehrschluss nur extrem niedrige
Werte fiir den Zusammenhang der Speichelflussrate und Karies ermittelt werden (Dawes, 1998,
S. 152; Shannon und Terry, 1965). Der Parameter einer pathologisch chronisch niedrigen

Speichelflussrate hat nur eine geringe Sensitivitit von 20 % und eine Spezifitit von 80 %. Daher
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ist es nicht iiberraschend, dass bei gesunden Patienten nur geringe bis keine Vorhersagen
gemacht werden konnen (Leone und Oppenheim, 2001). Fiir die Pufferkapazitit wurde, auch
wenn sie mittels kommerziell erhdltlichen Teststreifen einfach bestimmt werden kann, bislang
keine signifikante Beziehung zum Kariesrisiko gefunden (Alaluusua!"#!$%&90; Scheinin!"#!
$%&992, S. 225; StoBer!"#!$%EBI8). Auch sie weist — wie eine niedrige Speichelflussrate —
bei einer Erniedrigung gleiche Werte fiir die Sensitivitdt und Spezifitdt auf (Leone und
Oppenheim, 2001). Fiir den Speichel-pH-Wert konnte ebenfalls keine signifikante Verbindung
zum Kariesrisiko festgestellt werden (StoBer! "#! $%8&998, S. 225). Insbesondere wenn der
Speichel-pH-Wert unabhédngig von der Pufferkapazitit betrachtet wird, erweist er sich als
relativ schlechter Indikator fiir die Kariesrisikobestimmung (Leone und Oppenheim, 2001).
Somit eignen sich die nichtbakteriellen Speichelparameter fiir die Prognose der
Erkrankungswahrscheinlichkeit nur geringfiigig und bediirfen fiir eine bessere Aussagekraft

eine Verkniipfung mit anderen Parametern wie beispielsweise bakteriellen Priadiktoren.

1.5.1.3! Mikrobiologische Parameter

Es wurde nachgewiesen, dass eine positive Korrelation zwischen der Anzahl der Mutans-
Streptokokken sowie der Laktobazillen in der Plaque und dem Speichel besteht. Demnach
spiegelt ein mikrobiologischer Speichelbefund die Situation in der Zahnplaque anndhernd
wider und rechtfertigt den Einsatz von Speicheltests zur Beurteilung der Kariogenitit der
Plaque (Kneist! "#! $%&998a, S. 232; Mundorff! "#! $%&990; Shi! "#! $%&018). Es sind
verschiedene Tests auf dem Markt vorhanden, um kariesassoziierte Keime nachzuweisen.
Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht iiber die kommerziell erhiltlichen Tests zur
Kariesrisikobestimmung. Die Testverfahren zur Kultivierung der bestimmten Leitkeime nutzen
vorgefertigte Nahrbodentriger, wie ein Mitis-Salivarius-Bacitracin-Agar bzw. Rogosaagar fiir
die Routinediagnostik der Mutans-Streptokokken bzw. der Laktobazillen (Gold!"#!$%&973;
Rogosa! "#! $%8&951). Der Mitis-Salivarius-Agar enthdlt Bacitracin, gegen die die Mutans-
Streptokokken eine hohe Resistenz zeigen und somit ihr Nachweis verbessert wird (Gold!"#!$%&
1973). Die Selektivitdt der Laktobazillen wird beim Rogosaagar durch den niedrigen pH-Wert
des Mediums und die Prasenz von Natriumacetat und Ammoniumecitrat bestimmt (Rogosa!"#!
$%&I951). Die ersten kommerziell erhédltlichen Tests um die Leitkeime auch bei der
zahnérztlichen Routinediagnostik nachzuweisen, waren die Tests von Dentocult® (Orion
Diagnostica, Espoo/Finnland). Der Nachweis der Mutans-Streptokokken (Dentocult® SM Strip

Mutans) erfolgt hierbei mit einem Spatel, mit dem die Speichelprobe entnommen und dieser
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anschliefend in einer Néhrlosung aus Mitis-salivarius-Bouillon inkubiert wird (Jensen und
Bratthall, 1989). Beim Dentocult® LB wird eine Speichelprobe auf eine Trigerplatte mit
Rogosaagar gegeben und nach der Inkubation die Anzahl der Laktobazillen abgelesen (Larmas,
1975). Der CRT Bacteria® (Ivoclar Vivadent, Ellwangen) und der CarioCheck® SM/LB plus
(Hain Lifescience, Nehren) vereinfachten die Anwendung durch einen doppelte Triagerplatte
(Dip-Slide-Technik), die eine gleichzeitige Inkubation der beiden Leitkeime ermdglicht
(Zimmer und Seemann, 2000).

Ein weiterer Test zur Kariesrisikodiagnostik ist der biochemische Schnelltest Clinprop: Cario
L-Popo: (3M ESPE, Seefeld). Bei diesem Test handelt es sich nicht um einen reinen
Speicheltest, da die Probeentnahme auf dem Zungenriicken entnommen wird. Im Vordergrund
des Testverfahrens steht der Nachweis von Milchsdure, die von kariogenen Mikroorganismen
nach Aufnahme von Zucker gebildet wird und verantwortlich fiir den Demineralisationsprozess
ist (Van Houte, 1994). Somit beschrinkt sich dieser Test nicht auf die Identifizierung und
Anzahl der kariogenen Mikroorganismen, sondern umfasst auch die Bestimmung der
Milchsédurebildungsrate und  somit deren  Stoffwechselaktivitit. = Eine  erhohte
Stoffwechselaktivitdt kann anhand eines Farbumschlags des Indikatorstibchens abgelesen
werden und soll nach Angaben der Firma mit dem erhdhten Potenzial der Mikroorganismen,

eine Karies zu verursachen, korreliere (3M ESPE, 2003).

5
16.70075#Ubersicht iiber kommerziell erhiltliche Speicheltests zur Kariesrisikodiagnostik (nach Heckl, 2007)

P3:7BO2?@KBB6A7:7B Q63170036A751705!70:05 170:T7BC6@B73 F627B
RQ7BO:7087BS

Pufferkapazitit des Speichels ~ BuffCheck® pH-Wert-Bestimmung Sofort
(Hain Lifescience, Nehren) nach Sdurestimulation
Dentobuff®

(Orion Diagnostica, Espoo/ Finnland)

Pufferkapazitit des Speichels =~ CRT buffer pH-Wert-Bestimmung Sofort
(Ivoclar Vivadent, Ellwangen)

Pufferkapazitit des Speichels =~ Dentocult pH-Wert-Bestimmung Sofort
(Orion Diagnostica, Espoo/ Finnland)

Streptococcus-mutans Dentocult SM Strip mutans, Spatel-Methode 2 Tage
Dentucult SM Site Strips
(Orion Diagnostica,Espoo/Finnland)

Laktobazillen Dentocult LB dip-slide 4 Tage

(Orion Diagnostica, Espoo/ Finnland)
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Streptococcus-mutans CRT bacteria dip-slide, doppelseitig 2 Tage
Laktobazillen (Ivoclar Vivadent, Ellwangen)
Streptococcus-mutans CarioCheck-Plus dip-slide, doppelseitig 2 (-3)
Laktobazillen, (Hain Lifescience, Nehren) Tage
Salivationsrate,
Pufferkapazitit,
Plaquebildungsindex
Streptococcus-mutans, LCL-Karies-Test 2 Phasen: 10
Pufferkapazitit (LCL biokey, Aachen) 1. Gensonde Tage
2.PCR
Glycosyltransferase
Milchsdureaktivitét Clinpro™ Cario L-Pop™ Bestimmung der Laktat-  Sofort
der Bakterie5 (Fa. 3M ESPE, Seefeld) dehydrogenaseaktivitét

Einer Stellungnahme der DGZMK zufolge sind ,,Weder ein einzelner Speicheltest noch die
Gesamtheit der heute kommerziell angebotenen Speicheldiagnostika [...] in der Lage, das
Kariesrisiko einer Einzelperson hinreichend genau vorherzusagen* (Reich und Bdéfmann,
1994). Die Effizienz der Speicheldiagnostik zur Kariesrisikodiagnostik wird bis heute
kontrovers diskutiert. Problematisch ist hier zunichst, dass die meisten Speicheltests haufig nur
einmalig durchgefiihrt werden und die Ergebnisse folglich mit einem hohen Zufallsrisiko
behaftet sind. Zudem stellt die unklare Abgrenzung, ab wann ein erhdhtes Kariesrisiko besteht,
ein Problem dar (Bo6Bmann, 1998, S.158-159; Reich und Bo6Bmann, 1994).
Gleichwohl ist der kariogene Charakter der Mutans-Streptokokken sowie ihre bedeutende Rolle
fir die Kariesinitiation und  -progression nachgewiesen (Loesche, 1986).
Diese Erkenntnis ldsst sich aus folgenden Fakten ableiten: (1) die gehdufte Isolation von
Mutans-Streptokokken aus karidsen Lasionen (Duchin und Van Houte, 1978; Takahashi und
Nyvad, 2008), (2) die durch Mutans-Streptokokken induzierte Kariesbildung bei Tieren nach
Gabe einer saccharosehaltigen Kost (Orland! "#! $%4&955), (3) die stark azidurische und
azidogene Fihigkeit der Mutans-Streptokokken (Hamada und Slade, 1980), sowie (4) ihre
Féhigkeit zum Anhaften an Zahnoberflichen sowie untereinander (Gibbons, 1984;
Kolenbrander und London, 1993; Rosan und Lamont, 2000).
Zudem zeigten verschiedene Studien, dass bei Kindern, die hohe Zahlen an Mutans-
Streptokokken im Speichel aufwiesen, ein hoher Kariesbefall festgestellt wurde (Alaluusua und
Rekonen, 1983; Kneist!"#!$%&98b, S. 201, S. 210; Thenisch!"#! $%&006). Dariiber hinaus
belegt eine Untersuchung zum Cariogram von 2010, dass die Genauigkeit der Kariesvorhersage

beim Verzicht auf die Bestimmung der Anzahl der Mutans-Streptokokken signifikant
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beeintrichtigt wird. Daraus liee sich schlielen, dass die Anzahl der Mutans-Streptokokken der
wichtigste Speichelparameter sei (Petersson! "#! $%&  2010).
Dennoch wird eine absolute Beziehung der Mutans-Streptokokken und der Karies von einigen
neueren Studien in Frage gestellt. Dies liegt darin begriindet, dass Mutans-Streptokokken nicht
in allen Fillen in der kariesassoziierten Plaque nachgewiesen wurden und diese im Gegenzug
auch bei kariesfreien Patienten vorkommen (Aas!"#!$%008; Kleinberg, 2002; Takahashi und
Nyvad, 2008). Aas et al. (2008) zeigten, dass bei 10 % der untersuchten Patienten, die
ausgeprigte karidse Lésionen aufwiesen, keine Konzentrationen von Mutans-Streptokokken
nachgewiesen werden konnten. Bislang stand in der Kariesrisikodiagnostik die Bestimmung
der Art der Mikroorganismen sowie deren Anzahl im Vordergrund. Demnach kann die
Bestimmung des Sdurebildungspotentials der Mikroorganismen in ihrer Gesamtheit wertvolle
Hinweise fiir die Kariesrisikodiagnostik liefern. Aus einem Blickwinkel der 6kologischen
Plaquehypothese stellt diese Vorgehensweise zur Kariesrisikodiagnostik — aufgrund eines
direkten Einflusses auf die Verschiebung der Homdostase — einen interessanten Ansatzpunkt

dar, der noch weiterer Erkenntnisse flir eine verbesserte Bestimmung des Kariesrisikos bedarf.

'@ A&',(*B?3-.C%.9*?C&’
Ziel der vorliegenden Studie ist die Bestimmung des Sdurebildungspotentials im Speichel von
naturgesunden und an Karies erkrankten Probanden im Vergleich zu verschiedenen

kommerziellen Speicheltests sowie der Sequenzierung des Speichelmikrobioms.

"HEA' G:/0'?.*. |
Es wird vermutet, dass Probanden mit einem erhdhten intraoralen Sdurebildungspotential mehr
kariespathogene und kariesassoziierte Keime im Speichel aufweisen als Probanden ohne

erhohtes intraorales Séurebildungspotential.

Als Nullhypothese ergibt sich somit, dass Probanden, die kein erhdhtes intraorales
Séurebildungspotential aufweisen weniger kariespathogene und kariesassoziierte Keime im

Speichel aufweisen als Probanden mit erhohtem intraoralem Séurebildungspotential.
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2! Methoden und Material

/"1 9*?2C&'B"(&-3

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine explorative Pilotstudie, die im Rahmen
einer klinischen kontrollierten — Querschnittsuntersuchung an der Poliklinik fiir
Zahnerhaltungskunde der Klinik fiir Mund-, Zahn- und Kieferkrankheiten am
Universititsklinikum Heidelberg durchgefiihrt wurde. Nach der Vorlage eines positiven
schriftlichen Votums (Kennzeichen S-389 / 2017) der Ethikkommission der Medizinischen
Fakultit Heidelberg am 27.07.2017 (siehe Anhang) wurde mit der Rekrutierung der Probanden
und der Datenerhebung begonnen. Alle zahnmedizinischen Untersuchungen wurden von
derselben Zahnérztin (L-S. Reissfelder) durchgefiihrt und fanden im Zeitraum von Januar 2018
bis April 2019 statt. Die Daten der Probanden sowie alle vertraulichen (Patienten-
)Informationen unterliegen der drztlichen Schweigepflicht, den Bestimmungen des
Bundesdatenschutzgesetzes und wurden seit dem 25. Mai 2018 nach der europdischen
Datenschutz-Grundverordnung besonders geschiitzt (Bewilligung der nachtriglichen
Anderung im Rahmen der DSGVO der Ethikkommission mit einem Amendment vom
11.05.2018 siehe Anhang). Dritten wird kein Einblick in die Probandenunterlagen gewéhrt und
die fiir die statistische Auswertung erforderliche Datenweitergabe wird in einer anonymisierter

Form durchgefiihrt.

I"l 1 D?2(E$<,.C'%.F%+>$3C'3.

Die Studie umfasste zwei Untersuchungsgruppen mit jeweils n = 25 Probanden.
Die Probanden wurden an der Poliklinik fiir Zahnerhaltungskunde der Klinik fiir Mund-. Zahn-
und Kieferkrankheiten am Universitdtsklinikum Heidelberg rekrutiert und umfassten
Patienten/innen, Mitarbeiter/innen und Studierende der Klinik. Die Teilnahme der Probanden
an der Studie war freiwillig und ihre Zustimmung konnte zu jedem Zeitpunkt ohne Angabe von
Griinden zuriickgezogen werden. Nach der Erhebung einer Anamnese und der Durchfiihrung
eines zahnérztlichen Befundes konnten die Probanden den zwei Untersuchungsgruppen
,»Gesund* und ,,Karies* zugeteilt werden. Bei den Probanden der ,,Gesund““-Gruppe handelte
es sich um naturgesunde Patienten, die bislang keinerlei Karieserfahrung aufweisen und bei
denen somit keine invasiven restaurativen zahnmedizinischen Behandlungen aufgrund von
Karies durchgefiihrt wurden. Im Rahmen der Studie sind das Vorhandensein von
individualprophylaktischen konservativen Behandlungen in Form von Fissurenversieglungen

sowie inaktiven initialkaridsen Lésionen keine Ausschlusskriterien. Hierbei wurden allerdings
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strikt zwischen den initialkaridsen Lisionen unterschieden. ,,White spots* mit einer opaken,
kreidigen Oberfliche wurden der aktiven Karies zugeordnet, wihrend ,,white spots* mit einer
intakten, glatten und glinzenden Oberfldche sowie ,,brown spots* als inaktive Karies gewertet
wurden. Eine Rontgendiagnostik wurde bedarfsgerecht und unter Beriicksichtigung einer
rechtfertigenden Indikation durchgefiihrt. Als Vergleichsgruppe wurden fiir die ,,Karies*-

Gruppe Probanden mit mindestens einer aktiven kavitierten Dentinkaries gewdhlt.

Fiir die Studie wurden folgende Ein- und Ausschlusskriterien festgelegt:
$#$H#" H5)*>?6&**1-5'.-8.)

¥ Proband/in ist einwilligungsféhig
Proband/in hat die Einverstidndniserkldrung unterschrieben
Proband/in ist {iber 18 Jahre
Proband/in weist einen DMF-T-Wert = 0 oder (Gruppe ,,Gesund*)

Proband/in weist einen DMF-T-Wert > 0 und eine aktive kavitierte Dentinkaries auf

(Gruppe ,,Karies*)

SHIHBB&**>?6&**1-5".-5.)!
¥ Hyposalivation bedingt durch:

-l Systemische Erkrankungen (Sjogren-Syndrom, Speicheldriisenerkrankungen,
Diabetes mellitus, neurologische Erkrankungen)

-I' Tumore, OPs und /oder Bestrahlungen im Kopf-Hals-Bereich

-I' Psychologische Stérungen

-l Medikamente mit antisialogem Effekt (z.B. Psychopharmaka, Appetitziigler,
blutdrucksenkende Mittel, Antihistaminika, Diuretika, Zytostatika)

-I' Vermindertes Kauvermogen

Einnahme eines Antibiotikums in den letzten 14 Tagen

Verwendung antibakterieller Mundspiilldsungen in den letzten 12 Stunden

Rauchen oder Kaugummi kauen 2 Stunden vor der Untersuchung

Essen oder trinken direkt vor der Untersuchung
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Bei allen Probanden wurde eine standardisierte klinische Untersuchung durchgefiihrt. Die
Untersuchungen beinhalteten neben einer zahnérztlichen Befunderhebung die Durchfiihrung
von Speicheltests und die Probengewinnung zur Mikrobiomsequenzierung. Zu Beginn der
Untersuchung wurden die Probanden in einem Eingangsgesprach miindlich und schriftlich tiber
den Studienablauf, das Ziel der Studie und mogliche Risiken fiir den Probanden aufgeklart. Alle
Probanden hatten eine Einverstindniserklarung unterschrieben.

SHTH" 1(?)I-4'65>?.-1@.D&)A!

Die Erhebung des zahnérztlichen Befundes umfasste eine extra- und intraorale Untersuchung.
Bei der extraoralen Befunderhebung wurden Strukturen auferhalb des Mundraumes wie
Kaumuskulatur, Lymphknoten und Nervenaustrittspunkte beurteilt. Bei der intraoralen
Untersuchung wurde neben der visuellen und taktilen Inspektion der weichen und kndchernen
Gewebe des Mundraumes vorwiegend das Augenmerk auf die Erhebung eines vollstindigen
Zahnstatus gerichtet. Die Erhebung des Zahnstatus umfasste eine Sensibilitits- und
Perkussionspriifung der Zéhne sowie eine systematische Erfassung des Gebisszustandes mit
der Erhebung des DMF-T-Index. Bei der Erhebung des DMF-T-Index wurden nach Klein "#!$%&
(1938) 28 Zihne berticksichtigt und im Fall, dass ein Zahn sowohl eine Restauration als auch
eine kariose Lasion aufwies, wurde die kariose Lision gewertet. Entsprechend des DMF-T-
Index konnten die Probanden bei einem Wert gleich null der naturgesunden Gruppe und bei
einem Wert grofer null der an Karies erkrankten Gruppe zugeteilt werden. Weiterhin wurden
zur Beurteilung von Entziindungen der Gingiva beziehungsweise des Zahnhalteapparats zwei
Sondierungstiefen mesio- und disto-bukkal jedes Zahnes erhoben. Die Stellen, die eine Blutung
als Folge der Sondierung aufwiesen, wurden in Form des ,,Bleeding-on-Probing“-Index
vermerkt. Zur weiteren Einschitzung des moglichen Entziindungsgrads der Gingiva wurde der
Blutungsindex nach Ainamo und Bay (1975) erhoben.!Hierbei werden nach dem Ausstreichen
des Zahnfleischsulkus mit einer genormten Parodontalsonde (WHO-Sonde) die marginalen
Blutungen am Zahnfleischrand an vier Stellen erfasst und dokumentiert. Der Index-Wert kann
durch das Verhéltnis der Anzahl der blutenden Stellen zur Anzahl der insgesamt gemessenen
Stellen errechnet werden. Weiterhin wurde fiir die Erfassung der Anhaftung von Plaque an den
Zahnen der Plaqueindex ,,Plaque Control Record” durchgefiihrt (O'Leary!"#! $%&972). Die
Anférbeldsung Mira-2-Ton' (Hager & Werken GmbH & Co. KG; Duisburg Deutschland)

wurde mittels eines Wattestdbchens nach der Trocknung der Zahne mit dem Luftpuster auf der
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Zahnoberfldche verteilt. Nach dem Ausspiilen wurde die Anfirbung von Plaque am
Zahnfleischrand an vier Stellen des Zahnes abgelesen. Eine lila-blduliche Verfarbung entspricht
dlteren Beldgen, eine rosafarbene Verfirbung jiingeren Beldgen. Der Index wird ebenfalls durch
das Verhéltnis der angefédrbten zu der Gesamtanzahl der Stellen berechnet.

SHTHBK)'.-*&>?&)='A.-1,/.5>?.6/-03.) !

Die Speicheltests wurden mit stimuliertem Speichel durchgefiihrt. Die Probanden kauten fiir
einen Zeitraum von fiinf Minuten und 30 Sekunden auf einem Stiick Paraffin und regten
dadurch die Speichelproduktion an. Der in den ersten 30 Sekunden angefallene Speichel wurde

verworfen und nur der Speichel der folgenden flinf Minuten in einem Messbecher gesammelt.

2.3.2.1! Sekretionsrate
Die iiber den Zeitraum von flinf Minuten gebildete Speichelmenge wurde an der Skalierung des
Messbechers abgelesen. Die Sekretionsrate ergibt sich durch die Division der gewonnenen

Speichelmenge durch den Messzeitraum in ml/min.

2.3.2.2! Pufferkapazitit

Die Pufferkapazitit wurde bei 11 Probanden (G 05- G 14, K 01) mittels des CRT' '(Caries risk
test) buffer Tests (Ivoclar Vivadent; Ellwangen Deutschland) und bei 39 Probanden (G 16 — G
G 21,G23-G30,G32,K02-K06,K08—-K 13, K 15— K 27) mittels des Saliva-Check
BUFFER Tests (GC Germany; Bad Homburg Deutschland) bestimmt. Die Umstellung von
CRT' buffer auf Saliva-Check BUFFER musste stattfinden, da der kommerzielle Vertrieb des
CRT' buffer eingestellt wurde.

CRT' buffer

Fiir die Bestimmung der Pufferkapazitit mittels des CRT' buffer wurde mit einer Einmalpipette
ein Tropfen des stimulierten Speichels auf das Testpolster des Teststreifen appliziert. Um ein
Aufquellen des Testpolsters und somit eine Verfdlschung des Ergebnisses zu vermeiden, wurde
der tiberschiissige Speichel durch einmaliges Abtupfen des Polsters auf einer saugfahigen
Unterlage entfernt. Nach einer Einwirkzeit von fiinf Minuten wurde das Ergebnis anhand der
Verfiarbung des Testpolsters abgelesen (Abbildung 4). Das Testsystem unterscheidet drei

Pufferkapazititen. Ein dunkelblauer Farbumschlag entspricht einem pH-Wert {iber 6 und ein
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griiner Umschlag von zwischen 4,5 — 5,5. Zeigt das Testpolster eine gelbe Farbe entspricht dies

einem pH-Wert von 4 oder weniger.

hoch mittel niedrig

-./012345 & Farbkodierung zur Bestimmung der Pufferkapazitit mittels CRT'  buffer
(Quelle L.-S. Reissfelder nach Ivoclar Vivadent; Ellwangen Deutschland)

Saliva-Check BUFFER
Das Vorgehen beim Saliva-Check BUFFER Tests weicht nur leicht vom bereits beschriebenen

Vorgehen des CRT' buffer ab. Der Teststreifen dieses Tests besteht aus drei Testpolstern. Der
Speichel wurde auf alle drei Polster gleichméBig appliziert und ebenfalls iiberschiissiger
Speichel entfernt. Nach einer Einwirkzeit von nur zwei Minuten wurde das Ergebnis abgelesen.

Das Ergebnis wird in Form folgendes Punktesystem angegeben (Tabelle 6 und 7).

-../012345 " : (A) Saliva-Check BUFFER (GC Germany; Bad Homburg Deutschland), (B) Teststreifen mit drei
Testpolstern (Quelle: L.-S. Reissfelder)

16.7007%#Punktesystem des Saliva-Check BUFFER Tests, das anhand von Farbcodierungen zugeordnet wird

U7BCVB.2% K239:75
grin 4
blaugriin 3
blau 2
blaurot 1

rot 0
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16.7007%#Bestimmung der Pufferkapazitit nach dem Punktesystem. Hierfiir werden die Werte aller drei Felder
des Teststreifens addiert und der Gesamtscore ergibt die Pufferkapazitdt des Speichels

K239:N6@0 K2CC7B96>6N8.V:
10-12 normal bis hoch

6-9 schwach

0-5 sehr schwach

Fiir eine vergleichbare Auswertung wurden die Ergebnisse beider Tests abgeglichen (Tabelle

8).

16.70075#Vergleichstabelle der Ergebnisse des CRT buffer und Saliva-Check BUFFER

WL! ! 52CCTB =60/TBNV@7795<P88)X4.
hoch 10-12

mittel 6-9

niedrig 0-5

2.3.2.3! Bakterientests

CRT' bacteria

Mittels des CRT' 'bacteria (Ivoclar Vivadent; Ellwangen Deutschland) wurden die Keimzahlen
der Mutans-Streptokokken und Laktobazillen der Speichelprobe ermittelt. Der Agartrdger, ein
doppelseitiger Dip-slide, bietet fiir beide Keime jeweils einen selektiven Nédhrboden und somit
die Moglichkeit beide Keime in einem einmaligen Verfahren zu ermitteln. Zur Bestimmung der
Mutans-Streptokokken wird die blaue Agarfliche mit einem Mitis-salivarius-Bacitracin-Agar
genutzt. Dieser enthdlt neben Bacitracin eine Kombination aus Saccharose und einem
Polypeptidantibiotikum, gegen die die Mutans-Streptokokken eine hohe Resistenz zeigen und
somit ihr Nachweis verbessert wird (Gold!"#!$%&73). Bei der hellen Agarflache handelt es
sich um einen Rogosaagar, der die Laktobazillen durch den niedrigen pH-Wert des Mediums

und die Prdsenz von Natriumacetat und Ammoniumcitrat selektiert (Rogosa! "#! $%&951).
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-../012345 (# (A) CRT'?® bacteria. Mitis-salivarius-Bacitracin- Agar zum Nachweis von Mutans-Streptokokken,
(B) Rogosaagar zum Nachweis von Laktobazillen (Quelle: L.-S. Reissfelder)

Vor dem Gebrauch wird der Agartriger aus dem Testrohrchen genommen und die Schutzfolien
werden von den Néhrbdden vorsichtig entfernt. Die beigelegte Natriumhydrogencarbonat-
Tablette wird auf dem Boden des R6hrchens gelegt. Nun kdnnen beide Néhrboden mittels einer
Einmalpipette mit stimuliertem Speichel befeuchtet werden. Durch eine schriage Haltung der
Néhrbdden kann der iiberschiissige Speichel abtropfen. Danach wurde der Agartriger zuriick
in das Testrohrchen gegeben und fiir 48 Stunden in einem Brutschrank bei 37 © Grad Celsius
inkubiert. Anhand einer vom Hersteller gelieferten Vorlage kdnnen die koloniebildenden
Einheiten (CFU, engl.: Colony Forming Units) der Mutans Streptokokken beziehungsweise der
Laktobazillen pro Milliliter Speichel bestimmt werden. Fiir eine prizisere Auswertung wurden

die Beispielbilder einem Score von null bis fiinf zugeordnet.

Mutans Str kokken CFU/ml Speichel

<10° 210°

Score 0 Score 1 Score 2 Score 3 Score 4

-../012345 )# Einteilung der CFU der Mutans-Streptokokken nach einem Score von 0-5 anhand von
Beispielbildern der vorliegenden Studie (Quelle: L.-S. Reissfelder)
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<10° 210°

Score 0 Score 1 Score 2 Score 3 Score 4

-../012345 *#FEinteilung der CFU der Laktobazillen nach einem Score von 0-5 anhand von Beispielbildern
der vorliegenden Studie (Quelle: L.-S. Reissfelder)

2.3.2.4! Neuartige Methode zur Bestimmung der pH-Differenz/ Sdurebildungspotential

Mit dem neuartigen Speicheltest wurde die Ermittlung des Saurebildungspotentials des
Speichels erprobt. Jeweils ein Milliliter des Nahrmediums dieses Tests wurde in einem
Rohrchen kiihlgelagert und vor dem Gebrauch auf Zimmertemperatur erwirmt. Mittels der pH-
Indikatorstibchen MCloropHast® pH 6,5 - 10,0 (Merck KGaA; Darmstadt Deutschland)
wurde der pH-Wert des Speichels gemessen und dokumentiert. Hierfiir wurde das Testpolster
des Indikatorstaibchens mit einem Tropfen stimuliertem Speichel beschickt und der
tiberschiissige Speichel durch das Abtupfen auf einer saugfiahigen Unterlage entfernt. Nach 15
Sekunden wurde der pH-Wert dem  Farbumschlag entsprechend abgelesen.
In einem zweiten Schritt wurde mit einer Einmalspritze ein Milliliter des stimulierten Speichels
in das Ndhrmedium des Tests gegeben, vermischt und das Testréhrchen fiir eine Stunde in
einem Brutschrank bei 37 ° Grad Celsius inkubiert. Nach Ablauf der Stunde wurde jeweils ein
Tropfen der inkubierten Losung auf die zwei Testpolster der pH-Indikatorstdbchen ,,Special
Indicator MCloropHast)® 'pH 5,2 - 7,2 (Merck KGaA; Darmstadt Deutschland) pipettiert. Der
Farbumschlag wurde mittels der vom Hersteller angegebenen Grafik bestimmt und
dokumentiert. Das Saurebildungspotential ergibt sich durch die Differenz des Ausgangs-pH-
Wertes zum pH-Wert der inkubierten Losung. Nach Angabe des Entwicklers bedarf es zur
Feststellung des individuellen Kariesrisikos zusitzlich einen semiquantitativen Nachweis von

Mutans Streptokokken und Laktobazillen (Tabelle 9).
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|

1.09632.0001 100 Test | 1.08543.0001 100 Teste
MColorpHast™ | MColorpHast™
pH-indicator strips (non-bleeding) M pH-indicator strips (non-bleeding) M
pH52-7.2 ] pH 65 -10.0 i
Speci | indicator
for pH measurement in magt m‘;’."z"‘"
(ne déteignant pas)
No contamfination of meat by Tiras indicadoras del pH (no destifien)
soluble components.

No protein error. N
Do not touch the indicator zones. =1

65(68 71 74 77 79 81 83

FEEEEN
A TEEN

-../012345 +# (A) pH-Indikatorstibchen MCloropHastTM pH 6,5 - 10,0 (Merck KGaA; Darmstadt
Deutschland), (B) pH-Wert-Bestimmung des stimulierten Speichels vor Inkubation, (C) pH-Indikatorstdbchen
»Special Indiactor MCloropHastTM pH 5,2 - 7,2 (Merck KGaA; Darmstadt Deutschland), (D) pH-Wert-
Bestimmung der inkubierten Losung (Quelle: L.-S. Reissfelder)

16.70075+# Kategorisierung des Sdurebildungspotentials und der entsprechenden Kariesgefédhrdung in
Abhiéngigkeit der pH-Wert-Differenz des neuartigen Speicheltests. (Quelle: Entwickler)

>QIY7B: > =V2B7./01234% Z6B/7047CV@BB234

F/ICC7B73N >::73:/606

<0,5 gering in Verbindung mit geringer Keimzahl von MS und/oder LB keine
Kariesgefdhrdung

>0,5<1 mittel in Verbindung mit mittlerer bis hoher Keimzahl von MS und/oder
LB erhohte Kariesgefdhrdung

>1 hoch in Verbindung mit hoher Keimzahl von MS und/oder LB hohe
Kariesgefdhrdung

>1,2 extrem hoch sehr hohe Kariesgefahrdung

MS = Mutans-Streptokokken, LB = Laktobazillen

SHTH#HT7%51-035060=5*>7.18&*L.-'&)=

Vor der zahnirztlichen Untersuchung wurde von allen Probanden 2 ml unstimulierter Speichel
fiir eine mikrobiologische Auswertung abgenommen und bis zur Analyse bei -25 ° Celcius
eingefroren. Die Sequenzierung des Mikrobioms des Speichels und somit die Ermittlung der
enthaltenden Mikroorganismen wurden von der Abteilung ,,Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene* des Universitétsklinikum Heidelberg durchgefiihrt. Hierfiir wurde die bakterielle
DNA mittels des QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) extrahiert.

Dabei wurden die Angaben des Herstellers des Kapitels ,,Isolierung genomischer DNA aus
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grampositiven Bakterien®, ,,Anhang D* auf Seite 55 mit teilweisen Modifikationen —wie zuvor
von Boutin "#! $%@&017) beschrieben — befolgt. Die Modifikationen bestanden in der
Verwendung von 180 pL Lysozym (20 mg/mL) wéhrend der ersten Lyse bei 37 °C fiir
30 Minuten, dann wurden 20 pL Proteinase K und 200 pL Puffer AL hinzugefiigt. Um einen
DNA-Abbau zu verhindern wurde nur fiir 10 Minuten und nicht in einem weiteren Schritt fiir
15 Minuten bei 95 © C lysiert. Die DNA-Quantitit und -Qualitdt wurden mit einem NanoDrop
1000 Spektrophotometer analysiert (Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co KG,

Braunschweig, Deutschland).

Fiir die Vorbereitung des Next Generation Sequencing (NGS) wurde die DNA mit universellen
bakteriellen Primern, welche auf die V4-Region des 16S rRNA-Gens (515F un806R aus
(Caporaso!"#!$%2&012)) abzielen, amplifiziert. Jeder Primer wurde mit dem Illumina-Adapter
verbunden und mit einem Barcode versehen, um die Sequenzen den Proben zuordnen zu
konnen. Der PCR-Reaktionsmix enthielt den Q5 High-Fidelity 1X Master Mix (New England
BiolabsGmbH, Deutschland), 0,5 uM jedes Primers, 2 pL. DNA und steriles Wasser fiir ein
Endvolumen von 25 pL. Die thermische Reaktion verlief folgendermaflen: eine erste
Denaturierung bei 94 °C fiir 3 Minuten, 30 Amplifikationszyklen (94 °C fiir 45 Sekunden,
50 °C fiir I Minute und 72 °C fiir 1 Minute 30 Sekunden) und eine abschlieBende Verldngerung
bei 72 °C fiir 10 Minuten (Cycler: Primus 25, Peqlab Biotechnologie GmbH, Deutschland oder
FlexCycler?, Analytik Jena AG, Deutschland). Gleichzeitig wurden Negativkontrollen zur
Kontaminationskontrolle unter Verwendung von sterilem Wasser als Vorlage verarbeitet.
Positivkontrollen wurden auch durch die Verarbeitung von DNA aus einer mock community
(HM-782D, Bei Ressourcen) durchgefiihrt, um die PCR- und Sequenzierungsfehlerrate zu
kontrollieren. Die PCR-Produkte wurden mittels einer Agarose-Gelelektrophorese (2 %) auf
das Vorhandensein von Amplikons untersucht und dann unter Verwendung von Agencourt
AMPure XP Beads (Beckman Coulter, Deutschland) nach Anweisung des Herstellers gereinigt.
Die gereinigten Produkte wurden unter Verwendung von Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA
Assay Kit (ThermoFisher scientific GmbH, Dreieich, Deutschland) und Qiaxcel (QIAGEN
GmbH, Hilden, Deutschland) auf Qualitit und Konzentration gepriift. Die &dquimolare
Mischung aller PCR-Produkte wurde dann auf einem Illumina Miseq Sequenziersystem

sequenziert (2 x 300 Zyklen).
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Zur Analyse der Sequenzen wurden die gepaarten Sequenzen gereinigt und mit dem R-Paket
dada2 zusammengesetzt (Callahan!"#!$%2016). Die Rohsequenzen wurden gefiltert und nach
den folgenden Parametern beschnitten: maximale Mehrdeutigkeit: 0, Anzahl der erwarteten
Fehler fiir jede gelesene Sequenz: 1, abgeschnittene gelesene Sequenzen bei der ersten Instanz
einer Qualitdtsbewertung von weniger als 2. Die Lesevorgdnge wurden dann als Contigs
zusammengefiihrt und mit den Standardparametern auf Chimédren iberpriift. Ribosomale
Sequenzvarianten (RSV) wurden mit Hilfe der Silva-Datenbank (Version 132) der Taxonomie
zugeordnet. Die RSVs, die Eukaryonten, Archae und Chloroplasten zugeordnet werden

konnten, wurden aus der Analyse entfernt.

/'8! 9*$*&(;<'.D?(E'%*?3-

Fiir die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde eine deskriptive Statistik am
Institut fiir Medizinische Biometrie und Informatik des Universititsklinikums Heidelberg und
eine mikrobiologische Statistik von der Abteilung ,,Medizinische Mikrobiologie und Hygiene*
des Universititsklinikums Heidelberg durchgefiihrt.

Die deskriptive Datenanalyse erfolgte mit der Software R, Version 3.6.3 (R Development Core
Team, 2020). Die erhobenen Daten beider Gruppen wurden in einer deskriptiven Tabelle
dargestellt. Diese umfasst den Mittelwert, die Standardabweichung, den Median, 1. und 3.
Quartil sowie die Spannweite kontinuierlicher Variablen und absolute sowie relative
Hiufigkeiten der Kategorien faktorieller Variablen. Fiir die Uberpriifung des Unterschieds der
pH-Differenz, der Scores von Mutans-Streptokokken und Laktobazillen, der Indices GBI und
PCR und der Pufferkapazitidt zwischen den Probandengruppen wurde der Mann-Whitney-U-
Test fiir zwei unabhédngige Stichproben durchgefiihrt. Alle p-Werte sind rein deskriptiv.
Weiterhin wurden zur grafischen Darstellung der Verteilung dieser Variablen Boxplots
angefertigt. Zur Bewertung der diagnostischen Giite wurden Grenzwertoptimierungskurven,
auch ,,Receiver Operating Characteristic*-Kurven (ROC) genannt, erstellt und die ,,Area Under
the Curve® (AUC) berechnet. Die ROC-Kurve und die AUC zeigen, wie gut eine Variable
geeignet ist, zwischen den beiden Gruppen zu unterscheiden. Die AUC liegt zwischen 0 und 1
und Werte > 0,5 sind wiinschenswert. Eine AUC von 1 bedeutet, dass die Variable perfekt

zwischen den beiden Gruppen trennen kann.

Fiir die statistische Analyse der mikrobiologischen Daten wurden deskriptive Indizes wie

Alpha-Diversitit  (Shannon-Index), Richness (Anzahl der beobachteten RSVs),
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GleichméBigkeit (Pielou-Index) und Dominanz (Bergerparker-Index) mit Hilfe des
Paketmikrobioms berechnet. Ein PermaNova Verfahren wurde durchgefiihrt, um die
statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen den Proben der beiden Gruppen zu
bewerten. Weiterhin wurde eine DESeq2-Analyse, um unterschiedlich héufige ribosomale
Sequenzvarianten (RSVs) zwischen den Gruppen nachzuweisen, durchgefiihrt. Die
Korrelationen zwischen den Mikrobiom-Indizes, den relativen Haufigkeiten der RSVs und den
quantitativen klinischen Parametern wurden mit dem Spearman-Korrelationstest berechnet,
und die p-Werte wurden mit der Benjamini-Hochberg-Korrekturmethode angepasst. Alle

statistischen Analysen wurden mit R 3.1.4 durchgefiihrt (R Development Core Team, 2014)
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3! Ergebnisse

511 G'(2%&:*&H".1%-">3&(("

7#"#' MO3()A.) 1066.1'SN

Die gewihlten Probandengruppen (1) naturgesunde Probanden und (2) Probanden mit
mindestens einer aktiv kavitierten Dentinkaries wurden anhand des DMF-T-Werts eingeteilt.
Dementsprechend betrdgt der DMF-T-Wert der naturgesunden Gruppe fiir alle Variablen (D
(T), M (T), F (T)) wie auch insgesamt 0. Fiir die Probanden der Gruppe ,,Karies* tragt dieser
im Mittelwert 13,64 mit einer Standardabweichung von + 6,08. Hierbei nimmt die Variable F
(T) (,,Filled*) — welche die gefiillten Zdhne angibt — mit 7,72 im Mittelwert den grofiten Anteil
ein. Die Werte der Variablen D (T), M (T), und F (T), sowie das Alter und Geschlecht der
Probanden werden in der Tabelle 10 wiedergegeben. Die Gesamtgruppe der untersuchten
Probanden unterteilt sich in 48% Frauen und 52% Ménner. Hierbei setzt sich die naturgesunde
Gruppe aus 44% weiblichen und 56% ménnlichen Probanden und die Kariesgruppe aus 52%
weiblichen und 48% ménnlichen Probanden zusammen. Die Verteilung stellt sich folglich recht
ausgeglichen dar. Das Alter des gesamten Probandenkollektivs betrdgt im Mittel 28,8 + 10,9
Jahre.  Dabei sind die Probanden der  Kariesgruppe im  Durchschnitt
8,5 Jahre dlter und ihre Spannweite erstreckt sich von 18 bis 65 Jahren, wéhrend die

naturgesunde  Gruppe nur Probanden von 19 bis 31 Jahren einschlief3t.

16.70075, #Epidemiologische und klinische Daten des Patientenkollektivs

5 KB:;» J70?@073@ -0:7B5 FG8E8R S FRIS GRIS 8RIS
.63173% R[6@BBS5 5 5
W m 5 5
JB2>>75 gesamt n=50 48% 52% 288+109 6,82+ 2,0+ 0,92 + 3,86 +
(18-65) 8,10 2,91 2,18 4,82
(0-26) (0-11) (0-10) (0-15)
»Gesund“ n=25 44% 56% 245+32 0,0+0,0 00%x00 0,0%0,0 0,0+£0,0
(19-31) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0)
,Karies“ n=25 52% 48% 33,0+13,9 13,64+ 4,0+ 1,83 + 7,72 +
(18-65) 6,08 2,99 2,82 4,06
(1-26) (1-11) (0-10) (0-15)
G633Y@/:37\PD70:5R5S 0,575 1"#$%

Alle DMF(T)-Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung (Spannweite)

Im Rahmen der Studie wurden weiterhin verhaltensbezogene Daten der Probanden abgefragt
und ebenfalls deskriptiv ausgewertet. Dabei zeigt sich, dass 88 % des Probandenkollektivs eine

fluoridhaltige Zahnpasta nutzt. Die {ibrigen 12 % machten hierzu keine Angaben.
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Chlorhexidinhaltige Mundspiillosungen werden von keinem der Probanden verwendet. Andere
Mundspiilldsungen werden von 48 % der Probanden der Kariesgruppe, jedoch nur von 16 %
der naturgesunden Probanden regelmdfig genutzt. Hinsichtlich des Alkoholkonsums ist die
Anzahl bei den Angaben ,,wenig® und ,,moderat” recht ausgeglichen. Der einzig auffallende
Unterschied ist bei der Angabe von hdufigem Konsum (w6chentlich bis tiglich) auszumachen.
Dies geben nur 4 % der Kariesgruppe gegeniiber 20 % der naturgesunden Gruppe an (Tabelle
11). Der Anteil der Raucher stellt sich in der Kariesgruppe gro3er dar. Dabei rauchen 36 % der
Probanden der Kariesgruppe und nur 12 % der naturgesunden Gruppe (Tabelle 11). Die
Probanden der Kariesgruppe nehmen sowohl zuckerhaltige Nahrung als auch zuckerhaltige
Getrianke am héufigsten zu sich (Tabelle 12). Im Mittelwert konsumiert die Kariesgruppe 3,23
Mal pro Tag zuckerhaltige Nahrung die naturgesunde Gruppe hingegen nur 2,65 Mal. Ein noch
deutlicherer Unterschied ist bei zuckerhaltigen Getrdnken zu erkennen. Die Probanden der
Kariesgruppe nehmen 2,17 Mal pro Tag Getrinke mit Zuckergehalt zu sich, wéhrend die
naturgesunde Gruppe nur 0,66 Mal pro Tag zuckerhaltige Getrénke trinkt. Bei allen weiteren
verhaltensbezogenen Faktoren sind keine nennenswerten Auffalligkeiten zu erkennen. Die

Ergebnisse sind in einer Tabelle im Anhang zusammengefasst.

16.70075" #soziookonomische Status und Konsumverhalten des Patientenkollektivs

5 Z6:74;B/735 ]97023175R/35M8! 126B/70"5R/35M¢
</0123404B61 Aushilfskraft ohne Berufsausbildung 0 16
5 Arbeiter/ Angestellter mit abgeschlossener 4 36
Berufsausbildung

5 Akademiker 96 40
5 In der Ausbildung 0 8
L62?@7B0O:620 Nichtraucher 88 60
5 Raucher 12 36
5 Ehemaliger Raucher 0 4
-09;@;09;302A  wenig 36 44
5 moderat 44 40
5 héaufig 20 4
5 NA 0 12

NA = nicht angegeben
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16.70075 "$# Tabellarische Darstellung statistischer Mafzahlen der zuckerhaltigen Erndhrung des
Patientenkollektivs

5 =:6:/0:/0?@75G6_[86@ ]J70231"5 126B/70%
"2?97B@60:/475a7.730A/::705R>B5!6: M 2,65 3,23
5 SD 1,49 1,51
5 med 2,5 3
5 Q1-Q3 1,38-4 2,5-3,62
5 Spw 0-5 1-75
5 n. inf 24 24
"2?97B@60:/475J7:BV3975R>B;564S5 M 0,66 2,17
5 SD 0,73 2,36
5 med 1 1,5
5 Q1-Q3 0-1 1-35
5 Spw 0-3 0-10
n. inf 25 21

M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, med = Median, Q1-Q3 = 1.- 3. Quantil, Spw = Spannweite,
n inf. = Anzahl informativer Werte

!

TH#"#5 O)AB*! !

Bei den erhobenen Indices sind deutliche Unterschiede zwischen beiden Gruppen zu sehen.
In der Kariesgruppe liegt generell ein hoherer GBI-Wert vor. Dies spiegelt sich sowohl im
Mittelwert von 5,7 — welcher in der naturgesunden Gruppe nur 1,5 betrigt — als auch grafisch

im Boxplot wieder (Tabelle 13, Abbildung 10). Der p-Wert mit 0,00563 ist recht klein und

verdeutlicht den signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen.

GBI

Gesund Karies
Gruppe

-../012345 ", # Vergleich der klinisch erhobenen Werte des GBI (Abk.: Gingiva Bleeding Index) der
Probandengruppen (1) Gesund (n = 24) und (2) Karies (n = 24). In der Kariesgruppe liegt generell ein héherer GBI
vor (p = 0,00563). Dargestellt sind die Ergebnisse in Box-and-Whiskers Plots mit Medianen und Quartilen. Quelle:
Samuel Kilian5
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16.70075%6#deskriptive Daten des erhobenen GBI der Probandengruppe (1) Gesund und (2) Karies

5 KB;63173% b-5 G5 =F% A715 c' RB% =>d5
JB2>>75 ,Gesund" n=24 n=1 1,5 2,9 0 0-125 0-11
,Karies* n=24 n=1 567 675 4 0-8,5 0-28

G633¥@/:37\PD7O:5RBS MI&'( $%

NA = nicht angegeben, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, med = Median, Q1-Q3 = 1.- 3. Quantil,
Spw = Spannweite

Beim PCR-Index ist — entsprechend der Erwartungen der Gruppe mit aktiver Karies — ein noch
groBerer Unterschied zur naturgesunden Gruppe zu sehen. Der p-Wert betrdgt 0,00129.
Der Mittelwert der PCR-Werte betrdgt 46,42 (naturgesunde Gruppe: M: 28,42) und hat eine
Spannweite von bis zu 78 % (Tabelle 14). Der Unterschied zwischen den Gruppen ist im

Boxplot grafisch dargestellt (Abbildung 11).

804

604 ‘
(-4
a
20 ‘

Gesund Karies
Gruppe

-../012345 " # Vergleich der klinisch erhobenen Werte des PCR-Index (Plaque Control Record) der
Probandengruppen (1) Gesund (n = 24) und (2) Karies (n = 24). In der Kariesgruppe liegt generell ein hoherer PCR
vor (p = 0,00129). Dargestellt sind die Ergebnisse in Box-and-Whiskers Plots mit Medianen und Quartilen. Quelle:
Samuel Kilian5

16.70075&#deskriptive Daten des erhobenen PCR-Index der Probandengruppe (1) Gesund und (2) Karies

5 KB;63173% b-5 G5 =F% A715 c"R%5 =>d5
JB2>>75 ,Gesund" n=24 n=1 2842 1801 215 15,5-4225 4-62
,Karies* n=24 n=1 4642 1725 475 4-62 15-78

G633Y@/:37\PD70O:5RSES I"lI#)* $%

NA = nicht angegeben, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, med = Median, Q1-Q3 = 1.- 3. Quantil,
Spw = Spannweite




Ergebnisse 40

7#"#7 /|G 45DD.-.)®!,J&-.356A&)=*/0".)'5[6

Die pH-Differenz beschreibt die Differenz zwischen dem Ausgangs-pH-Wert des stimulierten
Speichels der Probanden und dem pH-Wert nach einer Inkubation von 60 Minuten im
Néhrmedium des neuartigen Speicheltests. Der Ausgangs-pH-Wert beider Gruppen hat einen
identischen Median von 7,7 und auch im Mittelwert unterscheiden sich die pH-Werte nur gering
(naturgesunde Gruppe: M:7,6, Kariesgruppe: M: 7,49) (Anhang 7.3. Tabelle der deskriptiven
Ergebnisse). Somit besteht ein dhnlicher Ausgangspunkt und unterstreicht den Unterschied der
beiden Gruppen, der in der pH-Differenz festgestellt wurde. Die pH-Wert-Differenz betragt im
Mittelwert in der naturgesunden Gruppe 1,07 wihrend in der Kariesgruppe ein Mittelwert von
1,42 berechnet wurde (Tabelle 15). Mittels des Mann-Whitney-U-Tests wurde ein p-Wert von
0,03536 errechnet. Bei einem gesetzten Signifikanzniveau von 5 % liegt dieser somit im
signifikanten Bereich. Die Boxplots verdeutlichen grafisch, dass die Gruppe der

Kariespatienten eine hohere pH-Wert-Differenz aufweist (Abbildung 12).

pH-Wert-Differenz

Gesund Karies
Gruppe

5

-..1012345 "$#Vergleich der klinisch erhobenen pH-Wert-Differenz (Ausgangs-pH-Wert - pH-Wert nach 60 min
Inkubation im Nihrmedium des neuartigen Speicheltests) der Probandengruppen (1) Gesund (n = 25) und
(2) Karies (n = 25). Die Grafik zeigt einen Unterschied zwischen den Gruppen. Die Kariesgruppe weist eine hohere
pH-Wert-Differenz auf (p = 0,03536). Dargestellt sind die Ergebnisse in Box-and-Whiskers Plots mit Medianen
und Quartilen. Quelle: Samuel Kilian

16.70075" # deskriptive Daten der erhobenen pH-Wert-Differenzen der Probandengruppe (1) Gesund und (2)
Karies5

5 KB;.63173% G5 =F%  A715 c"'B%  =>d5
JB2>>75 ,Gesund* n=25 1,07 0,41 1 07-13  04-19

Karies* n=25 1,42 0,58 1,4 09-19  05-25
G633DY@/:37\IPD70:5RSS "I&( $%

M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, med = Median, Q1-Q3 = 1.- 3. Quantil, Spw = Spannweite
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Die ROC-Kurve stellt sich bei diesem Testverfahren nur marginal besser als eine Diagonale
dar. Die AUC, die ein Indikator dafiir ist, wie gut die pH-Differenz als Variable geeignet ist,
betragt 0,6712 (Abbildung 13). Ein Wert von 1 gibt eine perfekt gewihlte Variable an. Der
errechnete Wert der AUC nédhert sich an diesen Idealwert an und liegt folglich in einem

wiinschenswerten Bereich. Die pH-Differenz ist mithin eine geeignete Variable.
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-..1012345 "%#Darstellung der ROC-Kurve der gemessenen pH-Wert-Differenzen der Probandengruppen (1)
Gesund (n = 25) und (2) Karies (n = 25). Als ein Mal fiir die Bewertung der Eignung der Variable, stellt die
ROC-Kurve sich nur marginal besser als die eingezeichnete Diagonale dar. Die AUC — Area Under the Curve —
die sich zwischen ROC-Kurve und Diagonale ergibt, betrdgt 0,6712 und bewegt sich somit in einem
wiinschenswerten Bereich (1 = ideal). Quelle: Samuel Kilian

Entsprechend der GroBe der pH-Wert-Differenz wurde den Probanden ein
Saurebildungspotential (gering, mittel, hoch, extrem hoch) zugeordnet.
Die Ergebnisse des Séurebildungspotentials zeigen den Unterschied der beiden Gruppen
prozentual an. Der Unterschied wird vor allem im Bereich eines extrem hohen

Séurebildungspotential deutlich (Tabelle 16).

5
16.70075( #deskriptive Daten des erhobenen Sdurebildungspotential entsprechend der pH-Wert-Differenzen der
Probandengruppe (1) Gesund und (2) KariesS

5 KB;.63173% =V2B7./012340>;:73:/60
L)

gering mittel hoch extrem hoch
>QI¥7B:» <0,5 >0,5<1 =1 >1,2
F/ICC7B73N
5
JB2>>75 ,,Gesund* n=25 8 % 32 % 20 % 40 %

,,Karies* n=25 4% 28 % 4% 64 %
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T#'# 1%&'()* 4'-./01011.) !
Die Verteilung des — mittels des CRT-Bacteria-Tests ermittelten — Scores der Mutans-

Streptokokken wird in Tabelle 17 gezeigt.

5

16.70075) #Deskriptive Daten des erhobenen Scores der Mutans-Streptokokken-Anzahl der Probandengruppe
(1) Gesund und (2) Karies

5 KB;.63173% =?,B5B
)
0 1 2 3 4
JB2>>75 ,Gesund* n=25 12% 20% 32% 20% 16%
,Karies* n=25 0% 0% 12% 20% 68%
G633DY@/:37\PD70:5R5S )+, -1&$%

In der Kariesgruppe wiesen die Probanden weder einen Score 0 noch Score 1 auf, diese Scores
werden einer Mutans-Streptokokken-Anzahl von kleiner 10F koloniebildenden Einheiten
zugeordnet. Hingegen wurden bei 68 % dieser Gruppe ein Score 4 ermittelt wihrend dieser bei
der bei 16 %
In dem Balkendiagramm wird der Unterschied der Gruppen grafisch verdeutlich (Abbildung

Gruppe der naturgesunden  Probanden  nur vorkam.

14). Der Unterschied spiegelt sich in einem entsprechend kleinen p-Wert von 2,57 1e®Ewider.
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Gruppe
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count
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-../012345

"&# Vergleich der erhobenen Mutans-Streptokokken-Anzahl

in Form eines Scores der

Probandengruppen (1/rot) Gesund (n = 25) und (2/tiirkis) Karies (n = 25). Die Ergebnisse werden in einem
Balkendiagramm dargestellt. Es zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen den Gruppen (p = 2,71e-" !" In der
Kariesgruppe tritt der Score O und 1 nicht auf, wihrend der maximale Score 4 héaufig vorkommt.
Quelle: Samuel Kilian
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Die ROC-Kurve und der hohe AUC-Wert (0,8312) zeigen, dass sich die Variable gut eignet,

um zwischen den Probandengruppen zu unterscheiden (Abbildung 15).

Sensitivitat
0.6

0.4

0.0
|

T T T
1.0 0.5 0.0

-../012345 ™ # Darstellung der ROC-Kurve der erhobenen Scores der Mutans-Strepptokokken-Anzahl der
Probandengruppen (1) Gesund (n = 25) und (2) Karies (n = 25). Als ein MaB fiir die Bewertung der Eignung der
Variable, stellen sich die ROC-Kurve sowie die AUC — Area Under the Curve — gut dar. Die AUC, welche sich
zwischen der ROC-Kurve und der Diagonalen ergibt, hat einen hohen Wert von 0,8312 und néhert sich somit dem
Idealwert 1 an. Quelle: Samuel Kilian

7H"#B 2(1'03(4566.)

Die Verteilung des — mittels des CRT-Bacteria-Tests ermittelten — Scores der Laktobazillen

wird in Tabelle 18 gezeigt.

5
16 .70075 #Beskriptive Daten des erhobenen Scores der Laktobazillen-Anzahl der Probandengruppe (1) Gesund
und (2) Karies5

5 KB;.63173% =?:BH
)
0 1 2 3 4
JB2>>75 ,,Gesund* n=25 64 % 28 % 4% 4% 0%
,,Karies* n=25 16 % 20 % 12 % 28 % 24 %

G633¥@/:37\PD70:5R5S )'(+., -1&$%

Bei 64 % der Probanden aus der naturgesunden Gruppe wurde ein Score 0 ermittelt. Bei diesem
Score sind keinen sichtbaren koloniebildenden Einheiten auf den Nahrbdden sichtbar.
Bei den hohen Scores 3 und 4 sind die Werte dieser Gruppe mit 0 — 4 % sehr gering.
Demgegeniiber ist der Score 4 der Kariesgruppe der Laktobazillen mit 24 % zwar nicht so
deutlich erhoht wie bei den Mutans-Streptokokken (68 %), weist aber im Vergleich zu den 0 %
der naturgesunden Gruppe einen deutlichen Unterschied auf.

Der Unterschied der Gruppen ist im Balkendiagramm grafisch zu sehen (Abbildung 16).
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Entsprechend gibt der Mann-Whitney-U-Test einen kleinen p-Wert von 2,374e™E aus.

204

Gruppe
] | K
| B
04 - l .
0 1 2 3 K

LB-Score

count
o

o

-../012345 "( #¥ergleich der erhobenen Laktobazillen-Anzahl in Form eines Scores der Probandengruppen (1/rot)
Gesund (n = 25) und (2/tiirkis) Karies (n = 25). Die Ergebnisse sind in einem Balkendiagramm dargestellt. Es zeigt
sich ein deutlicher Unterschied zwischen den Gruppen (p = 2,374e* I"#in der naturgesunden Gruppe kommt der
Score 0 deutlich am Haufigsten vor, wéhrend der Score 4 gar nicht auftritt. In der Kariesgruppe sind hingegen alle
Scores — vor allem die hoheren — vertreten. Quelle: Samuel Kilian

Die ROC-Kurve stellt sich gut dar. Die dadurch angezeigte gute Eignung dieser Variable fiir
eine Unterscheidung zwischen den beiden Gruppen, wird durch den hohen AUC-Wert (0,8344)
bestdtigt.
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-../012345 ") #5Darstellung der ROC-Kurve der erhobenen Scores der Laktobazillen-Anzahl der
Probandengruppen (1) Gesund (n = 25) und (2) Karies (n = 25). Als ein MaB fiir die Bewertung der Eignung der
Variable, stellen sich die ROC-Kurve sowie die AUC — Area Under Curve — gut dar. Die AUC, welches sich
zwischen der ROC-Kurve und der Diagonalen ergibt, betrdgt einen hohen Wert von 0,8344 und néhert sich somit
dem Idealwert 1 an. Quelle: Samuel Kilian
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T#"'#FM&DD.-1(/(451J'
Die Verteilung der Pufferkapazitit der Probandengruppen ist in Tabelle 19 zu sehen.

16.70075+#Deskriptive Daten der erhobenen Pufferkapazitit der Probandengruppe (1) Gesund und (2) Karies

5 KB;.63173% 3/71B/& Al 706 @?@®
JB2>>75 ,,Gesund* n=25 4% 44 % 52 %

,,Karies* n=25 16 % 28 % 56 %
G633 DY @/:37\PD70:5R5S 0,9047

Hinsichtlich der Pufferkapazitét ist dem Balkendiagramm kaum einen Unterschied zwischen
den Gruppen zu entnehmen (Abbildung 18). Dementsprechend wurde ein sehr hoher p-Wert

von 0,9047 berechnet. Somit ist dieser Parameter nicht geeignet die Gruppen zu unterscheiden.

Gruppe

| B

count

o--

1 2 3
Pufferkapazitat

-..1012345 "* #Vergleich der erhobenen Pufferkapazitit (niedrig, mittel, hoch) der Probandengruppen (1/rot)
Gesund (n = 25) und (27tiirkis) Karies (n = 25). Dargestellt sind die Ergebnisse in einem Balkendiagramm. Es ist
kaum ein Unterschied zwischen den Gruppen zu erkennen (p = 0,9047). Quelle: Samuel Kilian
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5"1 1&2%+>&+,+-&(;<".ISB&(('.

Es wurden 50 Proben — 25 Proben pro Gruppe — des unstimulierten Speichels der Probanden
mikrobiologisch untersucht. Insgesamt wurden 954209 ,,clean reads® (gereinigte Messwerte)
von den 50 Proben erhalten und eine mock community mit durchschnittlich 19084 Sequenzen
pro Stichprobe (min-max: 0 bis 6846, M: 22,32, SD: 157,26). Von den ribosomalen
Sequenzvarianten (RSVs) wurden insgesamt 855 gefunden. Dabei kamen im Mittel 0,99999945
RSVs pro Speichelprobe vor (min-max: 0 bis 0,24536134, M: 0,001169591, SD: 0,008069377).
In Abbildung 19 ist eine Ubersicht der 25 am Hiufigsten vorkommenden RSVs der im Speichel
vorkommenden Mikroorganismen zu sehen. Die restlichen RSVs wurden in diesem
Balkendiagramm als eine Gruppe namens ,,other zusammengefasst. Beide untersuchten
Gruppen zeigten ein &dhnlich hdufiges Vorkommen der 25 hdufigsten Gattungen.
Ein signifikanter Unterschied im Vorkommen zwischen den Gruppen zeigte sich bei folgenden
Genera und RSVs (Tabelle 20). 5%%*)("7*#"¥%tic dic RSVs 104 25%%*)("7*#" %2483
2@("7T*#"%%34$32HS$.)6%*0$+#"(8nd 658 2="P¥06%PBamen signifikant hoher in der
naturgesunden Gruppe vor. Wihrend das Auftreten der Genera B("#10$+#"(1,.8$+#*0$+1%%,-
V1(*+9%"#"-, '6/"(41-#"#"- sowie der RSV 816 B")#*#(1+91%$3 der Kariesgruppe signifikant

hoher war.

0 rsv672(Veillonella sp.)

m rsv369(Haemophilus sp.)

O rsv615(Streptococcus sp.)

| rsv559(Neisseria sp.)

@ rsvi16(Prevotella melaninogenica)
m rsv758(Fusobacterium periodonticum)
m rsv334(Campylobacter concisus)
@ rsvi97(Prevotella histicola)

@ rsv52 i u

O rsv292(Porphyromonas pasteri)

m rsv658(Veillonella sp.)

m rsvi32(Prevotella pallens

m rsv689(Megasphaera micronuciformis)
@ rsvi10(Alloprevotella sp.)

m rsv686(Gemella sp.)

m rsvi35(Prevotella nanceiensis)

m rsv727(Selenomonas sp.)

m rsv228(Prevotella sp.)

O rsv787(Leptotrichia sp.)

@ rsv92(Prevotella salivae)

m rsvi29(Prevotella sp.)

m rsvi74(Prevotella sp.)

m rsv104(Alloprevotella sp.)

@ rsv444(Actinomyces odontolyticus)
@ rsv700(Granulicatella sp.)

O other

0.8 —

0.6 —

Fille

0.4

0.2

Il

0.0 -

Karies naturgesund

Gruppe

-../012345 "+#Darstellung der 25 haufigsten ribosomalen Sequenzvarianten (Gattungen) der Speichelproben der
Probanden der (1) ,,Gesunden® Gruppe (n = 25) und der (2) Kariesgruppe (n = 25). Die anderen Gattungen wurden
in der Kategorie ,,other zusammengefasst. Die Ergebnisse werden in einem Balkendiagramm dargestellt.
Quelle: Dr. Sébastien Boutin



Ergebnisse 47

16.7007%, #Ubersicht der Genera und RSVs, die einen signifikanten Unterschied im Vorkommen zwischen den
Probandengruppen (1) Gesund (n = 25) und (2) Karies (n = 25) zeigen. Ein positives Vorzeichen des
log2FoldChange gibt ein hoheres Vorkommen in der naturgesunden Gruppe an

1616 5 >IY7B:5 0;4%$8;01W@6347
Alloprevotella 6,40604373169881E-009 1,905078833
Fretibacterium 0,000009801 -5,7285215655
Lactobacillus 0,0003469981 -6,423997282
Spirochaetes 0,0028037787 -1,9758342824
Synergistetes 1,26675263432043E-005 -6,0684478356
rsv104 0,0001331202 3,0710165845
rsv242 1,98475872517405E-026 23,5964490168
rsv341 6,42458165046146E-007 7,521990095
rsv658 0,0002152056 1,6312492919
rsv816 4,68582293219493E-005 -6,1921071592

Zur Analyse von Verdnderungen in der Struktur des Mikrobioms der beiden Probandengruppen
wurde eine Hauptkomponentenanalyse (PCoA) auf der Grundlage der Morisita-Horn-Absténde
durchgefiihrt (Abbildung 20). Mit dem Verfahren der Hauptkomponentenanalyse kann eine
Vielzahl von Variablen auf wenige Hauptkomponenten reduziert werden, die sich in einer
linearen Kombination beschreiben lassen. In der Praxis kann hdufig der grofite Teil der
Informationen der urspriinglichen Datenmasse durch die ersten Hauptkomponenten
wiedergegeben werden. Die Achsen der Hauptkomponenten - hier Achse 1 und 2 - werden
hierbei so aufgespannt, dass die erste Hauptkomponente in Richtung der maximalen Varianz
der Daten zeigt und somit das Maximum der Informationen zusammenfasst. Im vorliegenden
Fall gibt die Hauptkomponente 1 67,1 % der Informationen wieder. Die weiteren
Hauptkomponenten - hier nur Achse 2 - stehen jeweils senkrecht zur ersten Achse und weisen
in Richtung der jeweils verbleibenden maximalen Varianz. Die Hauptkomponente 2 hat einen
Wert von 19,4 %. Somit decken die beiden Hauptkomponenten zusammen 86,5 % der
Gesamtvarianz der Variablen ab. Die Hauptkomponentenanalyse zeigt eine heterogene
Verteilung der Variablen, wobei die Proben jedoch keine gut getrennten Cluster zeigen. Dies
deutet darauf hin, dass die bakteriellen Strukturen der gesunden und karidsen Gruppen dhnlich
waren. Die Variablen der naturgesunden Gruppe zentriert sich kreisformig um die Achse der
ersten Hauptkomponente und neigen eher dazu zu clustern, wihrend die Variablen der
Kariesgruppe verstreuter sind und sich um die Ansammlung dieser Variablen befinden.

Insgesamt stellen sich die Variablen der naturgesunden Gruppe homogener dar. In der
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Kariesgruppe finden sich ebenfalls Variablen in &uBleren Bereichen der zweiten
Hauptkomponenten-Achse. Diese Beobachtungen spiegeln sich auch in der Analyse der

PermaNova wider (RHWert = 0,13056, p = 0,003).
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-../012345 $,#Vergleich der Mikrobiom-Struktur der Probandengruppen (1) Gesund (n = 25) und (2) Karies
(n = 25) in Form einer Hauptkomponentenanalyse basierend auf den Morisita-Horn-Abstianden. Es ist eine
heterogene Verteilung zu erkennen. Es werden 86,5 % der Gesamtvarianz der Variablen wiedergegeben.
Quelle: Dr. Sébastien Boutin

Weiterhin zeigte die mikrobiologische Auswertung, dass die Struktur des Speichelmikrobioms
der Probanden die eine aktive kavitierte Karies vorwiesen eine grofere a-Diversitit (Abbildung
21(a)) sowie ein groBere Richness aufweisen (Abbildung 21(b)). Die GleichméBigkeit des
Mikrobioms der Speichelproben stellt sich in beiden Gruppen — vor allem in Form des Medians
— etwas ausgeglichener dar, wobei die Daten der naturgesunden Gruppe im Bereich des unteren
und oberen Quartils eine deutlich groflere Spannweite einnehmen.
Bei der naturgesunden Gruppe erstreckt sich das untere Quartil im Vergleich zur Kariesgruppe
weiter in den Bereich der kleineren Werte (Abbildung 21(c)). Die Dominanz der
Mikroorganismen in den Speichelproben stellt sich im Bereich des Medians zwischen den
Gruppen ebenfalls ausgeglichen dar. Auch hier nehmen die Daten der naturgesunden Gruppe

eine grofere Spannweite des oberen und unteren Quartils ein (Abbildung 21(d)).
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Weitere Hauptkomponentenanalysen wurden durchgefiihrt um den Einfluss der Mutans-
Streptokokken beziehungsweise der Laktobazillen auf die Struktur des Mikrobioms zu
bewerten. Hierbei zeigte sich, dass die Anzahl der Mutans-Streptokokken — angegeben in einem
Score — keinen groflen Einfluss auf die Mikrobiomstruktur haben (p = 0,059) und nicht mit der
Diversitét verbunden sind (Abbildung 22). Die Anzahl der Laktobazillen zeigte hingegen einen
Einfluss auf die Struktur des Mikrobioms (p = 0,001), war aber ebenfalls nicht mit der Diversitét
verbunden (Abbildung 23). Des Weiteren wurde mithilfe der ,,Next Generation Sequenzierung*
(NGS) ein Vergleich der Hiufigkeit der Mutans-Streptokokken und der Laktobazillen zu ihrem
eigenen Punktesystem (Score 0 - 4) aufgestellt. Im Bereich des vierten und somit hochsten
Scores ist sowohl bei den Mutans-Streptokokken als auch bei den Laktobazillen das grofite
Vorkommen zu erkennen (Abbildung 24, 25). Ansonsten zeigt die Grafik vor allem bei den

Mutans-Streptokokken eine relativ geringe Haufigkeit.
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-..1012345 $%Finfluss der Anzahl der Laktobazillen (LB) — in Form eines Scores 0 - 4 — auf die Mikrobiom-
Struktur. Dargestellt werden die Ergebnisse in einer Hauptkomponentenanalyse basierend auf den Morisita-
Horn-Abstinden. Der LB-Score zeigt einen Einfluss auf die Mikrobiom-Struktur (p = 0,001), ist allerdings
nicht mit der Diversitét verbunden.
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4! Diskussion

Die pridventive Zahnmedizin erreicht einen stetig zunehmenden Stellenwert in der
zahnérztlichen Ausbildung und Praxis. Vor allem priventive MaBnahmen, die vor dem
Eintreten von kariésen Lédsionen ergriffen werden und somit irreversiblen Verlust der
Zahnhartsubstanz verhindern konnen, stehen dabei vermehrt im Fokus. Hierfiir ist eine gezielte
und individuelle Kariesrisikobestimmung ein wichtiger Baustein. Die Bestimmung des
Kariesrisikos stellt fiir den klinischen Alltag jedoch weiterhin eine gro3e Herausforderung dar,
da die aktuell angewandten Methoden nur unzureichend genaue Ergebnisse liefern. Trotz der
Bemiihungen mit verschiedenen Parametern das Kariesrisiko vorherzusagen, bleibt die
bisherige Karieserfahrung der genaueste Einzelparameter (Ewoldsen und Koka, 2010; Mejare!
"#1$%R014; Powell, 1998; Raitio! "#! $%&996; Schwendicke, 2013; Twetman und Fontana,
2009; Zero!"#!$%&01). Der Nachteil dieses Parameters ist jedoch, dass er eine bereits erfolgte
Schiadigung der Zahnhartsubstanz voraussetzt. Somit steht dieser Parameter streng genommen
in Widerspruch zu einem grundlegend praventiven Ansatz, der im Idealfall den Kipppunkt von
Homoostase zur Dysbiose so frithzeitig erkennt, dass die Karies durch adaptierte praventive
Therapie erst gar nicht entsteht. Es besteht daher Bedarf an geeigneten Testverfahren, die eine
verldssliche Kariesrisikobestimmung bereits vor Auftreten der Erkrankung ermdglichen. Hier
kniipft die vorliegende Studie zielgerichtet an.

Im Rahmen der Untersuchung wurde der Speichel von naturgesunden und an Karies erkrankten
Probanden anhand verschiedener Speicheltests sowie der Sequenzierung des
Speichelmikrobioms verglichen. Dariiber hinaus wurde das Saurebildungspotential der beiden
Probandengruppen mittels eines neuartigen Speicheltests tiberpriift.
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass das S&durebildungspotential der
Probandengruppe, die mindestens eine aktiv kavitierte kariose Lésion aufwies, signifikant
groBer ist als das der naturgesunden Probandengruppe. Die gemessene Anzahl der Mutans-
Streptokokken sowie Laktobazillen unterstreichen diese Ergebnisse durch ein erhdhtes
Vorkommen im Speichel der Kariesgruppe. Aus der mikrobiologischen Auswertung geht
hervor, dass die Kariesgruppe eine groflere ! -Diversitit sowie eine grofere Richness im
Vergleich zu der naturgesunden Gruppe aufweist.

Die Probanden wurden nach definierten Kriterien in zwei Gruppen eingeteilt. Eine Gruppe
umfasste naturgesunde Probanden (DMF-T = 0), die keine Karieserfahrung hatten, und aus
kariologischer Sicht als der ,,Goldstandard* fiir den Gesundheitszustand betrachtet werden

(Schoilew! "#! $%&019). Demgegeniiber wurde eine Gruppe mit Probanden gestellt, die
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mindestens eine aktiv kavitierte kariose Lésion aufwiesen (DMF-T > 0) (Tabelle 10). Die
Verteilung des Probandenkollektivs stellt sich sehr ausgeglichen dar (48% Frauen, 52%
Minner) (Tabelle 10). Die erhobenen Indices GBI und PCR zeigen beide einen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen (GBI-Index: p=0.03536 (Tabelle 13, Abbildung 10), PCR-
Index: p = 0.00129 (Tabelle 14, Abbildung 11)). Den Erwartungen entsprechend, erreichte die
Kariesgruppe jeweils deutlich h6here Werte.

Der Speichel als diagnostisches Medium wird sowohl in Studien zur Kariesrisikobestimmung
als auch bei bereits existierenden kommerziell erhéltlichen Tests zur Kariesrisikodiagnostik
genutzt (Fontana, 2015; Fontana und Zero, 2006; Guo und Shi, 2013; Heckl, 2007; Reich!"#!$%&
1999; Van Houte, 1993) (Kapitel 1.5.1.3, Tabelle 5). Es wurde eine positive Korrelation
zwischen der Anzahl von Mikroorganismen in der Plaque und im Speichel nachgewiesen
(Kneist! "#! $%&998a, S. 232; Larmas, 1992; Lindquist! "#! $%&989; Mundorffl "#! $%&990;
Schaeken! "#! $%&987; Shi! "#! $%&018). Demnach kann angenommen werden, dass ein
mikrobiologischer Speichelbefund die mikrobielle Zusammensetzung in der Zahnplaque
widerspiegelt und rechtfertigt den Einsatz von Speicheltests. Dennoch wird die Aussagekraft
und Effizienz der Speicheldiagnostik zur Kariesrisikobestimmung bis heute kontrovers
diskutiert (Fontana, 2015; Hausen, 1997; Reich und B68mann, 1994; Schwendicke, 2013). Laut
einer Stellungnahme der DGZMK sind ,,Weder ein einzelner Speicheltest noch die Gesamtheit
der heute kommerziell angebotenen Speicheldiagnostika [...] in der Lage, das Kariesrisiko einer
Einzelperson hinreichend genau vorherzusagen. Dies wird von der hdufig geringen
Ubereinstimmung der Testergebnisse mit dem tatsichlichen Karieszuwachs belegt.* (Reich und
BoBmann, 1994). Weitere Studien zeigten, dass Speichelparameter das Kariesrisikomodell
zwar positiv unterstiitzen kdnnen, als alleinstehende Parameter jedoch keine ausreichende
Aussagekraft haben (Lencova!"#!$%2010; Van Palenstein Helderman!"#! $%2001). Bislang
wurde bei Speicheltests zur Kariesrisikobestimmung das grofite Augenmerk auf die
traditionellen Leitkeime — Mutans-Streptokokken sowie Laktobazillen — gelegt. Auch wenn
diese nachweislich aufgrund ihrer kariogenen Eigenschaften eine bedeutende Rolle bei der
Kariesinitiation und -progression spielen (Hamada und Slade, 1980; Loesche, 1986; Tanzer!"#!
$%&001), stellen neuere Studien ihr absolute Beziehung fiir die Kariesbildung in Frage (Aas!
"#1$%X008; Beighton, 2005; Kleinberg, 2002; Takahashi und Nyvad, 2008). Diese begriinden

ihre Aussage darin, dass Mutans-Streptokokken nicht in allen Féllen in der kariesassoziierten



Diskussion 54

Plaque nachgewiesen wurden und im Gegenzug auch bei kariesfreien Patienten vorkommen

(6kologische Plaquehypothese).

Bislang wurde bei der Kariesrisikobestimmung das grofite Augenmerk auf die Bestimmung der
Art und der Anzahl der Mikroorganismen — beziehungsweise vor allem der genannten
traditionellen Leitkeime — gelegt. In Studien von Chhour "#!$%2005) und Munson "#!$%2004)
wurde in karidsen Lisionen die Prasenz einer Diversitdt von Mikroorganismen aufgezeigt und
zahlreiche neuartige Taxa gefunden. Dabei konnten Mutans-Streptokokken Teil der
Zusammensetzung sein, wurden jedoch nicht in allen Fillen nachgewiesen.
Die Kariesentstehung wird in der gegenwirtig am weitesten akzeptierten Okologischen
Plaquehypothese als das Ergebnis einer Verschiebung des Gleichgewichts des ansdssigen
Mikrobioms, die durch die Verdnderung der lokalen Umweltbedingungen verursacht wird,
beschrieben (Marsh, 1994). Die Séureproduktion durch eine beliebige Anzahl von
Mikroorganismen ist dabei ein Beispiel fiir eine dieser lokalen Umweltbedingungen (Aas!"#!$%&
2008). Die durch organische Sduren induzierte Demineralisation der Zahnhartsubstanz (Van
Houte, 1994) ist bekanntermalf3en ein wichtiger Schritt der Kariesétiologie. Die Betrachtung der
Gesamtheit der Mikroorganismen und ihrer Stoffwechselaktivitit in Form des
Saurebildungspotentials  stellt somit einen interessanten neuen Blickwinkel dar.
In der vorliegenden Studie wurde das Saurebildungspotential der zwei Probandengruppen
mittels eines neuartigen Speicheltests gemessen. Der Ausgangs-pH-Wert beider
Probandengruppen hatte einen identischen Median von 7,7 und unterschied sich auch im
Mittelwert nur gering (,,Gesunde* Gruppe: M: 7,6; Kariesgruppe: M: 7,49). Somit bewegte sich
der Ausgangs-pH-Wert in beiden Gruppen in einem neutralen Bereich (7,0 - 7,8) fir
stimulierten Speichel (Klimek, 2007). Es war mithin ein sehr dhnlicher Ausgangspunkt fiir die
Messung der pH-Wert-Differenz gegeben, was den gemessenen signifikanten Unterschied (p =
0.03536) unterstreicht. Hierbei ist zu erwidhnen, dass aufgrund der Gruppengrofle dieser
explorativen Studie aus einem ,,streng™ statistischen Blickwinkel in diesem Zusammenhang
nicht von Signifikanz gesprochen wird. In der Kariesgruppe wurde eine pH-Wert-Differenz von
1,42 gemessen, wihrend dieser in der naturgesunden Gruppe nur 1,07 betrug (Tabelle 15,
Abbildung 12). Entsprechend der Hohe der pH-Wert-Differenzen wurde den Probanden ein
Séurebildungspotential zugeordnet. Dieses wurde in vier Untergruppen kategorisiert: gering,

mittel, hoch und extrem hoch. 64 % der Probanden der Kariesgruppe erreichten ein extrem



Diskussion 55

hohes Sdurebildungspotential, wodurch die ermittelten Ergebnisse auch noch einmal prozentual

bestdtigt wurden.

Mit dem Clinpro™ Cario L-Pop™ der Firma 3M ESPE, Seefeld existiert bereits ein Test zur
Kariesdiagnostik, der den Ansatz der Sdureproduktion nutzt. Es handelt sich dabei um einen
biochemischen Chairside Schnelltest, der durch den Nachweis von Milchsdure — das
Stoffwechselprodukt kariespathogener Mikroorganismen — eine erhdhte oder verminderte
Stoffwechselaktivitit der Mikroorganismen feststellt (3M ESPE, 2003). Jedoch gibt es in der
zahnmedizinischen Literatur bisher widerspriichliche Aussagen zu der Zuverldssigkeit des
Tests. Diese wurde in verschiedenen Studien von 37 % (Gerardu!"#! $%&006) bis zu 82 %
beschrieben (Schiffner und Torres-Quintero, 2005). Weiterhin stellten Gerardu "#!$%2006) in
ithrer Studie dar, dass die Ergebnisse der Milchsdurekonzentrationen im Biofilm der Zunge und
in den Plaqueproben ein variables Spektrum zeigten. Auch wenn der Test in einer
longitudinalen 4-Jahres-Studie seine Aussagekraft als ein ergdnzender Parameter unter Beweis
stellen konnte, wurde er nicht als ein alleiniger Parameter zu Kariesrisikobestimmung bestétigt
(Sibbing, 2009). Der Clinpro™ Cario L-Pop™ konnte somit den Bedarf eines Tests zur

alleinigen Kariesrisikobestimmung nicht decken.

Die Speichelproben der vorliegenden Studie wurden weiterhin mittels des Speicheltest CRT"
bacteria (Ivoclar Vivadent; Ellwangen Deutschland) auf das Vorkommen von Mutans-
Streptokokken und Laktobazillen getestet. Mit Hilfe des doppelseitigen Agartriagers konnten
beide Mikroorganismen in einem Schritt inkubiert und das Ergebnis nach 48 Stunden abgelesen
werden. In den Ergebnissen zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Keimanzahl der
Mutans-Streptokokken zwischen der naturgesunden und der Kariesgruppe (p = 2,571¢H
(Tabelle 17, Abbildung 14). In den Speichelproben der Kariesgruppe wurden deutlich hohere
Keimzahlen nachgewiesen. Bei 68 % der Probanden dieser Gruppe wurde der hochste Score —
Score 4 — bestimmt, welcher > 105%koloniebildende Einheiten entspricht. Zudem konnten in
jeder Speichelprobe der Kariesgruppe Mutans-Streptokokken-Kolonien ermittelt werden, was
die gdngige Literatur unterstiitzt, in der die bedeutende Rolle der Mutans-Streptokokken bei der
Kariesinitiation und -progression hervorgehoben wird (Loesche, 1986). Sowohl der Score 0 —
der nach der Inkubationszeit keinerlei Kolonien auf dem Néahrboden zeigt — also auch der Score
1 — der eine geringe Anzahl der koloniebildenden Einheiten (< 105 CFU) angibt — betragen in

dieser Gruppe 0 %. Folgende Studien beschreiben den kariogenen Charakter der Mutans-
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Streptokokken (Duchin und Van Houte, 1978; Gibbons, 1984; Hamada und Slade, 1980;
Kolenbrander, 1993; Orland!"#! $%&955; Rosan und Lamont, 2000; Takahashi und Nyvad,
2008). Im Gegensatz dazu wurden in der naturgesunden Gruppe Speichelproben ermittelt, die
keine Mutans-Streptokokken-Keimzahlen aufweisen. Allerdings war dies nur bei 12 % der
Speichelproben der Fall. Somit wiesen 88 % der Probanden, die keine Karieserfahrung zeigten,
Mutans-Streptokokken in ihrem Speichel auf. Bei 16 % der naturgesunden Probanden wurde
sogar der hochste Score ermittelt. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Aussage verschiedener
Studien (Aas!"#!$%X)08; Beighton, 2005; Kleinberg, 2002; Takahashi und Nyvad, 2008), dass
Mutans-Streptokokken auch bei kariesfreien Patienten vorkommen. Die Studie von Aas "#&!$%!
(2008) zeigt weiterhin, dass bei 10 % der untersuchten Patienten, die ausgeprégte karidse
Lisionen aufwiesen, keine Konzentrationen von Mutans-Streptokokken nachgewiesen werden
konnten. Diese Aussage wiederum kann mit den Ergebnissen dieser Studie nicht bestitigt
werden. Schlussfolgernd ldsst sich sagen, dass auch, wenn in der Kariesgruppe signifikant
hohere Keimzahlen als in der naturgesunden Gruppe gefunden wurden, in der Gruppe der
naturgesunden Probanden mit 88 % ebenfalls eine hohe Zahl der Proben Mutans-Streptokokken
aufwies. In dieser Hinsicht unterstiitzen die Ergebnisse dieser Studie die oben genannte
Aussage, die eine absolute Beziehung der Mutans-Streptokokken und der Karies in Frage stellt
(Aas!"#! $%R008; Kleinberg, 2002; Takahashi und Nyvad, 2008). Wenn auch die Mutans-
Streptokokken einen unterstiitzenden Charakter fiir die Kariesrisikodiagnostik haben, konnen
sie hierfiir nicht als alleinstehender Parameter herangezogen werden. Dieses Ergebnis deckt

sich mit den Feststellungen aus den Studien von Chhour "#!$%2005) und Munson "#!$&2004).

Auch bei den ermittelten Keimzahlen der Laktobazillen zeigt sich ein signifikanter Unterschied
im Vergleich der beiden Probandengruppen (p = 2,374e™5 (Tabelle 18, Abbildung 16) . In 64
% der Speichelproben der naturgesunden Probanden wurde der Score 0 und somit keine
Laktobazillen-Kolonien ermittelt. Die Speichelproben dieser Gruppe in denen Laktobazillen
nachgewiesen wurden, weisen zudem nur sehr geringe Keimzahlen auf. Der hochste Score
wurde gar nicht erreicht und nur in 4 % der Félle konnte der Score 3 festgestellt werden. Damit
wurden bei 96 % der naturgesunden Probanden Keimzahlwerte von kleiner 10Ekoloniebildende
Einheiten ermittelt (Score 0: 64 %, Score 1: 28 %, Score 2: 4 %). Diese Ergebnisse decken sich
mit der Erkenntnis, dass die Laktobazillen nicht bei der initialen Entstehung, sondern nur im
Rahmen der Kariesprogression von Bedeutung zu sein scheinen (Ikeda!"#!$%8&73; Tanzer!"#!

$%&001) und ihre Konzentration erst mit der fortschreitenden kariésen Entwicklung der
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Lésionen ansteigt (Hemmens!"#!$%846). Demgegeniiber wurde in der Kariesgruppe nur bei
16% der Speichelproben keine Laktobazillen-Kolonien ermittelt. Bei 52 % der Proben wurden

Werte von > 10F koloniebildenden Einheiten erreicht (Score 3: 28 %, Score 4: 24 %).

Aus den Ergebnissen zur Pufferkapazitit 1dsst sich kein Unterschied zwischen den beiden
Gruppen entnehmen. Der sehr hohe p-Wert von 0,9047 unterstreicht damit, die bereits in
Kapitel 1.5.1.2 beschriebene, nicht signifikante Beziehung der Pufferkapazitit zum
Kariesrisiko (Alaluusua! "#! $%4&990; Scheinin! "#! $%&992, S. 225; StoBer! "#! $%4&998).

Die aktuelle Forschung iiber das menschliche Mikrobiom zeigt, bedingt durch die schnelle
Entwicklung fortgeschrittener molekularer Methoden, iiberwiltigende Datenmengen und liefert
wichtige Erkenntnisse liber die komplexe Zusammensetzung der Biofilme. Dabei stellt die
Mundhdhle einen der grofften und komplexesten Lebensrdume von Mikroorganismen dar.
Lange Zeit ging man davon aus, dass tiber 700 verschiedene bakterielle Spezies die Mundhdhle
besiedeln (Aas!"#!$%R05; Paster!"#!$%H06). Allerdings zeigte eine Studie von Keijser "#!$%&
(2008) — mittels des Einsatzes des Next Generation Sequencings — dass die Diversitit in Plaque
und Speichel bedeutend hoher ist als bisher angenommen und das gesamte mikrobielle
Artenreichtum bei mindestens 19.000 Phylotypen liegt. Diese mikrobielle Artenvielfalt in der
Mundhohle beeinflusst das orale Gleichgewicht zwischen Homdostase und Dysbiose und somit
die Entwicklung von oralen Krankheiten, wie Karies und Parodontitis (Chen und Jiang, 2014).
Ein Ziel dieser Studie war es, das Mikrobiom von naturgesunden und an Karies erkrankten
Probanden zu analysieren, zu vergleichen und herauszuarbeiten, ob das Profil der
Mikroorganismen im Speichel naturgesunder Probanden von an Karies erkrankten Probanden
voneinander abweicht.

Die Diversitét stellt in der mikrobiologischen Forschung einen zentralen Aspekt bei der
Analyse und Interpretation dar. Dabei wird allgemein davon ausgegangen, dass ein diverses
Mikrobiom — beispielsweise im Darm — einem stabilen und gesunden Zustand entspricht
(Johnson und Burnet, 2016). Diese Annahme ist auch auf das orale Mikrobiom und die
Kariesforschung anwendbar. Xiao "#!$%2016) zeigten, dass die mikrobielle ! -Diversitit in der
gesunden Plaque hoher ist als bei kariosen Lésionen und die Diversitdt mit zunehmender
Auspriagung der Karies weiter abnimmt. Diese Beobachtung wurde von weiteren Studien nicht
nur fiir Plaqueproben sondern auch fiir Speichelproben bestirkt (Belstrom! "#! $%&014;
Kianoush!"#!$%X014; Lil"#!$%@007; Lil"#!$%R05; Prezal"#!$%R08; Schoilew!"#!$%H019).
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Li "#! $%Q005) sowie Belstrom "#! $%Q014) verwendeten — wie in dieser Studie —
Speichelproben. Gleichwohl sind die Ergebnisse der vorliegenden Studie im Widerspruch zu
den oben zitierten Quellen. Die ! -Diversitdt stellt sich in der Kariesgruppe groBer als in der
naturgesunden Gruppe dar (Abbildung 21(a)). Yang "#! $%42012) und Luo "#! $%&012)
unterstlitzen mit ihren Studien dieses Ergebnis. Sie stellten in ihren Studien fest, dass das
Mikrobiom der Probanden mit Karies signifikant variabler ist als das der gesunden Probanden.
Die Ergebnisse dieser Studie bilden somit nicht einen alleinigen Ansatzpunkt. Dariiber hinaus
wurde in einer aktuellen Studie von Jiang "#!$%2019) kein signifikanter Unterschied in der
Diversitit und Richness zwischen einer Kariesgruppe und einer Karies-freien Gruppe
gefunden. Weiterhin sollte beachtet werden, dass eine hohe Diversitit an sich nicht
unweigerlich mit einem stabilen Mikrobiom verbunden ist, wie weitere Studien zeigten (Coyte!
"#1$%X015; Johnson und Burnet, 2016). Folglich ist nicht nur alleinig die Diversitit, sondern
auch die Stabilitit des Mikrobioms von entscheidender Bedeutung fiir den Gesundheitszustand
(Coyte! "#! $%&015). Speichel ist zudem ein fluides Medium, welchen zirkadianen
Schwankungen unterliegen kann und eine deutlich niedrigere absolute Menge an
Mikroorganismen aufweise als die dentale Plaque. Um eine finale Beantwortung der Frage, ob
kariesaktive Personen im Speichel eine groflere oder kleinere mikrobielle Diversitét als
kariesfreie Personen aufweisen und welche Auswirkung dies auf den Gesundheitszustand hat,
bedarf es noch weiterer Forschung. Faktoren wie verschiedene Probengrdofen,
Sequenzierungsmethoden, die Verwendung von Speichel- oder Plaqueproben sowie
individuelle Variationen konnten die Ergebnisse moglicherweise beeinflussen. In jedem Fall
impliziert dieses Ergebnis, dass Verdnderungen in der Struktur des Mikrobioms mit dem
Ubergang von Gesundheit zu Krankheit einhergehen und bildet einen interessanten

Ansatzpunkt fiir weitere Forschung.

Die Studienlage zur Verdnderung der Richness von gesunden und an Karies erkrankten
Probanden &hnelt der der Diversitit. Verschiedene Studien zeigten eine Abnahme der
bakteriellen Vielfalt nach dem Ausbruch von Karies (Hao!"#!$%2015; Tao!"#!$%2013; Xu!"#!
$%&018). Diese Aussage steht ebenfalls im Widerspruch zu den Ergebnissen dieser Studien,
die eine groBere Richness bei Probanden mit mindestens einer aktiven karidsen Lésion
nachwies (Abbildung 21(b)). Auch wenn Tao "#!$%2013) feststellten, dass Karies von einer
sinkenden Richness begleitet wird, erreichten ihre Ergebnisse keine statistische Signifikanz.
Die Verdnderung der dulleren Bedingungen durch das Fortschreiten der Karies — unter anderem

der Saureproduktion — bringen nach der erweiterten 6kologischen Plaquehypothese das



Diskussion 59

intraorale Gleichgewicht ins Schwanken. Der resultierende sinkende pH-Wert erschwert dabei
vielen Mikroorganismen das Uberleben und kénnte somit eine Verringerung der Artenvielfalt

bei Kariesprogression erkléren.

Bei der mikrobiologischen Auswertung dieser Studie wurden signifikante Unterschiede im
Vorkommen von verschiedenen Genera und RSVs zwischen den Gruppen festgestellt (Tabelle
20). Dabei wurde ein signifikant hoheres Vorkommen der Genera 8$+#*0$+1%%,-
B("#10$+#"(1,. 1(*+9$"#"-, '6/"(41-#"#"- sowie der RSV 816 B")#*#(1+91$d der
Kariesgruppe nachgewiesen. Das hohere Vorkommen der Lactobazillen deckt sich mit den
oben bereits beschriebenen Ergebnissen des Speicheltests CRT' 'bacteria (Ivoclar Vivadent;
Ellwangen Deutschland) (Tabelle 18, Abbildung 16) bei dem auch bei 52 % der Probanden mit
Karies Werte von > 10F koloniebildenden Einheiten von Laktobazillen nachgewiesen wurden.
Die Laktobazillen zéhlen nicht nur traditionell zu den Kariesmarkerkeimen (Beighton, 2005;
Van Houte, 1994), sondern werden vorwiegend mit der Kariesprogression in Verbindung
gebracht (Ikeda!"#!$%B73; Tanzer!"#!$%&01), wie auch von weiteren Studien im Vergleich
mit gesunden Gruppen erhoht bei kariesassozierten Gruppen nachgewiesen (Aas!"#!$%2008;
Chhour! "#! $%8&005; Lapirattanakul!"#! $%&020; Munson! "#! $%2004). Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie stehen somit im Einklang mit der géngigen Literatur.
Weiterhin wurde die Gattung der Spirochéten nachgewiesen. Es handelt sich dabei um gram-
negative Bakterien. Spirochdten — vor allem die Gattung C(")*/".$ — werden traditionell mit
Parodontalerkrankungen in Zusammenhang gebracht (Dewhirst! "#! $%&000; Listgarten und
Hellden, 1978; Loesche, 1988; Moore!"#!$%&91). In der Literatur zeigten sich bisher keine
héufigen Verbindungen mit Karies, gleichwohl in einer Studie von He "#!$%2018) von einem
signifikant hoheren Vorkommen von Spirochédten — wie auch in der vorliegenden Studie — in
der Kariesgruppe im Vergleich mit einer gesunden Gruppe berichtet wird.
Bei 8")#*#(1+91fandelt es sich ebenfalls um gram-negative Bakterien, welche vor allem wegen
ithres hohen saccharolytischen Potentials — der Fermentierung von einer Vielzahl von Mono-
und Disscchariden zu Milchsdure — mit der Kariesentstehung verkniipft werden (Thompson und
Pikis, 2012). Verschiedene Studien zeigten, dass 8")#*#(1+91$%echr reichlich im oralen
Mikrobiom von Gesunden und an Karies Erkrankten vorkommt (Jiang!"#!$%2Z013; Schoilew!
"#1$%2R019). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sind im Einklang mit den Studien von
Ling "#!$%2010) und Qudeimat "#!$%R2020), die 8")#*#(1+918benfalls signifikant hoher in
kariesaktiven Gruppen nachwiesen. In weiteren Studien wurden hingegen von einem héheren

Vorkommen von 8")#*#(1+91#n Mikrobiom von gesunden Patienten berichtet (Aas!"#!$%&
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2008; Schoilew! "#! $%&019). '6/"(41-#"#"- kommen in verschiedenen Bereichen der
Mundhéhle vor und sind an verschiedenen pathologischen Vorgéngen beteiligt. Dazu zéhlen
endodontische Infektionen (Munson! "#! $%&002; Siqueira Jr und Rogas, 2007), karidse
Lasionen (Munson!"#!$%2004) und Parodontitis (Vartoukian!"#!$%2009). B("#10$+#"(1, ikt
eine Gattung dieser Familie und wurde ebenfalls bei Kariespatienten in hoherem Vorkommen
nachgewiesen (Eriksson! "#! $%2017). Xiao "#! $%(2016) identifizierte unter anderem

B("#0$+#"(1,. als ein neues kariogenes Bakterium.

Das signifikant hohere Auftreten folgender Genera und RSVs wurde in der naturgesunden
Gruppe beobachtet: 5%%*)("7*#"YRREY 104 25%%*)("7*#"VYRAIBIH2 2@ (" 7*#"%RSY 341
2H$.)6%*0$+#"(@wie RSV 658 2="1%%*/"%Peb8&dst auffallend, dass drei der Genera zu
der Familie der @ ("7*#"%%$HBo%0*)("7*#"YRAY 104 und 242) gehoren. Bei der Familie
der @("7*#"%%$+(Bhylum: ES+#"{1:"#"-) handelt es sich um gram-negative anaerobe
Bakterien, die sich aus vier Genera zusammensetzen: @ ("7*#"%%$D!5%%*)("7*#" %% 30 $%%"%%$
@$(P)("7T*#"%YSPwohl @("7*#"%U$ auch 5%%*)("7*#"%REden mit einem signifikant
hoheren Vorkommen in der Gruppe der naturgesunden Probanden nachgewiesen. Interessant
dabei ist, dass zahlreiche Studien @ ("7*#"%868$ dem Vorkommen von Karies in Verbindung
bringen (Chhour!"#!$%X05; Martin!"#!$%3)02; Massey!"#!$%893; Yang!"#!$% ) 12; Zhang!
"#1$3%R2020). Dabei wird @ ("7*#"%%it endodontischen (Rbégas und Siqueira Jr, 2009) und
parodontalen (Serrano!"#! $%&8009) Infektionen sowie Dentinkaries (Massey!"#! $%&993) in
Verbindung gebracht. Yang "#! $%0&8012) fanden ebenfalls ein erhohtes Vorkommen von
@("7*#"%%$ Kariesmikrobiom im Vergleich zu dem Mikrobiom von Gesunden. Dariiber
hinaus beobachteten sie, dass unterschiedliche Prevotella-Arten sowohl in gesunden als auch
kariesaktiven Wirten vorkommen und die Arten nicht gleichméBig auf diese verteilt waren. In
einer aktuellen Studie zu ECC (Early Childhood Caries) kamen Zhang et. al (2020) zu dem
Ergebnis, dass von den zwei getesteten Prevotella-Arten — @ ("7*#"%%3$!:"/#1tHbED (" 7*#" % %$!
)$%%" - nur @("7*#"%%$! " #1st@hHikant erhoht in der Gruppe von Kindern mit S-ECC
(Severe Early Childhood Caries) nachgewiesen werden konnte, wahrend das Vorkommen von
@("7*#"%%$! )$%laiézu gleich in den Vergleichsgruppen vertreten war. In einer weiteren
aktuellen Studie von Schoilew "#!$%2019) zdhlte @ ("7*#"%86gar zu einer von 11 Genera, die
in einer naturgesunden Gruppe im Vergleich zu einer Kariesgruppe, signifikant hiufiger auftrat.
Diese neueren Studien stiitzen — wie auch die vorliegende Studie — die Aussage, dass
Mirkoorganismen der Familie der @ ("7*#"%%$+®k allem @ ("7*#"%%Hwohl bei an Karies

erkrankten Patienten aber durchaus auch bei Gesunden und dies sogar signifikant hdufiger
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vorkommen. Die Rolle von @("7*#"%%$+"$ls pathologischer Mitspieler bei der
Kariesentstehung sollte folglich {iberdacht werden. Es bedarf insbesondere einer getrennten
Betrachtung der verschiedenen Arten, da allein von @ ("7*#"%®&6®zeit circa 30 Arten bekannt
sind.

Eine weitere Gattung, die ein hoheres Vorkommen in der naturgesunden Gruppe aufweist, ist
="19%" %% RSV 658). Es handelt sich bei dieser Gattung ebenfalls um gram-negative anaerobe
Bakterien, die reichlich im menschlichen Mikrobiom vorkommen und in der gesamten
Mundhéhle zu finden sind — insbesondere auf dem Zungenriicken und im Speichel (Aas!"#1$%&
2005; Mager!"#!$%2Z003). Die Bedeutung von ="1%%*/"%%$bd)&nenschlichen Infektionen
ist laut Vesth "#!$%&013) bisher noch ungewiss und sie werden allgemein als wenig virulent
betrachtet. Gleichwohl werden ="1%%*/"%%%$#)3& mit der Kariesentstehung in Verbindung
gebracht (Becker!"#!$%%02; Qudeimat!"#!$%i®20; Tanner!"#!$% @) 11). So werden sie zu den
frithen Kolonisierern des Zahnschmelzes gezéhlt (Diaz!"#! $%2006; Meyer und Enax, 2018)
und es wurde herausgefunden, dass sie oft mit '#(")#*?*??"/1-))& Biofilme ausbilden. Diese
wurden in einer Studie von Olson "#!$%(2011) héufiger bei Patienten mit einer schlechten
Mundhygiene nachgewiesen. In einer Studie von Becker "#! $%6(2002) wurde bei allen
Probanden ="1%%*/"%%4fHhen Konzentration nachgewiesen und war signifikant zahlreicher
bei tiefen Dentildsionen als an jedem anderen Standort. ="1%%*/"%%$mR&bolisieren die
Milchsdure, die von anderen Arten gebildet wird, zu Propion- und Essigsduren. Auch wenn
diese Sduren schwicher sind als Milchsdure und daher den Zahnschmelz weniger 16sen, zeigten
1/<71#(*Studien, dass die Kombination von ="1%%*/"%%$lx)i8Mutans-Streptokokken mehr
Séure produziert und eine groBere Demineralisierung ermoglichet als Mutans-Streptkokken
alleine (Noorda! "#! $%8&988). Zudem konnte diec Verwendung von Milchsdure sowie die
Nitratreduktion — welche schon in niedrigen Konzentrationen (0,2mM) zur vollstindigen
Totung von Mutans-Streptokokken fithrt - durch ="1%%*/%%)& den anderen
sdureproduzierenden Mikroorganismen einen Schutz bieten und somit ein wichtiger Faktor im
Kariesprozess sein (Becker! "#! $%&002; Doel! "#! $%&005; Silva Mendez! "#! $%8&999).
Auch wenn in der Studie von Aas "#!$%R008) nachgewiesen wurde, dass Veillonella spp. in
allen  Stadien @ vom  intakten @ Schmelz bis zu  tiefen  Dentinkavititen
vorkommt, wird ="1%%*/"%®%6$ oben dargestellt vorwiegend mit dem Kariesprozess in
Zusammenhang gebracht. Zu dieser Beobachtung stehen die Ergebnisse der vorliegenden
Studie im Widerspruch, die ein signifikant hoheres Vorkommen dieser Gattung bei gesunden

Probanden @ im  Vergleich zu  Probanden der  Kariesgruppe  nachweisen.
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Bei der letzten Gattung handelt es sich um H$.)96%*0$+#"(Diese ist ebenfalls ein gram-
negatives Bakterium, welches vor allem durch das Hervorrufen der Campylobacter-Enteritis
bekannt ist. Auch bei H$.)96%*0$+#"¢eigt die Studienlage unterschiedliche Ergebnisse bei
den verschiedenen Arten dieser Gattung. So wurde H&!+*/+1--aus der Mundhdhle von
Patienten mit Gingivitis und Parodontitis isoliert (Tanner!"#!$%&81) — wobei sonst Studien
keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen H&+*/+1-,-und Gingivitits und Parodontitis
aufzeigen konnten (Liu! "#! $%&018). H&-9*J$" und H&("+#,-wurde mit Gesundheit und
H&4($+1%nit-Karies bei bleibenden Zéhnen in Verbindung gebracht (Aas!"#!$%Z008). Die
vorliegende Studie unterstiitzt somit weiterhin die Annahme, dass H$.)%6*0$+#"(im

Mikrobiom der oralen Gesundheit vorkommen.

Bei der vorliegenden Studie sollten abschlieend eigene Einschrinkungen nicht aufler Acht
gelassen werden. So sollte erwdhnt werden, dass die Untersuchung nur von einer einzelnen
Zahnérztin durchgefiihrt wurde. Auch wenn dies gewihrleistet, dass das Ablesen der
Ergebnisse somit immer gleich erfolgte, handelt es sich nicht um eine verblindete Studie.
Weiterhin sollte beachtet werden, dass es sich bei dieser Studie um eine explorative Pilotstudie
handelt und die gewéhlte Gruppengroflie mit jeweils 25 Probanden eher gering ist. Dieser
Aspekt ist im Hinblick auf die Aussagekraft der statistischen Ergebnisse zu beachten. Trotz
aller Kritikpunkte, zeigt die Studie deutliche Unterschiede im Mikrobiom der beider Gruppen
wie auch ein deutlich erhohtes Séurebildungspotential in der Kariesgruppe auf.
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse erstmals eine umfassende Untersuchung von
Speichel anhand von verschiedenen Speicheltests in Vergleich zu einer umfassenden
Sequenzierung des Speichelmkrobioms. Zudem hat sich die Messung des
Séurebildungspotentials (pH-Differenz) des Speichels als valide Methode zur Feststellung des
individiuellen Kariesrisikos erwiesen. Da Speichel als fluides Medium zur Diagnostik
intraoraler Erkrankungen und zur Erstellung von individuellen Risikostratifizierungen einfach
angewendet werden konnte, hat diese Pilotstudie das Potential zahlreiche Folgestudien auf
diesem Gebiet anzuregen und leistet somit einen wertvollen Beitrag zum Ausbau und der
Starkung der praventiven Zahnmedizin vor allem in Hinblick auf die Bestimmung des

individuellen Kariesrisikos.
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5! Zusammenfassung

Eine individuelle Kariesrisikobestimmung ist unverzichtbar, um priaventive Interventionen zu
ergreifen bevor der kariose Prozess beginnt und es zu einem irreversiblen Verlust von
Zahnhartsubstanz kommt. Trotz der Bemiihungen, mit verschiedenen Parametern das
Kariesrisiko  vorherzusagen, bleibt die bisherige Karieserfahrung der genaueste
Einzelparameter.

Ziel der vorliegenden Studie ist die Bestimmung des Sdurebildungspotentials im Speichel von
naturgesunden und an Karies erkrankten Probanden im Vergleich zu verschiedenen
kommerziellen Speicheltests sowie der Sequenzierung des Speichelmikrobioms. Mittels einer
neuartigen Methode wird das intraorale Sdurebildungspotential der zwei Probandengruppen auf
Eignung als valide Messmethode tiiberpriift. Fiir die Untersuchung wurden zwei Gruppen
gewdhlt, die sich jeweils aus n = 25 Probanden zusammensetzten. Eine Gruppe umfasste dabei
naturgesunde Probanden, ohne Karieserfahrung, und eine Gruppe umfasste Probanden, die
mindestens eine aktive kavitierte karidse Lésion aufwiesen. Es wurde ein ausfiihrlicher
klinischer Befund sowie ein Blutungs- und Plaqueindex erhoben. Der Speichel dieser
Probanden wurde mit Hilfe verschiedener kommerzieller Speicheltests sowie der
Sequenzierung des  Speichelmikrobioms untersucht und mit dem intraoralen
Séurebildungspotential, der sog. pH-Wert-Differenz, der beiden Probandengruppen verglichen.
Fir die Uberpriifung des Unterschieds der pH-Differenz, der Anzahl von Mutans-
Streptokokken und Laktobazillen, der Mundhygieneindizes und der Pufferkapazitit zwischen
den Probandengruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Zur Bewertung der
diagnostischen Giite wurden Grenzwertoptimierungskurven erstellt und die ,,Area Under the
Curve* als MaB der Ubereinstimmung berechnet.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten, dass hinsichtlich der Mundhygieneindizes in
der Kariesgruppe ein hoherer Blutungsindex (p = 0,00563) sowie ein erhdhter Plaqueindex
vorlag (p = 0,00129). Die pH-Wert-Differenz beim Séurebildungspotential des Speichels nach
einer Stunde betrugt im Mittelwert in der naturgesunden Gruppe 1,07 wihrend in der
Kariesgruppe ein signifikant erhohter Mittelwert von 1,42 festgestellt wurde (p = 0.03536). Der
Wert fiir die ,,Area Under the Curve der Grenzwertoptimierungskurven betriagt 0,6712 (1=
ideal) und liegt im wiinschenswerten Bereich.

Anhand weiterer kommerzieller Speicheltests wurde ein signifikant erh6htes Vorkommen der
Anzahl von Mutans-Streptokokken (p = 2,71e-05) sowie von Laktobazillen (p = 2,374e-05) in

der  Kariesgruppe  gemessen, welches die  Aussagekraft des  gemessenen
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Saurebildungspotentials weiterhin unterstreicht. Die Werte fiir die ,,Area Under the Curve* der
Grenzwertoptimierungskurven betragen 0,8312 fiir Mutans-Streptokokken und 0,8344 fiir
Laktobazillen (1= ideal). Im Bereich der Pufferkapazitdt des Speichels konnte kein Unterschied
zwischen den beiden Gruppen gezeigt werden.

Bei der mikrobiologischen Auswertung ergaben sich ebenfalls signifikante Unterschiede in
Korrespondenz zum Sdurebildungspotential. Die Kariesgruppe zeigte eine groflere ! -Diversitét
sowie eine groBere Richness im Vergleich zu der naturgesunden Gruppe.

Ein signifikanter Unterschied im Vorkommen zwischen den Gruppen zeigte sich bei
5%%*)("7*#"%%$D! @("7*#"%%$D! HS.)6b*OSHYo*/" Y08k signifikant haufiger in der
naturgesunden Gruppe vorkamen. Wihrend das Auftreten der Genera B("#10$+#"(1,.D!
8$+#*0$5+1%%,-D!") L(*+9%$"#"-D!'6/" (4 1st\he 8" )#*#(1+91h der Kariesgruppe signifikant
hoher war.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse erstmals eine umfassende Untersuchung zum
Séurebildungspotential des Speichels im Vergleich zu verschiedenen Speicheltests und einer
umfassenden  Sequenzierung  des  Speichelmikrobioms. = Die = Messung  des
Séurebildungspotentials (pH-Differenz) im Speichel hat sich in dieser Untersuchung als valide
Methode zur Feststellung des individuellen Kariesrisikos erwiesen. Die Ergebnisse
kommerzieller Speicheltests zur Ermittlung der Anzahl von Mutans-Streptokokken oder
Laktobazillen im Speichel korrespondierten mit dem Saurebildungspotential in Analogie zu den
gewdhlten Gruppen. Die Pufferkapazitit des Speichels ist jedoch kein geeigneter Parameter,
um zwischen erkrankten und gesunden Probanden zu unterscheiden.

Da Speichel als fluides Medium zur Diagnostik intraoraler Erkrankungen und zur Erstellung
von individuellen Risikostratifizierungen einfach angewendet werden konnte, hat diese
Pilotstudie das Potential zahlreiche Folgestudien auf diesem Gebiet anzuregen und leistet somit
einen wertvollen Beitrag zum Ausbau und der Starkung der praventiven Zahnmedizin vor allem

in Hinblick auf die Bestimmung des individuellen Kariesrisikos.
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Sehr geehrte Frau Dr. Frese,

die Ethikkommission hat Ihr Forschungsvorhaben in der Sitzung am 28.08.2017 beraten
und hat keine Bedenken gegen die Durchfiihrung der Studie.

Sie gibt jedoch folgende Empfehlungen bzw. Hinweise:

Information und Einwilligung in die Verwendung von Biomaterialien und zugehériger

Daten in Biobanken:

Zu Punkt 1 der Inhaltlichen Nachforderung vom 28.09.2017:

1. S. 2, Abschnitt 1: Die Fachtermini Mikrobiom, Proteom und Metagenom sollten
erldutert werden.

2. S. 4, Abschnitt 7b: Sofern die Zuordnung der Daten und Proben zu der konkreten
Person auch zum Zweck einer emeuten Kontaktaufnahme erfolgen soll, sollte dies
angegeben werden (vgl. Mustertext).

3. S. 6, erster Absatz: Der Verweis ,(siehe oben Punkt 8 a/b)“ sollte geandert werden in
»(siehe oben Punkt 7 a/b)“.

4. S. 8: Laut Unterpunkt 4 der Datenschutzerklarung diirfen die Daten unbefristet
verwendet werden. Laut der Angabe im Informationsteil und in der Informationsschrift
zur Hauptstudie werden die Daten fiir zehn Jahre aufbewahrt. Die Angaben sind
aufeinander abzustimmen.

Studienprotokoll:
5. Zu Punkt 2 der Inhaltlichen Nachforderung vom 28.09.2017: 2.S. 13 f., Abschnitt 12:

Die Angaben hinsichtlich der Einlagerung und Verwendung von Proben in der
Biodatenbank sollten nicht in der direkten Anrede, sondern in der 3. Person formuliert
sein.

Wir wiinschen Ihnen bei der Durchfiihrung der Studie viel Erfolg.

Bitte leiten Sie das Ergebnis der berufsrechtlichen Beratung und die studienrelevante
Korrespondenz allen teilnehmenden Arzten in unserem Zustandigkeitsbereich weiter.

Mit freundlichen Griiien
o Or Pletecttier, Vens
/i Taletiec Y3 %m
i.V. 9 ( Moy, 27. Novamber 2017 14:48 Uy MEZ

/

Prof. Dr. med. Thomas Strowitzki
Vorsitzender

Allgemeine Hinweise:

e Anderungen in Organisation und Ablauf der Studie sind der Kommission, zusammen
mit einer Bewertung der Nutzen-Risiko-Relation, umgehend mitzuteilen. Sowohl die
Antragsnummer als auch die gednderten Passagen sollten in den betreffenden
Unterlagen deutlich gekennzeichnet sein, da anderenfalls keine ziigige Bearbeitung
moglich ist.

e Innerhalb von einem Jahr nach Studienende sollte die Studienleitung der
Kommission einen Abschlussbericht vorlegen, der eine Zusammenfassung der
Ergebnisse und Schlussfolgerungen der Studie enthalt, unabhangig davon, ob diese
vollsténdig abgeschlossen oder vorzeitig beendet wurde. Dafiir ist die auf der
Homepage der Kommission abrufbare Mustervorlage ,Abschlussbericht* zu
verwenden (Pfad: -» Sonstige Studien -» Vorlagen).
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e Jedes Forschungsvorhaben, an dem Versuchspersonen beteiligt sind, ist vor der
Rekrutierung der ersten Versuchsperson in einer 6ffentlich zugénglichen Datenbank
zu registrieren.

e Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt Heidelberg arbeitet gem&f den
nationalen gesetzlichen Bestimmungen und den ICH-GCP-Richtlinien. lhren Bera-
tungen liegt die Deklaration des Weltarztebundes von Helsinki in der jeweils
aktuellen Fassung zugrunde.

e Unabhéngig vom Beratungsergebnis macht die Ethikkommission Sie darauf
aufmerksam, dass die ethische und rechtliche Verantwortung fiir die Durchfiihrung
einer Studie beim Leiter der Studie und bei allen teilnehmenden Arzten liegt.
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Sehr geehrter Frau Dr. Frese,

die Ethikkommission hat sich in ihrer Sitzung am 07.05.2018 mit den oben naher
bezeichneten Unterlagen befasst und hat keine Bedenken gegen die Anderung.

Sie gibt jedoch folgende Empfehlungen bzw. Hinweise:

Patienteninformation:
1. S. 2, Punkt ,Allgemeine Informationen zum Datenschutz“: Neben dem BDSG und

dem LDSG BW sind auch die Bestimmungen der Datenschutz-Grundverordnung
(DSGVO) einzuhalten.

Einverstindniserklirung:

2. S.1,Punkt,Datenschutz“: Die Weitergabe der Daten ist auf Universitaten/Kliniken zu —
beschrinken (wie in der Informationsschrift angegeben). Entsprechend ist das ,etc.“ & D
zu streichen. Alternativ sind die Angaben in der Patienteninformation zu erweitern. _&
Die Angaben in der Informationsschrift und der Einwilligungserklirung sind E E

aufeinander abzustimmen. b
3. S. 2, Punkt ,Einwilligungserklarung zum Datenschutz“: Neben dem BDSG und dem "° 5001254
LDSG BW sind auch die Bestimmungen der Datenschutz-Grundverordnung (DSGVO) 399893 QM 15

einzuhalten.

Bankverbindung:

Bad i Bank
Konto-Nr.: 7421 500 429

BLZ: 600 50101

SWIFT/BIC Code: SOLADEST
IBAN-Nr.: DE 64600501017421500429
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Q0O

Bitte leiten Sie das Ergebnis der berufsrechtlichen Beratung und die studienrelevante
Korrespondenz allen teilnehmenden Arzten in unserem Zustindigkeitsbereich weiter.

Mit freundlichen GriiRen

LV

4 /4 Pieshchiber Verern
1Y/ weriNarre-Verena cn-Or.
W T o

1/ 4 Wy chm—
1 7™ e w14 w1204

Prof. Dr. med. Thomas Strowitzki
Vorsitzender

Allgemeine Hinweise:

Anderungen in Organisation und Ablauf der Studie sind der Kommission, zusammen
mit einer Bewertung der Nutzen-Risiko-Relation, umgehend mitzuteilen. Sowohl die
Antragsnummer als auch die gednderten Passagen sollten in den betreffenden
Unterlagen deutlich gekennzeichnet sein, da anderenfalls keine ziigige Bearbeitung
moglich ist.

Innerhalb von einem Jahr nach Studienende sollte die Studienleitung der
Kommission einen Abschlussbericht vorlegen, der eine Zusammenfassung der
Ergebnisse und Schlussfolgerungen der Studie enthalt, unabhadngig davon, ob diese
vollstandig abgeschlossen oder vorzeitig beendet wurde. Dafiir ist die auf der
Homepage der Kommission abrufbare Mustervorlage ,Abschlussbericht* zu
verwenden (Pfad: -» Sonstige Studien - Vorlagen).

Jedes Forschungsvorhaben, an dem Versuchspersonen beteiligt sind, ist vor der
Rekrutierung der ersten Versuchsperson in einer ffentlich zuganglichen Datenbank
zu registrieren.

Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt Heidelberg arbeitet gemafl den
nationalen gesetzlichen Bestimmungen und den ICH-GCP-Richtlinien. Ihren
Beratungen liegt die Deklaration des Weltdrztebundes von Helsinki in der jeweils
aktuellen Fassung zugrunde.

Unabhangig vom Beratungsergebnis macht die Ethikkommission Sie darauf
aufmerksam, dass die ethische und rechtliche Verantwortung fiir die Durchfiilhrung
einer Studie beim Leiter der Studie und bei allen teilnehmenden Arzten liegt.

Mit dem 25.05.2018 ist die Datenschutzgrundverordnung der EU (DSGVO) auf das
Projekt anzuwenden. In Bezug auf die datenschutzrechtliche Information und
Einwilligungserklarung sind daher zusatzlich zu den bislang iiblicherweise
dargestellten Datenschutzaspekten insbesondere folgende Punkte zu beachten:

o Die in dem Projekt fiir die Datenverarbeitung verantwortliche Person ist zu
benennen. Auch wenn diese Person gleichzeitig die Projektleitung iibernehmen
sollte, ist sie ggf. zusatzlich als fiir die Datenverarbeitung verantwortliche Person
ausdriicklich zu nennen.

o Die Namen und die Kontaktdaten der zustandigen Datenschutzbeauftragten
(lokal und Sponsor/Studienleitung) sind anzugeben.

o Auf das Bestehen eines Beschwerderechts bei einer Datenschutz-
Aufsichtsbehdrde (Landesdatenschutzbeauftragte oder Bundesdatenschutz-
beauftragte des Priifzentrums, Landesdatenschutzbeauftragte oder Bundes-
datenschutzbeauftragte des Sponsors/Studienleitung) ist hinzuweisen. Die
zustandigen Datenschutzaufsichtsbehdrden sind zu nennen. Diese Information
sollte fiir jedes Priif-/Studienzentrum angepasst sein.

o Die Studienteilnehmer sind auf ihr Recht hinzuweisen, Auskunft (einschlielich
unentgeltlicher Uberlassung einer Kopie) iiber die betreffenden personen-
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bezogenen Daten zu erhalten sowie ggf. deren Berichtigung oder Loschung zu
verlangen.

Details zu |hren Informationspflichten gegeniiber den Studienteilnehmern
entnehmen Sie bitte insbesondere den Artikeln 13 ff. DSGVO. Die Ethikkommission
priift die Angaben zu den zustandigen Datenschutzbeauftragten und
Aufsichtsbehdrden nicht auf Richtigkeit. Fiir die Angaben zu den lokalen
Datenschutzbeauftragten und  Aufsichtsbehorden reicht gegeniiber der
Ethikkommission die Angabe eines Platzhalters.
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