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Lebendbestimmung kariogener Bakterien

mittels Fluoresceindiacetat®)

Von L. Netuschil und G. Schmalz, Tiibingen**)

Die Untersuchung der oralen Mikroflora ist
wegen des speziellen 6kologischen Milieus je
nach Fragestellung kompliziert und — auf Grund
der Ziichtungsproblematik — zeitraubend.

Es wurde deshalb versucht, einen in der Zellbio-
logie bekannten Schnelltest zur Lebendzellbe-
stimmung auf kariogene Mundh&hlenbakterien
anzuwenden. Dabei zeigte sich, daBl auch diese
Mikroorganismen anzufirben sind und daf diese
Eigenschaft an den aktiven Zellstoffwechsel der
Bakterien gebunden ist.

Zahnmedizinische Problematik

Aus dem weiten Spektrum mikrobiologischer
Fragestellungen sollen im folgenden einige exem-
plarisch herausgestellt werden.

Kariesdtiologie
Obwohl die entscheidende Rolle der Mikroorga-
nismen im Rahmen der Kariesdtiologie seit fast
- 100 Jahren bekannt ist (Miller 1889, 1890),
werden spezielle Aspekte erst in neuester Zeit
wieder diskutiert und sind im einzelnen noch
ungekldrt. Insbesondere das komplexe Wechsel-
spiel verschiedener Mikroorganismengruppen
innerhalb der Plaque, an verschiedenen Stellen
der Zdhne und unter verschiedenen Erndhrungs-
bedingungen ist weitgehend ungeklért (Menaker
1980, Newbrun 1978, Schmalz 1979, van Houte
1980). Auf die Problematik bei der Ziichtung der
Plaque-Mikroflora wurde kiirzlich hingewiesen
(Netuschil et al. 1981).
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Untersuchung zahndrzilicher Werkstoffe

Bei der notwendigen Untersuchung in der Zahn-
medizin angewandter Chemikalien und Werk-
stoffe (Schmalz 1981) auf ihre biologische
Vertrdglichkeit — als Grundvoraussetzung fiir
ihre medizinische Anwendung iiberhaupt — ist
auch deren EinfluB3 auf die orale Mikroflora von
Bedeutung (Finster und Riethe 1963, Schmalz
und Rotgans 1977). So kdnnen beispielsweise
neben toxischen auch das Bakterienwachstum
férdernde Eigenschaften zahnérztlicher Materia-
lien nachgewiesen werden, die am Patienten zu
einer Gewebeschddigung fiihren  kOnnen
(Schmalz 1977a, b).

Fissurenversiegelung

Der Erfolg kariesprophylaktischer MaBlnahmen,
wie sie die Fissurenversiegelung darstellt, wird
u. a. an ihrem EinfluB auf die kariogene Mikro-
flora gemessen. Trotz unbestreitbarer Langzeiter-
folge scheint es, als ob manche Mikroorganismen
der kariogenen Fissurenflora die Versiegelung zu
liberleben vermogen (Fellner 1981, Lutz und
Schneider 1978, Netuschil 1981, Riethe 1980
u. a.). Die vorliegenden bakteriologischen Daten
miiBlten beziiglich einzelner Mikroorganismen-
gruppen noch abgesichert werden.

Fluorochromierung von Mikroorganismen

Auf all den angesprochenen Gebieten ist eine
sichere, das heillit von &duBleren Bedingungen
moglichst unabhéngige und schnelle Lebendbe-
stimmung der untersuchten Mikroorganismen
von grundlegender Bedeutung.

Fluoreszenzfarbstoffe

An Versuchen, Zellen anzufirben, um ihre
Lebensfahigkeit schnell nachweisen zu kénnen,
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a: Actinomyces viscosus, 3 Tage alte Kultur b: Lactobacillus casei, 4 Tage alte Kultur

e, f: wie ¢, d, aber mit S. salivarius, ebenfalls 2 Tage alte Kultur. Die hellen Flecken in den Fluoreszenzaufnahmen c, ¢, rithren von Bakterien her, die in
einer anderen Ebene liegen. Die Pfeile weisen auf Bakterien hin, die mit FDA nicht oder nur noch sehr schwach zur Fluoreszenz angeregt werden kénnen.

Abb. 1: Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen kariogener Mikroorganismen, Fluoreszenz-Anfirbung mit FDA. VergroBerung 100fach, zur
graphischen Reproduktion nochmals 2fach. Alle Fluoreszenzaufnahmen mit Filterblock K2 (470-490 nm) mit Ausnahme der Abb. 1b. Filterblock 1.2
(450-490 nm).
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hat es in der Zellbiologie nicht gefehlt. Dement-
sprechend umfangreich ist die Zahl der Untersu-
chungen (Drawert 1968, Stockinger 1964), die
meist auf den grundlegenden Arbeiten von Strug-
ger (1941, 1949) basieren.

Der am meisten verwendete Fluoreszenzfarbstoff
ist Acridinorange. Seine Anwendung wird einer-
seits propagiert (Schwartz et al. 1977, Trolldenier
1972), zum Beispiel in der Gewisser-Mikrobio-
logie (Jones and Simon 1975, Reichardt 1978,
Zimmermann 1977). Andererseits wird von den
Autoren selbst (Jones und Simon 1975, Schwartz
etal. 1977, Trolldenier 1972) und anderen Unter-
suchern (Reichardt 1978, Ziegler et al. 1975) auf
die komplizierte Methodik kritisch hingewiesen,
vor allem weil die Indikation tot/lebend nur bei
peinlichem Einhalten des methodischen Vorge-
hens sicher zu stellen ist.

Lebendzellnachweis mit  Fluoresceindiacetat
(FDA)

Ein grundsitzlich anderer Weg zur Fluoreszenz-
anfiarbung lebender Zellen wurde von Rotman
und Papermaster (1966) beschritten: Sie setzten
Fluoresceindiacetat (sowie andere Fluorescein-
derivate) ein. Dieser Stoff fluoresziert selbst nicht,
wird aber durch enzymatische Hydrolyse zu dem
griin fluoreszierenden Fluorescein abgebaut. Die
Autoren weisen nach, daB FDA von den Zellen
aufgenommen wird und als einziges intrazelluli-
res Stoffwechselprodukt Fluorescein entsteht.
Fluorescein wird von der Zelle gespeichert und
ermdglicht so die Fluorochromasie. Andererseits
wird extrazelluldr angebotenes Fluorescein von
den Zellen nicht aufgenommen (es sei denn bei
auf das 104-fache gesteigerter externer Konzen-
tration); es kommt nicht zur Fluorochromasie.
Diese Befunde und von den gleichen Autoren
durchgefiihrte Vergleichsuntersuchungen mit an-
deren Fluoresceinverbindungen fithren zu fol-
gendem Modell: Die Fluoresceinester, also auch
FDA, sind unpolare Substanzen. Sie werden
durch die Zellmembran aufgenommen und von
der stoffwechselaktiven Zelle enzymatisch zu

Fluorescein hydrolysiert. Dieses ist polar und

kann deshalb die intakte Zelle nicht verlassen —
genauso wie extrazelluldres Fluorescein nicht
aufgenommen wird. Folglich wird mehr Fluores-
cein in der Zelle gebildet als abgegeben werden
kann, es kommt zur Anfirbung. Zudem weisen

Rotman und Papermaster (1966) nach, daf3 die
Fluorochromasie an die Lebensfihigkeit der
Zelle gebunden ist.

Ziegler und Mitarbeiter (1975) haben die Vital-
Fluorochromierung mit FDA auf Mikroorganis-
men ibertragen und kommen zu &dhnlichen
Ergebnissen.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, den
Lebendzellnachweis mit Fluoresceindiacetat bei
kariogenen Mikroorganismen anzuwenden, um
diese schnelle und vergleichsweise einfache
Nachweismethode auch bei der Ldsung der
einleitend erwdhnten Fragenkomplexe einsetzen
zu konnen.

Material und Methode

Mikroorganismen

Unser Dank gilt Herrn Prof. Dr. F. Gehring,
Wiirzburg, der freundlicherweise die Referenz-
kulturen von Actinomyces viscosus, Lactobacil-
lus casei, Streptococcus mutans, Typ d, sowie
Streptococcus salivarius zur Verfiigung stellte. A.
viscosus und Streptokokken wurden auf Schaed-
ler Agar mit Vitamin K; und 5 Prozent Schafblut
(Becton Dickinson, Nr. 21539), L. casei auf
Trypticase Soja Agar (Becton Dickinson, Nr.
21185) durch einfaches Uberimpfen bei 37 Grad
C anaerob (GasPak-System, Becton Dickinson)
kultiviert. Das Alter der zur Fluoreszenzuntersu-
chung herangezogenen Kulturen betrug zwischen
einem Tag und vier Tagen, die entsprechenden
genaueren Angaben sind der Legende zu Abb. 1
zu entnehmen. Zur Hitzeinaktivierung wurde
eine Fliissigkultur von Streptococcus mutans in
»Schaedler Broth« (Becton Dickinson, Nr.
12191) sowie in »NIH Thioglycollate Broth«
(Difco Laboratories, Nr. 0257-02-8) inokuliert
und nach ca. 24 Stunden Wachstum 50 Minuten
bei 121° C autoklaviert.

Mikroskopie .
Routineuntersuchung ohne Photographie: Zeiss
Standard mit Fluoreszenz-Auflichtkondensor IV
FI, Reflektor 2 FL mit Interferenzbreitbandfilter,
Filterkombination  Griin-Anregung BP510-
560/FT580/LP590 und Blau-Anregung BP450-
490/FT510/LP520. Objektiv Plan 40/0.65, Oku-
larvergréBerung 10x. Hg-Lampe 50 Watt.
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Photographische Dokumentation: Leitz Ortho-
plan mit Auflicht-Illuminator Ploemopak, Hg-
Lampe 200 Watt. Fiir Phasenkontrast-Aufnah-
men Kondensor-Stellung 3, fiir Fluoreszenzauf-
nahmen Blauanregung iiber Filterblock K2 oder
L2, Charakteristika: BP 470-490/RKP 510/LP
515 bzw. BP 450-490/RKP 510/BP 525/20.
Objektiv NPL Fluotar 60/1.00 Ol. Dieses Objek-
tiv ist fiir Phasenkontrast-Aufnahmen nicht opti-
mal, es wurde jedoch wegen des direkten
Vergleichs Fluoreszenz/Phasenkontrast nicht ge-
wechselt. Die Aufnahmen erfolgten {iber Vario-
tubus und Vario-Orthomat zur automatischen
Belichtungsmessung und Photographie. Die Ge-
samtvergroBerung fiir Diaaufnahmen (Kodak
Ektachrom Tageslicht/ASA 200/24 DIN) war 50
x 1,25 x 5x0,32 =100fach. Die Belichtungszeiten
wurden automatisch bestimmt und betrugen
auch bei der Fluoreszenz nicht iiber 2 Minu-
ten.®)

Anftirbung mit Fluoresceindiacetat

Mit Fluoresceindiacetat (FDA) (Sigma, St. Louis,
USA) wurde in Aceton eine Stammidsung (5
mg/m]) hergestellt und bei —20° C gelagert. Kurz
vor Bedarf wird die Stammldsung 1:500 mit
eiskalter PBS (Phosphat-gepufferte physiol.

NaCl, pH 7,2) verdiinnt. Die Bakterien werden.

auf Objekttrigern ausgestrichen, sofort mit 2 pl
FDA-PBS und ca. 10 Sekunden spater mit reiner
PBS iiberschichtet. Fliissigkulturen werden 1:1
mit FDA-PBS versetzt. Eine Betrachtung bzw.
Photographie ist unmittelbar anschlieBend m&g-
lich.

Ergebnisse

Unsere Untersuchungen ergaben, daB sich auch
die kariogenen Mikroorganismen-Stdmme wie
Actinomyces viscosus, Lactobacillus casei,
Streptococcus mutans und Streptococcus saliva-
rius mit FDA anfirben lassen (Abb. 1).

Bei den Fluoreszenzaufnahmen von Actinomy-
ces viscosus (3 Tage alte Kultur, Abb. 1a), Strep-

*) Fiir die Moglichkeit, die entsprechenden Gerite benutzen zu diirfen,
méchten wir Herrn Prof. Dr. K. Botzenhart, Hygiene-Institut der Univer-
sitit Tiibingen, sowie Herrn OA Dr. Sénnichsen, Universitdts-Hautklinik,
Tiibingen, danken.
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tococcus mutans (2 Tage alte Kultur, Abb. 1c¢)
und Streptococcus salivarius (2 Tage alte Kultur,
Abb. le) wurde zur Anregung Filterblock K2
(470-490 nm) benutzt. Zum Vergleich wurde eine
4 Tage alte Kultur von Lactobacillus casei (Abb.
1b) nach Anregung tiber Filterblock L2 (450-490
nm) photographiert. Auf Grund der kurzwellige-
ren Anregung tritt die intensiv apfelgriine Farbe
der Fluorescein-Fluoreszenz deutlicher in Er-
scheinung. Die Fluoreszenz verblaBt jedoch
wahrend der Anregung dementsprechend schnel-
ler als bei Filterblock K2.

Die vergleichenden Fluoreszenz- und Phasen-
kontrast-Aufnahmen einer 2 Tage alten Kultur
von Streptococcus mutans (Abb. 1¢/1d) sind fast
vollstandig deckungsgleich, was bedeutet, dafl
sich anndhernd 100 Prozent der Bakterien einfér-
ben lassen. Demgegeniiber sind bei einer eben-
falls 2 Tage alten Kultur von Streptococcus
salivarius (Abb. le/1f) Teile des im Phasenkon-
trast sichtbaren Bakterienausstrichs bereits nicht
mehr oder nur noch sehr schwach mit FDA
anfirbbar (Pfeile). Bei Streptococcus salivarius
verstirkt sich dieser Effekt, so dall nach 4 Tagen
in Kultur die Keime nicht mehr fluoreszieren.
Um nachzupriifen, ob die Féahigkeit zur
Fluorochromasie tatsichlich an die Stoffwechsel-
aktivitit lebender Zellen gebunden ist, wurde ein
Teil einer Fliissigkultur von Streptococcus
mutans autoklaviert. Wie erwartet, zeigten die
autoklavierten Bakterien — im Gegensatz zu den
nicht autoklavierten — keinerlei Fluoreszenz.

Diskussion

Die Fluorochromierung mit FDA wurde anfing-
lich nur fiir eukaryotische Zellen beschrieben
(Rotman and Papermaster 1966). Die Ubertra-
gung des Testverfahrens auf Mikroorganismen
erwies sich in der vorliegenden und anderen
Arbeiten (Ziegler et al. 1975) als prinzipiell
mdglich. Jedoch wird auch hier {iber negative
Ergebnisse (Babiuk and Paul 1970, Jones und
Simon 1975, Séderstrom 1977) berichtet. Soder-
strém (1977) spricht von »sehr kldglichen Ergeb-
nissen«, Jones und Simon (1975) von unstimmi-
gen bzw. wenig reproduzierbaren Resultaten bei
quantitativen Untersuchungen. Nach Babiuk
und Paul (1970) konnen iiber 4 Stunden alte
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Kulturen nur noch ungeniigend angefdrbt wer-
den. Dies steht im Widerspruch zu unseren
Befunden, bei denen 1 bis 4 Tage alte Kulturen
fluoreszenzgefirbt werden konnten. Eine Abhén-
gigkeit von den Kulturbedingungen besteht aller-
dings in dem Sinn, daB &dltere Kolonien die
Fahigkeit zur Fluorochromasie allmihlich ver-
lieren. Dies veranschaulichen die Abbildungen
le und 1f Bei Streptococcus salivarius sind
bereits am 2. Tag in Kultur Teile des Zellaus-
strichs nicht mehr mit FDA anfidrbbar. Da sich
aber junge Agarkulturen allgemein als gut
fluoreszierend darstellen lassen, sollte dies bei
weiteren Untersuchungen kein Problem darstel-
len.
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