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EP 0 885 969 B1
Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft einen Nahrboden zum Nachweis von Mutans Streptokokken im Speichel
oder im Plaque mit den Merkmalen des Oberbegriffs des Patentanspruchs 1 sowie ein Analysenset mit den Merkmalen
des Oberbegriffs des Patentanspruchs 20.

[0002] Es ist bekannt, im Bereich der prophylaktischen Zahnheilkunde im Speichel oder im Plaque der Zahne die
Anwesenheit von Mutans Streptokokken (streptococcus mutans) zu untersuchen und deren Konzentration quantitativ
zu bestimmen. Um einen derartigen qualitativen und quantitativen Nachweis zu flihren, wird eine vorgegebene Spei-
chelmenge oder eine von den Z&hnen abgekratzte Menge eines Plaques auf einen Nahrboden aufgetragen, wobei
hierflir der an sich bekannten Mitis Salivarius Agars haufig zur Anwendung gelangt.

[0003] So beschreibt beispielsweise die US 3,890,200 B ein selektives Medium zum Nachweis von Mutans Strep-
tokokken, das als Ndhrboden einen Mitis Salivarius Agar enthélt, dem Zucker bis zu einer Héchstkonzentration von
200 g pro 1.000 ml anwendungsfertigem Agar zugesetzt ist. Hieraus errechnet sich ein Verhéltnis von Agar zu Zucker
von etwa 1:0,2. Ausdrticklich stellt die US 3,890,200 B heraus, daB hdhere Zuckerkonzentrationen erhebliche negative
Einflisse auf das Wachstum und die Morphologie von aus Speichel isolierten Mutans Streptokokken haben.

[0004] Auch die EP 0 190 893 A beschreibt ein Nachweisverfahren fiir Mutans Streptokokken, wobei hierfir ein auf
einen inerten Trager aufgetragener Ndhrboden verwendet wird. Dieser bekannte Nahrboden auf der Basis eines Mitis
Salivarius Agar weist zusétzlich 150 g Saccharose sowie Bacitracin auf, so daf3 sich hieraus ein Massenverhéltnis von
Agar zu Zucker von ebenfalls 1:1,66 errechnet.

[0005] Desweiteren ist es zur Erstellung einer Diagnostik, insbesondere zur Einschétzung des Risikos der Karie-
sentstehung, erforderlich, die Konzentration an Lactobazillen im Speichel und/oder Plaque zu bestimmen, wobei hierflr
ebenfalls ein Nahrboden verwendet wird. Auf diesen Nahrboden auf der Basis eines Rogosa Agars wird ebenso, wie
zuvor fiur den Nachweis von Mutans Streptokokken beschrieben, eine Probe des Speichels bzw. des Plaques aufge-
tragen, so daB nach einer entsprechenden Bebriitungszeit dann visuell der bebriitete Boden qualitativ und quantitativ
ausgewertet werden kann. Der hierfiir eingesetzte Nahrboden auf der Basis eines herkémmlichen Rogosa Agars weist
eine Zusammensetzung auf, wie diese nachfolgend angegeben ist.

Agar Agar 199
Tryptone 10g
Hefeextrakt 5¢g
Glucose 20g
Kaliumhydrogenphosphat 69
Ammoniumhydrogencitrat 29
Mangan-II-Sulfat 1-Hydrat 01g
Eisen-1l-Sulfat 7-Hydrat 0,03¢g
Tween 80 19

[0006] Zur Herstellung des anwendungsfertigen Rogosa-Nahrbodens werden die zuvor angegebenen Bestandteile
in 1| Wasser gegeben.

[0007] Darlber hinaus ist es zur Erstellung einer einwandfreien Diagnostik, insbesondere zur Festlegung von kon-
kreten MaBnahmen zur Beseitigung des Risikos einer Kariesentstehung, erforderlich, die Pufferkapazitit des Speichels
zu messen. Hierbeiwird beiden heute verfligbaren Analysensets diese Pufferkapazitit des Speichels dadurch ermittelt,
daB ein mit einem Indikator getrankter Teststreifen mit Speichel betropft wird, wobei nach einer Einwirkzeit von etwa
zwei Minuten dann der erforderliche Farbumschlag des Teststreifens visuell ermittelt wird. Hierbei 148t jedoch der
hierflir verwendete Teststreifen nur eine grobe Messung der als pH-Wert definierten Pufferkapazitét zu, so daf3 die
Aussage der Messung der Pufferkapazitat unsicher und von der Geschicklichkeit des jeweiligen Anwenders abhéngig
ist.

[0008] Dervorliegenden Erfindungliegt die Aufgabe zugrunde, einen Nahrboden der angegebenen Art zur Verfligung
zu stellen, der eine bessere Aussage beziiglich der Konzentration an Streptokokken mutans erméglicht.

[0009] Diese Aufgabe wird durch einen N&hrboden mit den kennzeichnenden Merkmalen des Patentanspruchs 1
geldst.

[0010] Der erfindungsgeméaBe Nahrboden zum Nachweis von Mutans Streptokokken (streptococcus mutans) im
Speichel und/oder im Plaque sieht vor, daB der erfindungsgeméBe Nahrboden neben einem Agar zusétzlich noch
mindestens einen Zucker enthdlt, wobei das Massenverhéltnis von dem Agar zu dem mindestens einen Zucker zwi-
schen 1:3,89 und 1:12 variiert. Mit anderen Worten unterscheidet sich somit der effindungsgeméane Ndhrboden von
dem an sich bekannten Nahrbdden dadurch, daB der erfindungsgemaBe N&hrboden zusétzlich noch den mindestens
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einen Zucker in dem zuvor angegebenen Massenverhéltnis aufweist.

[0011] Uberraschend wurde festgestellt, daB der erfindungsgemaBe Nédhrboden eine hohe Selektivitét beziiglich der
Mutans Streptokokken besitzt, wobei diese hohe Selektivitat fur Mutans Streptokokken darauf zurtickgeflihrt wird, daB
der erfindungsgemaBe Ndhrboden im Vergleich zur herkdmmlichen und im Handel befindlichen Nahrbdden zusétzlich
noch eine erhebliche Menge Zucker aufweist. Diese verbesserte Selektivitit des erfindungsgeméBen Nahrbodens
driickt sich im Vergleich zu herkémmlichen Nahrbdden dadurch aus, daB der erfindungsgeméBe Nahrboden eine si-
gnifikant héhere Keimausbeute an Mutans Streptokokken besitzt, was anhand von 135 Speichelisolaten von 55 Kindern
bestatigt wurde. Auch behindert dieser zusétzliche Zuckerzusatz die Zubereitung eines anwendungsfertigen Nahrbo-
dens aus dem erfindungsgemaBen Nahrboden nicht, wobei fiir die einfache und schnelle Zubereitung der erfindungs-
gemaBe trockene Nahrboden lediglich in der erforderlichen Menge Wasser aufgenommen wird.

[0012] Auch |43t sich der erfindungsgeméane Nahrboden besonders einfach herstellen, da es hierflr lediglich erfor-
derlich ist, einen geeigneten Agar mit der erforderlichen Zuckermenge zu vermischen, wobei die Vermischung des
Agars mit dem Zucker sowohl bei der Herstellung eines anwendungsfertigen Nahrbodens, d.h. bei der Aufnahme des
Agars und des Zuckers in Wasser, als auch durch Vermischung des trockenen Agars mit dem mindestens einen Zucker
erfolgen kann.

[0013] Eine erste Ausfiihrungsform des erfindungsgeméBen Néhrbodens sieht vor, daB hierbei das Massenverhélt-
nis zwischen dem Agar und dem mindestens einen Zucker zwischen 1:3,89 und 1:4,25 liegt. Hier hat sich gezeigt, dai3
sich diese bevorzugte Ausfuhrungsform besonders einfach und schnell in Wasser aufnehmen |1483t, so daf3 dement-
sprechend schnell und unproblematisch ein anwendungsfertiger Nahrboden erstellt werden kann.

[0014] Eine weitere Ausfiihrungsform des erfindungsgeméBen Bodens, die eine extrem hohe Selektivitdt zum Nach-
weis der Mutans Streptokokken aufweist, sieht vor, daB hierbei das Massenverhélinis zwischen dem Agar und dem
mindestens einen Zucker zwischen 1:5,1 und 1:10 variiert. Obwohl diese Ausfiihrungsform des erfindungsgemafBen
Nahrbodens eine extrem hohe Zuckerkonzentration aufweist, konnte liberraschend festgestellt werden, daf auf einem
derartig mit Zucker versetzten N&hrboden die Mutans Streptokokken, die aus dem menschlichen Speichel oder aus
dem Plague gewonnen wurden, hervorragend und selektiv wuchsen.

[0015] Vorstehend und nachfolgend wird wiederholt der Begriff Agar verwendet, wobei hierunter insbesondere der
aus roten Meeresalgen gewonnene und getrocknete Schleim sowie hochmolekulare Galaktoside, insbesondere Salze
von Galaktose-Schwefelsiureestern, verstanden wird, sofern nachstehend nicht spezielle Agar genannt sind.

[0016] Beziiglich desin dem erfindungsgemaBen Nahrboden enthaltenen mindestens einen Zuckers istfestzuhalten,
daB es sich bei diesem Zucker um ein Monosaccharid und/oder ein Monosaccharid-Derivat handeln kann. Vorzugs-
weise weist jedoch der erfindungsgemaBe Nahrboden als Zucker ein Disaccharide, insbesondere Saccharose und/
oder ein Saccharose-Derivat, auf.

[0017] Abhangig von dem jeweiligen Anwendungsgebiet besteht im einfachsten Fall der erfindungsgeménBe Nahr-
boden lediglich aus dem herkdmmlichen Agar sowie dem zuvor erléuterten Zucker in den dort genannten Massenver-
haltnissen. Wird eine derartige Ausflhrungsform des erfindungsgeméBen Néhrbodens dann von geschultem Fach-
personal angewendet, so beispielsweise in entsprechenden Kliniken, ist es lediglich erforderlich, den erfindungsge-
méBen Ndhrboden in einer entsprechenden Menge Wasser aufzunehmen, so daB dann entsprechende Schalen, bei-
spielsweise Petrischalen, mit diesem anwendungsfertigen gelartigen Nahrboden geflllt werden kénnen. Um bei dieser
Ausfuihrungsform des erfindungsgemaBen Nahrbodens dann nach dem Inkubieren mit dem Speichel bzw. Plaque und
der anschlieBenden Bebriitung eine sichere und reproduzierbare Unterscheidung zwischen dem aus dem Speichel
oder dem Plaque angeztichteten Mutans Streptokokken und den méglicherweise mit angeziichteten Streptokokken,
insbesondere den streptokokken parasanguis und streptokokken salivarius, herbeizuflihren, empfiehlt es sich, eine
bei mikrobiologischen Untersuchungen Ubliche Verdiinnungsreihe durchzuflihren. Hierbei wird der Speichel bzw. der
Plaque auf ein Zehntel bis ein Tausendstel seiner urspriinglichen Konzentration mit einer physiologischen Kochsalz-
I6sung verdlinnt, was dazu fuhrt, daf das Wachstum der zuvor genannten Streptokokken sowie von Lactobazillen,
Aktinomyzeten, Staphylokokken oder gramnegative Bakterien eindeutig und wirksam unterdriickt wird. Dies wiederum
bewirkt, daB besonders sicher und reproduzierbar die Mutans Streptokokken nachgewiesen und visuell quantifiziert
werden kénnen.

[0018] Eine besonders einfacher und sicherer Nachweis von Mutans Streptokokken, bei der auf die zuvor angespro-
chene Verdiinnungsreihe ohne Verfalschung des Ergebnisses verzichtet werden kann, sieht vor, daf3 hierbei ein erfin-
dungsgemaBer Nahrboden zur Anwendung gelangt, der neben dem Agar und dem mindestens einen Zucker zusétzlich
noch mindestens ein Peptidantibiotika-Komplex enthlt, wobei die Konzentration dieses Peptidantibiotika-Komplexes
zwischen 0,001 Gew.% und 0,0005 Gew.%, bezogen auf das Gesamigewicht des Agar und des zugesetzten Zuckers,
variiert.

[0019] Insbesondere weist die zuvor beschriebene Ausflihrungsform des erfindungsgemaBen Néhrbodens als Pep-
tidantibiotika-Komplex das im Handel erhéltliche Bacitracin auf. Um aus dieser Ausfihrungsform des erfindungsge-
méBen Nahrbodens einen anwendungsfertigen Nahrboden herzustellen, ist es lediglich erforderlich, das mit dem min-
destens einen Zucker und dem Bacitracin versetzte Agar in der erforderlichen Menge Wasser aufzunehmen. Insbe-
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sondere konnte festgestellt werden, daf ein derartiger anwendungsfertiger erfindungsgeméBer Nahrboden dann wirk-
sam das Wachstum einer Mischflora, insbesondere das Wachstum von Streptokokken salivarius und/oder Streptokok-
ken parasanguis, unterdriickt, ohne daf hierbei statistisch signifikant die Ausbeute an Mutans Streptokokken verringert
wird. Somit erméglicht diese Ausflihrungsform des erfindungsgeméBen Nahrbodens, dal bei solchen Speichel- oder
Plaqueproben, die neben Mutans Streptokokken noch andere Streptokokkenstdmme enthalten, wirksam und einfach
zwischen den Mutans Streptokokken und den anderen Streptokokken oder den zuvor genannten anderen Mikroorga-
nismen unterschieden werden kann.

[0020] Ein besonders geeigneter Agar, der insbesondere bei dem erfindungsgeméBen Néhrboden zur Anwendung
gelangt, ist der bereits eingangs erwéhnte Mitis Salivarius Agar.

[0021] Hierbeiweist ein typischer Mitis Salivarius Agar, wie er beispielsweise im Handel erhéltlich und von der Firma
DIFCO, Augsburg, vertrieben wird, die nachfolgende Zusammensetzung auf:

Bacto tryptose 8 g bis 12 g, insbesondere 10 g

Proteose peptone Nr. 3 3 gbis 7g, insbesondere 5 g

Proteose peptone 3 gbis 7g, insbesondere 5 g

Bacto dextrose 0,5gbis1,5g, insbesondere 1 g

Bacto saccharose 30 g bis 60 g, insbesondere 50 g
Kaliumhydrogenphosphat 3 gbis5g, insbesondere 4 g

Farbstoff, insbesondere Trypan blau 0,05 g bis 0,09 g, insbesondere 0,075 g
Farbstoff, insbesondere Bacto kristall violett | 0,0006 g - 0,0001 g, insbesondere 0,008 g
Bacto Agar 13 g bis 17 g, insbesondere 15 g

[0022] Die zuvor aufgefiihrien Bestandieile werden zur Herstellung eines anwendungsfertigen Nahrbodens in 1 |
Wasser eingeriihrt.

[0023] Um insbesondere die Anwendung des erfindungsgeméafBen Nahrbodens in Zahnarztpraxen zu erleichtern,
sieht eine weitere Ausfiihrungsform des erfindungsgeménen Néahrbodens vor, daf der Nahrboden einseitig auf einen
inerten Trager aufgetragen ist. Hierbei ist es dann lediglich fiir den Nachweis von Mutans Streptokokken im Speichel
erforderlich, den entsprechend steril verpackien und auf einen inerten Tréger, insbesondere auf einen Kunststofftréager,
aufgetragenen Nahrboden aus der sterilen Verpackung zu entnehmen und diesen dann mit der zu untersuchenden
Speichel- oder Plaqueprobe zu beaufschlagen, so daB nach einer entsprechenden sterilen Bebriitung die jeweilige
Konzentration an Mutans Streptokokken abgelesen werden kann.

[0024] Wie bereits vorstehend wiederholt ausgefiihrt ist, |4Bt sich aus dem erfindungsgeméBen Nahrboden leicht
und schnell ein anwendungsfertiger erfindungsgeméBer Ndhrboden herstellen, wobei ein derartiger anwendungsfer-
tiger Nédhrboden bevorzugt eine gelartige Konsistenz aufweist. Hierbei wird zur Erstellung der gelartigen Konsistenz
der trockene erfindungsgemaBe N&hrboden, der den mit dem mindestens einen Zucker und ggf. mit dem Peptidanti-
biotika-Komplex, vorzugsweise mit dem Bacitracin, versetzte Agar, vorzugsweise den Mitis Salivarius Agar, aufweist,
lediglich in Wasser aufgenommen, wobei die gewtinschte gelartige Konsistenz dann durch die Menge des zugesetzten
Wassers einstellbar ist.

[0025] Bevorzugt weist eine derartige gelartige Weiterbildung des anwendungsfertigen Nahrbodens zwischen 70 g
und 150 g des Agars, insbesondere des Mitis Salivarius Agars, zwischen 272,3 g und 1.800 g des mindestens einen
Zuckers und so viel Wasser auf, um die erforderliche gelartige Konsistenz zu erstellen. Soll zusétzlich zu diesem
gelartigen und anwendungsfertigen Nahrboden dann noch der zuvor beschriebene Peptidantibiotika-Komplex, vor-
zugsweise das Bacitracin, zugesetzt werden, so variiert die Menge dieses Peptidantibiotika-Komplexes, vorzugsweise
die Menge des Bacitracins, zwischen 1,4 mg und 12 mg, jeweils bezogen auf die Gesamtmenge des mindestens einen
Zuckers und des Agars, insbesondere des Mitis Salivarius Agars.

[0026] Um bei dem zuvor beschriebenen und bei den nachfolgenden noch beschriebenen Ausflihrungsvarianten
des erfindungsgemaénBen Nahrbodens, bei denen der erfindungsgeméBe Nahrboden auf einen inerten Trager aufge-
tragen ist, die Ablesegenauigkeit der angeziichteten Mutans Streptokokken zu erleichtern, sieht eine weitere Ausge-
staltung des erfindungsgeméanen Nahrbodens vor, daf3 hierbei der inerte Trager dunkel eingeférbt, insbesondere
schwarz geférbt, ist oder aus einem entsprechend farblich gestalteten Kunststoffmaterial besteht.

[0027] Eine andere Ausfiihrungsform des erfindungsgeméBen Nahrbodens, die gleichzeitig zur Bestimmung von
Mutans Streptokokken und Lactobazillen oder von Hefepilzen geeignet ist, sieht vor, daf3 der erfindungsgemane Nahr-
boden, der neben dem Agar, insbesondere dem Mitis Salivarius Agar, desweiteren den mindestens einen Zucker in
dem zuver genannten Massenverhéltnis und ggf. dem Peptidantibiotika-Komplex enthélt, auf der einen Seite eines
inerten Tragers, insbesondere auf der einen Seite des inerten Kunststofftragers, aufgetragen ist, wihrend die andere
Seite des inerten Tragers mit einem weiteren Nahrboden zum Nachweis von Lactobazillen im Speichel und/oder im
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Plaque oder mit einem weiteren Nahrboden zum Nachweis von Hefepilzen im Speichel und/oder im Plaque versehen
ist. Hierbei erlaubt eine derartige Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Nahrbodens, da mit einem einzigen Test
gleichzeitig die fur die Kariesprophylaxe erforderliche Konzentration an Mutans Streptokokken und Lactobazillen oder
an Mutans Streptokokken und Hefepilzen im Speichel und/oder im Plaque bestimmt werden kann, so daf sich eine
derartige Weiterbildung des erfindungsgeméBen Nahrbodens insbesondere auch fiir die schnelle und sichere Diagno-
stik in Zahnarztpraxen verwenden IafB3t.

[0028] Vorzugsweise wird bei der zuvor beschriebenen Ausgestaltung des erfindungsgeméBen N&hrbodens, mit
dem neben Mutans Streptokokken auch gleichzeitig Lactobazillen bestimmt werden kénnen, als weiterer Ndhrboden
ein Nahrboden auf der Basis eines Rogosa Agars ausgewéhlt, wobei ein derartige Nahrboden dann einen chemischen
Aufbau besitzt, wie dieser eingangs beschrieben ist.

[0029] Bei einer besonders vorteilhaften Weiterbildung der zuvor beschriebenen Ausfilhrungsform des erfindungs-
gemaBen Nahrbodens weist der weitere Nahrboden neben dem herkémmlichen Rogosa Agar oder dem Néhrboden
zum Nachweis von Hefepilzen ferner noch mindestens einen Zucker auf, wobei vorzugsweise dieser mindestens eine
Zucker dann Glucose, Saccharose und/oder ein Glucose- bzw. Saccharose-Derivat ist. Insbesondere dann, wenn der
weitere Nahrboden den Rogosa Agar oder den N&hrbéden zum Nachweis von Hefepilzen und den mindestens einen
Zucker in einem Massenverhdlinis zwischen 1:0,2 und 1:6 enthélt, weist ein derartig modifizierter weiterer Nahrboden
eine hohe Selekiivitdt und Ausbeute fiir Lactobazillen bzw. Hefepilze auf, so daB diese Ausfiihrungsform eine genaue
und reproduzierbare qualitative und quantitative Bestimmung von Lactobazillen bzw. Hefepilzen im Speichel und/oder
im Plaque erlaubt.

[0030] Ist bei der zuvor beschriebenen Ausfiihrungsform die eine Seite des inerten Tragers mit dem Nahrboden zur
Bestimmung der Mutans Streptokokken und die andere Seite des inerten Tragers mit dem Nahrboden zum Nachweis
von Hefepilzen im Speichel und/oder im Plaque versehen, so erlaubt diese Ausfiihrungsform des erfindungsgeméaen
Nahrbodens insbesondere bei Kindern unter vier Jahren, vorzugsweise aber in der Altersklasse der unter Dreijahrigen,
eine besonders einfache und gleichzeitige Aussage dahingehend, ob im Speichel oder im Plaque dieser Kinder neben
Mutans Streptokokken auch Hefepilze vorhanden sind. Hier hat sich insbesondere bei Kindern mit massivem Karies-
befall, insbesondere bei dem Vorhandensein von Flaschen-Tee-Karies (nursing bottle syndrom), gezeigt, daf3 Hefepilze
wichtige Indikatorkeime darstellen. Vorzugsweise wird dabei ein Ndhrboden zum Nachweis von Hefepilzen verwendet,
der die nachfolgend wiedergegebene Zusammensetzung aufweist:

Chromopeptone 8ghis12g
Glukose 15 ghis 25 g
Chloramphenicol 0,3gbis0,7g
Farbstoffmischung (chromogen mix) | 1,5gbis25¢g
Agar 10 ghis 20 g

[0031] Besonders geeignet zum Nachweis von Hefepilzen ist der unter der Handelsbezeichnung vertriebene Agar
"BL CHROMagar Candida" (Hersteller: Becton Dickinson GmbH, Heidelberg).

[0032] Zur Herstellung eines anwendungsfertigen Nédhrbodens zum Nachweis von Hefepilzen werden die zuvor auf-
gefuhrten Bestandteile in einem Liter entionisiertem Wasser aufgenommen, so daf3 ein gelartiger Nahrboden entsteht,
der, falls erwiinscht, mit weiteren Mengen an Zucker in den beschriebenen Konzentrationsbereichen versetzt werden
kann.

[0033] Um die Anwendung des auf der einen Seite mit dem erfindungsgeméanen Nahrboden und auf der anderen
Seite mit dem weiteren Ndhrboden beschichteten inerten Tragers zu erleichtern, sieht eine weitere Ausgestaltung des
erfindungsgemaRen Nahrbodens vor, daB der weitere Ndhrboden eine gelartige Konsistenz besitzt, wobei das Gel
zwischen 70 g und 250 g des weiteren Nahrbodens und zwischen 930 g und 750 g Wasser enthalt.

[0034] Eine besonders geeignete und vorteilhafterweise in jeder Zahnarztpraxis anwendbare Weiterbildung der zu-
vor beschriebenen Ausfilhrungsform des erfindungsgemanen Nahrbodens sieht vor, dal3 der mit dem gelartigen Néhr-
boden auf der Basis des mit dem mindestens einen Zucker und mit dem Peptidantibiotika-Komplex, vorzugsweise mit
dem Bacitracin, versetzte Agar, insbesondere der Mitis Salivarius Agar, auf der einen Seite und mit dem gelartigen
weiteren Nahrboden auf der Basis des zuvor beschriebenen Rogosa Agars oder dem Nahrboden zum Nachweis von
Hefepilzen auf der anderen Seite beschichtete inerte Trager in einem gasdicht verschlieBbaren Aufbewahrungsgefai3
angeordnet ist. Hierbei dient das gasdicht verschlieBbare Autbewahrungsgefai3 einerseits zur sterilen Aufbewahrung
und Transport dieser Ausfihrungsform des erfindungsgemaBen Néhrbodens und stellt gleichzeitig sicher, daB nach
erfolgter Beaufschlagung der beiden Nahrbéden mit der entsprechenden Speichel- bzw. Plaqueprobe die so behan-
delten Nahrbéden in dem Aufbewahrungsgefal bebriitet werden kénnen, wobei insbesondere gleichzeitig wéhrend
der Bebriitung in dem Aufbewahrungsgefaf eine CO,-abspaltende Tablette, so insbesondere ein Alkalicarbonat- bzw.
Alkalihydrogencarbonat-Tablette, angeordnet werden kann. Hierbei bewirkt diese CO,-abspaltende Tablette, daB wah-
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rend der Bebriitung in dem gasdicht verschlieBbaren Aufbewahrungsgefan eine entsprechende CO,-Atmosphére ein-
gestellt wird, wodurch einerseits die Selektivitit des erfindungsgemaBen Nahrbodens fur die Mutans Streptokokken
und die Lactobazillen bzw. die Hefepilze erhéht und andererseits unerwiinschte Nebenreaktionen ausgeschlossen
werden. Eine derartige Ausfiihrungsform eignet sich hervorragend zur gleichzeitigen Bestimmung von Mutans Strep-
tokokken und Lactobazillen bzw. Hefepilzen in Zahnarztpraxen, wobei diese Weiterbildung des erfindungsgeméaBen
Nahrbodens dann eine reproduzierbare und quantifizierte Aussage bezlglich dieses Mikroorganismen erlaubt.
[0035] Die vorliegende Erfindung betrifft desweiteren ein Analysenset zur einfachen Erstellung einer Diagnostik,
insbesondere zur Einschétzung des Risikos des Kariesentstehung.

[0036] Diese Aufgabe wird erfindungsgeman durch ein Analysenset mit den kennzeichnenden Merkmalen des Pa-
tentanspruchs 20 gelést.

[0037] Das erfindungsgeméBe Analysenset weist einen auf der einen Seite eines inerten Tragers angeordneten
Nahrboden der vorstehend beschriebenen Art zum Nachweis von Mutans Streptokokken auf, wahrend die andere
Seite des Tragers mit dem weiteren Néhrboden auf der Basis des zuvor beschriebenen Rogosa Agars zum Nachweis
von Lactobazillen oder mit einem Nahrboden zum Nachweis von Hefepilzen beschichtet ist.

[0038] Vorzugsweise kann in Weiterbildung des erfindungsgeméBen Analysensets dieses mindestens eine mit einer
S4ure, insbesondere mit einer 0,005 M (n) Salzséure, gefiillte Carpule sowie mindestens eine Kaniile umfassen.
[0039] Das erfindungsgemdafie Analysenset weist eine Reihe von Vorteilen auf. So ist zunéchst festzuhalten, daB3
das zuvor beschriebene erfindungsgeméBe Analysenset eine exakte qualitative und quantitative sowie gleichzeitige
Bestimmung von Mutans Streptokokken und von Lactobazillen bzw. von Hefepilzen im Speichel und/cder im Plaque
erlaubt. Zusétzlich hierzu kann die zuvor angesprochene Weiterbildung des erfindungsgeméBen Analysensets noch
eine Bestimmung der Pufferkapazitat des Speichels ermdglichen. Dies wird dadurch erreicht, daB in die mit einer
S&ure, insbesondere mit einer 0,005 M (n) Salzséure, geflllte Carpule dann eine definierte Menge Speichel aufgezogen
wird, so daB nach Vermischen des Speichels mit der Séure der pH-Wert dieser fliissigen Mischung, der eine quantitative
Angabe zur Pufferkapazitat der Probe darstellt, einfach bestimmt werden kann.

[0040] Um das Einflillen des Speichels in die mit Sure geflllte Carpule zu bewirken, wird die im erfindungsgemafien
Analysenset vorhandene Carpule in eine lbliche medizinische Spritze eingesetzt. Auf diese Spritze wird die in dem
Analysenset enthaltene Kantile aufgeschraubt, so daBB dann Uber diese Spritze die Carpule durch Zuriickziehen des
Spritzenkolbens bis zu einer vorgegebenen Markierung oder einem entsprechenden Anschlag mit einer vorgegebenen
Menge der Speichelprobe bzw. der Plaqueaufschldmmung gefullt wird. Nach Vermischung der Probe mit der Séure
erfolgt anhand des Farbumschlages dann die entsprechende Auswertung. Nach erfolgter Bestimmung der Konzen-
tration an Mutans Streptokokken, Lactobazillen oder an Hefepilzen und ggf. der Pufferkapazitit kann dann das erfin-
dungsgeméiBe Analysenset einfach entsorgt werden.

[0041] Eine Weiterbildung des zuvor beschriebenen erfindungsgemaéanen Analysensets sieht vor, daB das Analysen-
set mindestens eine CO,-abspaltende Tablette aufweist. Hierbei dient diese CO,-abspaltende Tablette im Wesentli-
chen dazu, daB nach Inkubieren des Nahrbodens zum Nachweis von Mutans Streptokokken und des weiteren Néhr-
bodens zum Nachweis von Lactobazillen bzw. zum Nachweis von Hefepilzen der mit diesen beiden Nahrbdden ver-
sehene inerte Tréger in einem gasdicht verschlossenen Aufbewahrungsgefal aufbewahrt wird, wobei in diesem gas-
dichten AufbewahrungsgemaiB gleichzeitig dann wéhrend der Bebritung die CO,-abspaltende Tablette angeordnet
wird. Diese CO,-abspaltende Tablette bewirkt, da3 wahrend der Bebriitung das gasdichte Aufbewahrungsgefé mit
einer entsprechenden CO,-Atmosphére beladen wird, so daB dementsprechend einerseits die Selektivitat fir den
Nachweis von Mutans Streptokokken und Lactobazillen erhéht wird und andererseits unerwiinschte Nebenreaktionen
durch die CO,-Atmosphére ausgeschlossen werden.

[0042] Bei einer weiteren Ausfihrungsform des erfindungsgeméaBen Analysensets umfaBt das erfindungsgeméaBe
Analysenset mindestens ein Paraffinstlick und/oder einen pH-Wert-Indikator. Hierbei dient dieses Paraffinstlick dazu,
daB der jeweilige Patient, dessen Speichel bzw. Plaque auf die Anwesenheit von Mutans Streptokokken und Lacto-
bazillen bzw. Hefepilzen untersucht werden soll, vor Durchflihrung der diesbeziiglichen Untersuchung dieses Paraf-
finstlick fr einen vorgegebenen Zeitraum kaut, um so den Speichelflu anzuregen, wéhrend der pH-Wert-Indikator
zur Bestimmung des pH-Wertes des Speichels verwendet wird, wie dies noch beschrieben wird.

[0043] Um beiden zuvorbeschriebenen Ausflihrungsformen des erfindungsgemanBen Analysensets die Bestimmung
der Pufferkapazitdt des Speichels weiter zu vereinfachen, sieht eine Weiterbildung des erfindungsgemaBen Analysen-
sets vor, daB3 hierbei die Carpule neben der Séure, die insbesondere in einer vorgegebenen Menge und Konzentration
in der Carpule enthalten ist, noch einen Indikator, insbesondere einen fllissigen Indikator, enthélt. Hierdurch wird még-
lich, daB nach Einfillen einer Speichelprobe bzw. einer Plaqueaufschlammung in die Carpule die Pufferkapazitit dieser
Probe direkt anhand eines Farbumschlages abzulesen ist, wodurch die Sicherheit und Reproduzierbarkeit der Bestim-
mung der Pufferkapazitat weiter verbessert wird.

[0044] Ebenso ist es méglich, da3 das Analysenset mit einem pH-Wert-Indikator, so zum Beispiel einem fllissigen
Indikator, einem festen Indikator und/oder einem Indikator-Streifen, versehen ist, so daB hierbei dann der gepufferte
Speichel aus der Carpule entnommen und dessen pH-Wert bestimmt wird.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 0 885 969 B1

[0045] Insbesondere handelt es sich bei dem zuvor beschriebenen Indikator um einen fllissigen Universalindikator,
wobei dieser flissige Universalindikator einen pH-Anzeigebereich zwischen pH 4 und pH 10 aufweist.

[0046] Um die visuelle Ablesung der Pufferkapazitét des Speichels bzw. der Plaqueaufschlammung zu erleichtern,
bietet es sich besonders vorteilhaft an, daB in dem erfindungsgeméBen Analysenset eine Farbskala enthalten ist, so
daB durch visuellen Vergleich der Farbskala mit dem erzielten Farbausfall der mit dem Speichel geflillten Carpule, die
den Universalindikator sowie die zuvorbeschriebene Siure enthélt, die Pufferkapazitit der jeweiligen Probe besonders
einfach und schnell bestimmt werden kann.

[0047] Eine andere vorteilhafte Weiterbildung des erfindungsgeméaBen Analysenset sieht vor, da3 das Analysenset
mindestens eine Maske umfafBt, die auf dem inerten Trager befestigbar ist, so daB durch diese Maske der auf der
einen Seite des Tragers angeordnete Nahrboden auf der Basis des modifizierten Agars, insbesondere des modifizierten
Mitis Salivarius Agars, und/oder der auf der anderen Seite des Tragers vorgesehene weitere Nahrboden auf der Basis
des Rogosa Agars bzw. zum Nachweis von Hefepilzen in einzelne Felder unterteilbar ist. Diese Ausfiihrungsvariante
des erfindungsgeméBen Analysensets ermdglicht es somit, wahlweise einen Néhrboden oder beide Néhrbdden in
einzelne Felder zu unterteilen, so dafB einzelne Mund- oder insbesondere Zahnbereiche spezifisch auf Mutans Strep-
tokokken und Lactobazillen oder Hefepilze mit einem einzigen Test untersucht werden kénnen. Hierzu ist es dann
lediglich erforderlich, diese aus dem Mundbereich bzw. von dem speziellen Zahn entnommene Probe auf das jeweilige
Feld des entsprechend unterteilten Ndhrbodens aufzutragen, so daB3 nach Bebrliten unschwer die dort herrschenden
mikrobiologischen Verhélinisse beziiglich der Konzentration an Mutans Streptokokken und/oder Lactobazillen oder an
Mutans Streptokokken und/oder Hefepilzen abgelesen werden kénnen. Vorzugsweise ist diese Maske noch mit einem
Beschriftungsteil versehen, so da3 dementsprechend unschwer eine Zuordnung der gewonnenen Werte zu speziellen
Mund- bzw. Zahnbereichen sicher erfolgen kann.

[0048] Beieiner anderen Ausfithrungsform des erfindungsgeméaBen Analysensets weist dieses desweiteren ein ka-
libriertes Gefal3 zur Aufnahme von Speichel auf. Hierdurch wird es méglich, daB bei der Speicheluntersuchung zu-
satzlich noch ein weiterer Parameter gemessen werden kann, wobei es sich bei diesem Parameter um das Speichel-
volumen handelt, das der Patient innerhalb einer vorgegebenen Zeit beim Kauen des zuvor beschriebenen Paraffin-
stlickes erzeugt.

[0049] Eine weitere, vorteilhafte Ausgestaltung des erfindungsgeméaBen Analysensets sieht vor, daB das Analysen-
set desweiteren eine Einmalspritze enthélt. Hierbei dient diese Einmalspritze dazu, Speichel oder eine Plaqueauf-
schldmmung in die mit SAure, vorzugsweise in die mit 0,005 M (n) Salzséure, und den Universalindikator gefiillte
Carpule zu injizieren, wobei die Menge des injizierten Speichels wahlweise an der Einmalspritze oder besonders vor-
teilhaft durch eine an der Carpule vorgesehene Markierung, bis zu der der in der Carpule vorgesehenen Nachrutsch-
stopfen axial entgegengesetzt zur Durchstechmembrane verschoben wird, festlegbarist. Durch diese Ausflihrungsform
des Analysensets wird sichergestelit, daB der jeweilige Anwender des erfindungsgeméanen Analysensets alle fiir die
Bestimmung der Pufferkapazitidt des Speichels erforderlichen Geréte in diesem Analysenset vorfindet, so daf dem-
entsprechend die diesbezligliche Analyse besonders einfach und schnell und somit auch besonders wirtschaftlich
durchfiihrbar ist.

[0050] Die zuvor beschriebenen Ausflhrungsformen des erfindungsgeméanen Néhrbodens, bei dem der Ndhrboden
bzw. der zuvor beschriebene weitere Nahrboden auf einem inerten Tréger jeweils auf einer Seite aufgetragen ist, laBt
sich insbesondere einfach, schnell und problemlos sowie reproduzierbar zum Nachweis von Mutans Streptokokken
einerseits und zum Nachweis von Lactobazillen oder von Hefepilzen andererseits verwenden. Hierbei wird bei diesem
Nachweisverfahren zunéchst eine Speichel- oder Plaqueprobe beim Patienten entnommen und auf den Nahrboden
zum Nachweis von Mutans Streptokokken sowie auf den weiteren Nahrboden zum Nachweis von Lactobazillen bzw.
Hefepilzen aufgetragen. Die so mit der Speichelprobe beaufschlagten Nahrbéden werden hiernach vorzugsweise in
einem gasdicht zu verschlieBenden Behéltnis, das ggf. zuvor mit einer CO,-Atmosphére gefiillt wurde, in einen geeig-
neten Brutschrank Uberfiihrt, so daB das diesbeziigliche Aufbewahrungsbehélinis dann dort flir eine vorgegebene
Bebriitungszeit, insbesondere zwischen 24 und 48 Stunden, bei 37 °C £ 4 °C bebriitet wird.

[0051] Nach Ablauf dieser Bebriitungszeit erfolgt dann eine visuelle Auswertung und Quantifizierung der auf der
einen Seite des inerten Tragers auf dem ersten Nahrboden angeziichteten Mutans Streptokokken sowie der auf der
anderen Seite des inerten Trigers auf dem dort angeordneten weiteren Nahrboden angeziichteten Lactobazillen bzw.
Hefepilze. Durch visuellen Vergleich mit entsprechenden Standards kann dann die Konzentration an Mutans Strepto-
kokken und Lactobazillen bzw. an Mutans Streptokokken und Hefepilzen quantifiziert werden, wie dies in der Mikro-
biologie Ublich ist.

[0052] Vorteilhafte Weiterbildungen des erfindungsgeméBen Nahrbodens sowie des Analysensets sind in den Un-
teranspriichen angegeben.

[0053] Der erfindungsgeméane Nahrboden sowie das erfindungsgeméBe Analysenset werden nachfolgend anhand
eines Ausfiihrungsbeispiels in Verbindung mit den Zeichnungen néher erliutert. Es zeigen:

Figur 1 eine schematische, teilweise perspektivische Ausflihrungsform des Analysensets;
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Figur 2 der in dem Analysenset gemaB Figur 1 enthaltene und auf einem inerten Trager angeordnete Nahrboden
in einem Schnitt lAngs der Linie A-B in Figur 1;

Figur 3 eine vergroBerte Darstellung der in Figur 1 gezeigten Maske in der Draufsicht;

Figur 4 eine mit Figur 2 vergleichbare Darstellung des auf einen Trager angeordneten Néhrbodens, jedoch mit
der in Figur 3 gezeigten aufgesetzien Maske; und

Figur 5 eine Schnittansicht durch eine Carpule.

[0054] In den Figuren 1 bis 5 sind die selben Teile mit den selben Bezugsziffern versehen.

[0055] Wie der Figur 1 zu entnehmen ist, weist das Analysenset 1 zundchst eine entsprechende Anzahl von Kantlen
2 auf, wobei bei der in Figur 1 gezeigten Ausfiihrungsform beispielhaft drei Kaniilen abgebildet sind. Ferner umfaBt
das Analysenset 1 eine der Anzahl der Kantilen 2 entsprechende Anzahl von Carpulen 8, wobei in Figur 1 nur bei-
spielhafteine einzige Carpule 8 abgebildetist. Der ndhere Aufbau dieser Carpule 8 wird anhand der Figur 5 nachfolgend
noch erlautert.

[0056] Neben der Carpule 8 und den Kantilen 2 sind in dem Analysenset 1 desweiteren eine entsprechende Anzahl
mit Nahrbdden versehene inerte Kunststoffirdger 3 a vorhanden, wobei diese mit Nahrbdéden 3 versehene Kunststoff-
trager 3 a nachfolgend noch anhand der Figuren 2 und 4 néher erlautert werden. Auch weist das Analysenset eine
schematisch in Figur 1 gezeigte Maske 4 auf, wobei die Maske 4 nachfolgend noch anhand der Figur 3 im Detall
erlautert wird. In dem Analysenset 1 ist desweiteren eine der Anzahl der Kanllen 2 entsprechende Anzahl von Paraf-
finblécken 5 und eine der Kunststofftrdger 3 a entsprechende Anzahl von CO,-abspaltenden Tabletten 7 vorgesehen,
wobei jeweils inder Figur 1 nur ein Paraffinblock 5 und eine CO,-abspaltende Tablette 7 beispielhaft gezeigtist. Darliber
hinaus weist das Analysenset 1 noch eine Farbskala 6 auf.

[0057] Wie ambesten in den Schnittansichten der Figuren 2 und 4 zu erkennen ist, weist jeder inerte Kunststofftrager
3 aeinen Griffabschnitt 13 auf, wobei sich an den Griffabschnitt 13 beidseitig ein schalenférmiger Bereich 14 anschliet.
Hierbei umfaBt der schalenférmige Bereich 14 stegartige Seitenwandabschnitte 15, wobei in den Figuren 2 und 4 nur
die stirnseitigen Stegabschnitte 15 abgebildet sind.

[0058] Die schalenférmigen Bereiche 14 dienen zur Aufnahme des N&hrbodens 3, der in den Figuren 2 und 4 mit
16 bzw. 17 beziffert ist, wobei einer der beiden Nahrbéden 16 bzw. 17 das zuvor beschriebene modifizierte Mitis Sa-
livarius Agar und der andere Nahrboden 17 bzw. 16 das ebenfalls vorstehend beschriebene Rogosa Agar oder einen
Nahrboden zum Nachweis von Hefepilzen darstellen. Der inerte Kunststofftrdger 3 a ist innerhalb eines gasdicht ver-
schlieBbaren AufbewahrungsgefaBes 18 angeordnet, wobei das Aufbewahrungsgefa3 18 mit dem Griffabschnitt 13
verschlossen ist.

[0059] Selbstverstandlich besteht die Mdglichkeit, den inerten Kunststofftrdger 3 a so auszubilden, daB ein innen-
liegender Griffabschnitt 13 mit dem schalenférmigen Bereich 14 verbunden ist, so daB insgesamt der Kunststofftrager
3 a in dem AufbewahrungsgefaB 18 angeordnet wird und entsprechend mit einem Schraubdeckel verschlossen ist.
Diese Ausflihrungsform ist jedoch nicht in den Figuren 2 und 4 abgebildet.

[0060] Bei dem auf dem schalenférmigen Bereich 14 angeordneten Néhrboden auf der Basis eines modifizierten
Mitis Salivarius Agars handelt es sich um einen solchen Néhrboden 16, der wie folgt hergestelit wird.

[0061] Zun&chst wird ein kéuflicher Mitis Salivarius Agar, beispielsweise von DIFCO, ausgewaéhlt, wobei der kaufliche
Mitis.Salivarius Agar die folgenden Bestandteile beinhaltet:

Bacto tryptose 20g
Proteose peptone Nr. 3 10g
Proteose peptone 10g
Bacto dextrose 29
Bacto saccharose 100 g
Kaliumhydrogenphosphat 8¢
Trypan blau 015¢
Bacto kristall violett 0,0016 g
Bacto Agar 30g

[0062] Eine erste Halfte dieses trockenen Néhrbodens, der nachfolgend auch als Néhrboden | bezeichnet ist, wird
mit 360 g Saccharose (Merck 1.07651) und 3 mg Bacitracin (Sigmar B-0125) und eine zweite Hélfte dieses trockenen
Nahrbodens, der nachfolgend als N&hrboden |l bezeichnet ist, wird mit 600 g Saccharose (Merck 1.07651) und 5 mg
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Bacitracin (Sigmar B-0125) versetzt und vermischt. AnschlieBend werden diese Nahrbéden | und Il in entionisiertem
Wasser unter Ausbildung von jeweils einem Liter anwendungsfertigen Nahrbdden | und Il aufgelést. Hiernach wird das
Wasser zum Sieden gebracht. AnschlieBend erfolgt eine Sterilisation der Ndhrbéden bei 121 °C fiir 15 Minuten. Nach
Abkiihlung werden dann die gelartigen Nahrbdden auf den inerten Kunststofftrager 3 a, bei dem es sich um einen
schwarzen Kunststofftrdger handelt, aufgebracht.

[0063] Hieraus ergibt sich fiir den Nahrboden | ein Verhéltnis von Mitis Salivarius Agar zu zugesetzter Saccharose
von 1:3,996 und fuir den Nahrboden Il ein Verhéltnis von Mitis Salivarius Agar zu zugesetzter Saccharose von 1:6,661.
[0064] Zur Herstellung des Nahrbodens 17 geht man von einem herkémmlichen Rogosa Agar aus, wobei der dies-
beziigliche Rogosa Agar die Zusammensetzung aufweist, wie sie vorstehend wie folgt angegeben ist.

Agar Agar 199
Tryptone 10g
Hefeextrakt 5¢g
Glucose 20g
Kaliumhydrogenphosphat 69
Ammoniumhydrogencitrat 29
Mangan-II-Sulfat 1-Hydrat 01g
Eisen-1l-Sulfat 7-Hydrat 0,03¢g
Tween 80 19

[0065] Dieser Rogosa Agar wird in 1 | Wasser aufgeldst, nachdem zuvor ein Zusatz von 1,32 ml Eisessig erfolgte.
Nach Losen des Rogosa Agars entstehen ein Liter einer gelartigen bis pastésen Zusammensetzung, die auf den scha-
lenartigen Bereich 14 des inerten Kunststofftragers 3 a aufgebracht wird und daran haftet.

[0066] Die Figur 3 bildet vergréBert und schematisch eine Maske 4 ab, wobei die Maske 4 derart gestaltet ist, daB3
zwischen den Stegen rechteckige Freiflachen 25 ausgebildet werden, wobei in der Figur 3 beispielhaft vier derartige
Aussparungen 25 vorgesehen sind.

[0067] Auf seiner Unterseite besitzen die Stege, die sich quer zu den Langsstegen 24 a erstrecken, keilférmige
Schneiden 28 (Figur 4), wobei diese keilférmigen Schneiden 28 eine Aufteilung des Nahrbodens in Felder 26 bewirkt,
wie dies in Figur 4 fiir den Nahrboden 16 gezeigt ist. Um die Maske 4 an dem inerten Kunststofftrager 3 a zu haltern,
weist die Maske 4 entsprechende Klemmabschnitte 29 auf, die in Eingriff mit den stegartigen Seitenwandabschnitten
15 bringbar sind.

[0068] In Figur 5 ist schematisch eine Carpule 8 vergréBert abgebildet, wobei die Carpule 8 kopfseitig eine Durch-
stechmembrane 31 und fuBseitig einen Kolben 32 aufweist, wobei der Kolben 32 axial in Pfeilrichtung 33 und umgekehrt
hierzu verschiebbar ist (Figur 5). Im Innenraum 30 der Carpule 8 ist eine 0,005 M (n) Salzsdurelésung sowie eine
Lésung eines Universalindikators angeordnet, wobei das Volumen dieser beiden Lésungen insgesamt 1,27 ml betragt.
FuBseitig an der Carpule 8 ist ein Begrenzungselement 34 vorgesehen, derart, daB die axiale Verschiebung des Kol-
bens 32 in Pfeilrichtung 33 durch dieses Begrenzungselement 34 begrenzt wird. Hierdurch wird sichergestellt, daB bei
der Verschiebung des Kolbens 32 in Pfeilrichtung 33 in den Innenraum 30 der Carpule 8 maximal ein Gesamtvolumen
von 1,7 ml Fllissigkeit eingezogen werden kann.

[0069] Willnunmehrderjeweilige Anwender das zuvorbeschriebene undin den Figuren 1 bis 5 gezeigte Analysenset
verwenden, so muf der jeweilige Patient zunéchst flir eine vorgegebene Zeit (in der Regel fiinf Minuten) den aus dem
Analysenset 1 entnommenen Paraffinblock 5 kauen. Hierdurch wird der Speichelflu3 beim Patienten angeregt, so daB
die ausgespuckte Speichelmenge dann uiber einen entsprechenden MeBzylinder erfaBt und gemessen werden kann.
[0070] Zur Bestimmung der Pufferkapazitit des Speichels entnimmt der Benutzers des Analysensets 1 dem Analy-
senset 1 eine Carpule 8, wobei die Carpule 8 mit der Mischung aus Salzsiure und Universalindikator (MeBbereich pH
4 bis 10) geflllt ist. Diese Carpule 8 wird dann in eine herkémmliche Spritze eingesetzt, wobei die Spritze mit einer
aus dem Analysenset 1 entnommenen Kanlile 2 bestlckt wird. In die in die Spritze eingesetzte Carpule wird dann
durch eine entsprechende Bewegung des Spritzenkolbens, derin Eingriff mit den innerhalb der Carpule 8 angeordneten
Kolben 32 (Figur 5) tritt, eine vorgegebene Menge Speichel eingezogen, wobei das Volumen des Speichels ein Viertel
des Volumens des Carpuleninhalts entspricht. Die axiale Verschiebung des Verschiebekolbens 32 wird dann durch
den Anschlag 34 begrenzt, so daf sichergestelltist, daf stets die gleiche Menge Speichel in die Carpule 8 eingezogen
wird.

[0071] Nunmehr wird die zusétzlich mit dem Speichel gefiillte Carpule 8 der Spritze enthommen und die auf der
Spritze noch arretierte Einmalkaniile, die eine Lange von 32 mm aufweist und einen Durchmesser von 0,9 mm besitzt,
abgenommen und verworfen.

[0072] Die ausder Spritze entnommene Carpule 8, beider es sich um eine durchsichtige Glascarpule handelt, erlaubt
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dann unmittelbar eine visuelle Bewertung der Farbdnderung des Carpuleninhalts, wobei eine Quantifizierung dieser
Farbanderung durch den visuellen Vergleich mit der in dem Analysenset 1 enthaltenen Farbskala 6 erfolgt. Hieraus
bestimmt der jeweilige Anwender dann die Pufferkapazitit des Speichels.

[0073] Eine weitere Speichelprobe wird dann auf den Nahrboden 16 und eine andere Speichelprobe auf den Nahr-
boden 17 (Figur 2) aufgebracht, wobei nach Auftragen der Speichelproben der mit den Nahrbdden 16 und 17 beschich-
tete Kunststofftrdger 3 a in das Aufbewahrungsgefél3 18 eingebracht wird. Zuvor ist eine CO,-abspaltende Tablette 7
aus dem Analysenset 1 entnommen und in das Aufbewahrungsgefa3 18 eingebracht worden.

[0074] Nachdem das AufbewahrungsgeféB3 18 gasdicht verschlossen ist, wird das Aufbewahrungsgefai3 18 zusam-
men mit den darin angeordneten und mit Speichel inkubierten Nahrbéden 16 und 17 in einen geeigneten Brutschrank
Uberflihrt, wobei das diesbeziigliche Aufbewahrungsgefd3 dann dort beispielsweise 24 oder 48 Stunden bei 37 °C
bebrtet wird.

[0075] Nach Ablauf dieser Bebriitungszeit erfolgt dann die visuelle Auswertung und Quantifizierung der Nahrbéden
16 bzw. 17, wobei die angeziichteten Mutans Streptokokken sowie die auf dem weiteren Nahrboden angeziichteten
Lactobazillen deutlich erkennbar sind, da sie sich farblich vom Untergrund abheben. Durch visuellen Vergleich mit
entsprechenden Standards kann dann die Konzentration an Mutans Streptokokken und Lactobazillen ermittelt werden,
wie dies in der Mikrobiologie Ublich ist.

[0076] Will hingegen der jeweilige Anwender einzelne bestimmte Mundbereiche oder einzelne Zahne gezielt auf die
dort anwesenden Mikroorganismen untersuchen, so ordnet er eine oder zwei Masken 4, die ebenfalls in dem Analy-
senset 1 vorhanden sind, auf dem Nahrboden 16 und/oder auf dem Nahrboden 17 an, wie dies fiir den Nahrboden 16
in Figur 4 gezeigt ist. Hierdurch entstehen auf dem jeweiligen Nahrboden, beispielsweise dem Néhrboden 16 in Figur
4, einzelne Felder 26, die dann gezielt mit den lokal entnommenen Speichelproben bzw. Plagueaufschldmmungen
inkubiert werden. Hiernach erfolgt die Weiterverarbeitung in der Weise, wie dies vorstehend beschrieben ist.

[0077] Der wesentliche Vorteil dieser Arbeitsweise ist darin zu sehen, da3 in dem selben Analysengang gleichzeitig
alle lokal entnommenen Proben untersucht werden, so daB dementsprechend ein methodischer Fehler ausgeschlos-
sen wird. Dies tragt wesentlich zur Steigerung der Genauigkeit bei.

[0078] Zum Nachweis, daf der mit Zucker in unterschiedlichen Konzentrationen zusétzlich versetzte und vorstehend
beschriebene Mitis Salivarius Agar (Nahrbdden | und Il) deutlich einem herkémmlichen Mitis Salivarius Agar tberlegen
ist, wurde eine umfangreiche klinische Studie an 55 Kindern und 135 Speichelisolaten durchgeflihrt. Hierbei wurde
der herkdmmliche Mitis Salivarius Agar mit den mit Zucker versetzten Nahrbéden | und Il verglichen, wobei der mit
Zucker versetzte Mitis Salivarius Agar den Aufbau besitzt, wie dieser vorstehend fir die Nahrbdden | und Il beschrieben
ist.

[0079] Im Rahmen dieser Studie konnte festgestellt werden, daf die Keimausbeute an Mutans Streptokokken bei
den mit Zucker versetzten Nahrbdden | und Il deutlich und signifikant héher lag als die Keimausbeute an Mutans
Streptokokken beim herkémmlichen Mitis Salivarius Agar. Der Nahrboden Il zeigte im Vergleich zum Nahrboden | eine
noch héhere Keimausbeute an Mutans Streptokokken.

Patentanspriiche
1. Nahrboden zum Nachweis von Mutans Streptokokken im Speichel und/oder im Plaque, wobei der Ndhrboden
neben Agar zusétzlich noch mindestens einen Zucker enthélt, dadurch gekennzeichnet, daf3 das Massenver-

haltnis des Agars zu dem mindestens einen Zucker zwischen 1:3,89 und 1:12 variiert.

2. Nahrboden nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB bei dem Néhrboden das Massenverhdltnis zwischen
dem Agar und dem mindestens einen Zucker zwischen 1:3,89 und 1:4,25 liegt.

3. Nahrboden nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB bei dem Néhrboden das Massenverhdltnis zwischen
dem Agar und dem mindestens einen Zucker zwischen 1:5,1 und 1:10 liegt.

4. Nahrboden nach einem dervorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da3 der Nahrboden als Zucker
mindestens ein Disaccharid aufweist.

5. Nahrboden nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Nahrboden als Disaccharid Saccharose und/
oder ein Saccharose-Derivat enthalt.

6. Nahrboden nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daf3 der Nahrboden zwischen
0,001 Gew.% und 0,0005 Gew.% eines Peptidantibiotika-Komplexes enthalt.
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Néhrboden nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daf3 der Peptidantibioctika-Komplex Bacitracin ist.

Néhrboden nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daf3 der Agar ein Mitis Sali-
varius Agar ist.

Néhrboden nach einem der vorangehenden Ansprliche, dadurch gekennzeichnet, daB der Ndhrboden einseitig
auf einen inerten Trager aufgetragen ist.

Néhrboden nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB3 der Nahrboden eine ge-
lartige Konsistenz aufweist, wobei zur Erstellung der gelartigen Konsistenz der Ndhrboden mit Wasser versetzbar
ist.

Néhrboden nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Ndhrboden zwischen 70 g und 150 g Agar,
zwischen 272,3 g und 1.800 g des mindestens einen Zuckers und so viel Wasser, um die erforderliche gelartige
Konsistenz zu erstellen, umfaft.

Néhrboden nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB der gelartige Nahrboden zwischen 1,4 mg und 12
mg des Peptidantibiotika-Komplexes beinhaltet.

Néhrboden nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dai3 der Peptidantibiotika-Komplex Bacitracin ist.

Néhrboden nach einem der vorangehenden Ansprliche, dadurch gekennzeichnet, daB der Ndhrboden einseitig
auf einen inerten Trager, insbesondere auf einen Kunststofftrager, aufgetragen ist und daB3 die andere Seite des
inerten Tragers mit einem weiteren Nahrboden zum Nachweis von Lactobazillen im Speichel und/oder im Plaque
oder mit einem weiteren Nahrboden zum Nachweis von Hefepilzen im Speichel und/oder im Plaque versehen ist.

Néhrboden nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daf3 der weitere Néhrboden ein Nahrboden auf der
Basis eines Rogosa Agars zum Nachweis von Lactobazillen ist.

Néhrboden nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB der weitere Nahrboden desweiteren noch minde-
stens einen Zucker aufweist.

Néhrboden nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB3 der weitere N&hrboden den Agar und den Zucker
in einem Massenverhaltnis zwischen 1:0,2 und 1:6 aufweist.

Néhrboden nach einem der Anspriiche 14 bis 17, dadurch gekennzeichnet, da3 der weitere Néhrboden eine
gelartige Konsistenz aufweist, wobei das Gel zwischen 70 g und 250 g des weiteren Nahrbodens und zwischen
930 g und 750 g Wasser enthélt.

Néhrboden nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dal3 der mit dem gelartigen
Néhrboden auf der einen Seite und mit dem gelartigen weiteren Nahrboden auf der anderen Seite beschichtete
inerte Trager in einem gasdicht verschlieBbaren Aufbewahrungsgefal3 angeordnet ist.

Analysenset mit einem auf einem inerten Trager angeordneten Nahrboden nach einem der vorangehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dal3 das Analysenset (1) mindestens einen inerten Trager (3a), der auf seiner
einen Seite mit dem Né&hrboden (3, 16, 17) und auf der anderen Seite mit dem weiteren Nahrboden (17, 16)
beschichtet ist, umfaBt.

Analysenset nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, da3 das Analysenset neben dem inerten Tréger (3a)
desweiteren mindestens eine mit einer S&ure geflillte Carpule (8) und mindestens eine Kanlle (2) umfaft.

Analysenset nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dai die Carpule mit einer 0,005 M (n) Salzséaure gefullt
ist.

Analysenset nach einem der Anspriiche 20 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB das Analysenset mindestens
eine CO,-abspaltende Tablette (7) aufweist.

Analysenset nach einem der Anspriiche 20 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dai3 das Analysenset (1) mindestens
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ein Paraffinstlick (5) und/oder einen pH-Wert-Indikator umfaBt.

Analysenset nach einem der Anspriiche 20 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB3 die Carpule (8) neben der
Séure noch mit einem Indikator gefullt ist.

Analysenset nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB der Indikator ein flissiger Indikator ist.

Analysenset nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB der Indikator ein flissiger Universalindikator mit
einem pH-Anzeigebereich zwischen pH 4 und pH 10 ist.

Analysenset nach einem der Anspriiche 20 bis 27, dadurch gekennzeichnet, daf3 das Analysenset (1) eine Farb-
skala (B) zur Ablesung des pH-Wertes der mit dem Indikator gefiiliten Carpule (8) umfant.

Analysenset nach Anspruch 20 bis 28, dadurch gekennzeichnet, da3 das Analysenset mindestens eine Maske
(4) umfaft, die auf dem inerten Tréger (3a) befestigbar ist, so daB der Nahrboden (16; 17) und/oder der weitere
Néhrboden (17; 16) in einzelne Felder (26) unterteilbar ist.

Analysenset nach einem der Anspriiche 20 bis 29, dadurch gekennzeichnet, da3 das Analysenset (1) deswei-
teren ein kalibriertes GefaB zur Aufnahme von Speichel aufweist.

31. Analysenset nach einem der Anspriiche 20 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dai3 das Analysenset (1) mindestens
eine Einmalspritze enthélt.

Claims

1. Aculture medium for the detection of streptococcus mutans in the saliva and/or in the plaque, whereby the culture
medium contains at least one sugar in addition to an agar, characterised in that the mass ratio of said agar to
said at least one sugar varies between 1:3,89 and 1:12.

2. The culture medium according to claim 1, characterised in that the culture medium has a mass ratio of said agar
to said at least one sugar of between 1:3,89 and 1:4,25.

3. The culture medium according to claim 1, characterised in that the culture medium has a mass ratio of said agar
to said at least one sugar of between 1:5,1 and 1:10.

4. Theculture medium according to one of the preceding claims, characterised in that the culture medium comprises
as sugar at least one disaccharide.

5. Theculture medium according to one of the preceding claims, characterised in that the culture medium comprises
as disaccharide sucrose and/or a sucrose derivative.

6. The culture medium according to one of the preceding claims, characterised in that the culture medium contains
between 0,001 % by weight and 0,0005 % by weight of a peptide antibiotic complex.

7. The culture medium according to claim 6, characterised in that said peptide antibiotic complex is bacitracin.

8. The culture medium according to one of the preceding claims, characterised in that said agar is a mitis salivarius
agar.

9. The culture medium according to one of the preceding claims, characterised in that the culture medium is applied
on one side of an inert support.

10. The culture medium according to one of the preceding claims, characterised in that the culture medium has gel-
like consistency, whereby water is added to the culture medium in order to produce the gel-like consistency.

11. The culture medium according to claim 10, characterised in that the culture medium comprises between 70 g

and 150 g of said agar between 272,3 g and 1.800 g of said at least one sugar and such amount of water to create

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25,

26.

27.

28.

29.

EP 0 885 969 B1
the wanted gel-like consistency.

The culture medium according to claim 11, characterised in that the gel-like culture medium comprises between
1,4 mg and 12 mg of said peptide antibiotic complex.

The culture medium according to claim 12, characterised in that the peptide antibiotic complex bacitracin.

The culture medium according to one of the preceding claims, characterised in that the culture medium is applied
on one side of said inert support, preferably a plastic support, and that on the other side of said inert support a
further culture medium for the detection of lactobacillus in the saliva and/or in the plaque or a further culture medium
for the detection of yeast fungus in the saliva and/or the plagque is applied.

The culture medium according to claim 14, characterised in that said further culture medium is based on a rogosa
agar for the detection of lactobacillus.

The culture medium according to claim 15, characterised in that said further culture medium moreover comprises
at least one sugar.

The culture medium according to claim 16, characterised in that said further culture medium contains the agar
and the sugar in mass ratio of between 1:0,2 and 1:6.

The culture medium according to one of the claims 14 to 17, characterised in that said further culture medium
has a gel-like consistency, whereby the gel contains between 70 g and 250 g of the further culture medium and
between 930 g and 750 g of water.

The culture medium according to cne of the preceding claims, characterised in that the inert support being coated
on one side with said gel-like culture medium and on the other side with said further gel-like culture medium is
arranged within a gastight lockable storage vessel.

An analysis set with a culture medium arranged on an inert suppotrt according to one of the preceding claims,
characterised in that the analysis set (1) comprises at least one inert support (3 a) being coated on one side with

said culture medium (3, 16, 17) and on the other side with said further culture medium (17, 16).

The analysis set according to claim 20, characterised in that the analysis set comprises, in addition to said inert
support (3 a), at least one carpule (8) filled with an acid and at least one cannula (2).

The analysis set according to claim 21, characterised in that the carpule is filled with a 0,005 M(n) hydrochloric
acid.

The analysis set according to claim 20 to 22, characterised in that the analysis set comprises at least one tablet
(7) releasing CO,.

The analysis set according to one of the claims 20 to 23, characterised in that the analysis set (1) comprises at
least one paraffin piece (5) and/or a pH-value indicator.

The analysis set according to one of the claims 20 to 24, characterised in that the carpule (8) is filled with an
indicator.

The analysis set according to claim 25, characterised in that the said indicator is a liquid indicator.

The analysis set according to claim 26, characterised in that the indicator is a liquid universal indicator with a
pH-indication range between pH 4 and pH 10.

The analysis set according to one of the claims 20 to 27, characterised in that the analysis set (1) comprises a
colour scale (6) to measure the pH-value of the carpule (8) being filled with the indicator.

The analysis set according to claim 20 to 28, characterised in that the analysis set comprises at least one mask
(4) which can be fixed onto the inert support (3 a), so that said culture medium (16; 17) and/or said further culture
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medium (17; 16) can be subdivided into single sections (26).

The analysis set according to one of the claims 20 to 29, characterised in that said analysis set (1) comprises
moreover a calibrated vessel for taking up the saliva.

The analysis set according to one of the claims 20 to 30, characterised in that said analysis set (1) comprises at
least one disposable syringe.

Revendications

10.

11.

12.

13.

14.

Milieu de culture pour détecter des Streptocoques mutans dans la salive et/ou dans la plaque, le milieu de culture
contenant, outre de I'agar, encore au moins un sucre en supplément, caractérisé en ce que le rapport massique
entre l'agar et ledit au moins un sucre varie entre 1/3,89 et 1/12.

Milieu de culture suivant la revendication 1, caractérisé en ce que, dans le milieu de culture, le rapport massique
entre l'agar et ledit au moins un sucre est compris entre 1/3,89 et 1/4,25.

Milieu de culture suivant la revendication 1, caractérisé en ce que, dans le milieu de culture, le rapport massique
entre l'agar et ledit au moins un sucre est compris entre 1/5,1 et 1/10.

Milieu de culture suivant I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que le milieu de culture présente
au moins un disaccharide comme sucre.

Milieu de culture suivant la revendication 4, caractérisé en ce que le milieu de culture contient, comme disac-
charide, du saccharose et/ou un dérivé de saccharose.

Milieu de culture suivant I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que le milieu de culture contient
entre 0,001% en poids et 0,0005% en poids d'un complexe d'antibiotiques peptidiques.

Milieu de culture suivant la revendication 6, caractérisé en ce que le complexe d'antibiotiques peptidiques est
de la bacitracine.

Milieu de culture suivant l'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'agar est un agar Mitis
Salivarius.

Milieu de culture suivant l'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que le milieu de culture est
supporté sur un support inerte d'un c6té.

Milieu de culture suivant I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que le milieu de culture présente
une consistance de type gel, de I'eau pouvant étre ajoutée au milieu de culture pour la réalisation de la consistance
gélatineuse.

Milieu de culture suivant la revendication 10, caractérisé en ce que le milieu de culture comporte entre 70 g et
150 g d'agar, entre 272,3 g et 1800 g dudit au moins un sucre et de I'eau en suffisance pour réaliser la consistance
gélatineuse requise.

Milieu de culture suivant la revendication 11, caractérisé en ce que le milieu de culture gélatineux contient entre
1,4 mg et 12 mg du complexe d'antiobiotiques peptidiques.

Milieu de culture suivant la revendication 12, caractérisé en ce que le complexe d'antibiotiques peptidiques est
de la bacitracine.

Milieu de culture suivant l'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que le milieu de culture est
supporté sur un support inerte d'un c6té, en particulier sur un support en matiére synthétique, et en ce que l'autre
c6té du support inerte est pourvu d'un autre milieu de culture pour détecter des lactobacilles dans la salive et/ou
dans la plaque ou d'un autre milieu de culture pour détecter des levures dans la salive et/ou dans la plaque.
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Milieu de culture suivant la revendication 14, caractérisé en ce que [I'autre milieu de culture est un milieu de
culture & base d'un agar Rogosa pour détecter des lactobacilles.

Milieu de culture suivant le revendication 15, caractérisé en ce que ['autre milieu de culture présente par ailleurs
encore au moins un sucre.

Milieu de culture suivant la revendication 16, caractérisé en ce que |'autre milieu de culture présente I'agar et le
sucre dans un rapport massique compris entre 1/0,2 et 1/6.

Milieu de culture suivant I'une des revendications 14 a 17, caractérisé en ce que l'autre milieu de culture présente
une consistance de type gel, le gel contenant entre 70 g et 250 g de I'autre milieu de culture et entre 930 g et 750
g d'eau.

Milieu de culture suivant I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que le support inerte enduit
d'un c6té par le milieu de culture gélatineux et de l'autre c6té par l'autre milieu de culture gélatineux est agencé
dans un récipient de conservation qui peut étre obturé d'une maniére étanche aux gaz.

Ensemble pour analyses comprenant un milieu de culture agencé sur un support inerte suivant I'une des reven-
dications précédentes, caractérisé en ce que I'ensemble pour analyses (1) comporte au moins un support inerte
(3a), qui est enduit sur un de ses cdtés par le milieu de culture (3, 16, 17) et sur l'autre cbdté par l'autre milieu de
culture (17,16).

Ensemble pour analyses suivant la revendication 20, caractérisé en ce que 'ensemble pour analyses comporte,
outre le suppott inerte (3a), au moins une cartouche (8) remplie d'un acide et au moins une canule (2).

Ensemble pour analyses suivant la revendication 21, caractérisé en ce que la cartouche est remplie d'un acide
chlorhydrique 0,005 M (n).

Ensemble pour analyses suivant'une des revendications 20 & 22, caractérisé en ce que I'ensemble pour analyses
présente au moins un comprimé dégageant du CO, (7).

Ensemble pour analyses suivant 'une des revendications 20 & 23, caractérisé en ce que I'ensemble pour analyses
(1) comporte au moins un morceau de paraffine (5) et/ou un indicateur de valeur de pH.

Ensemble pour analyses suivant I'une des revendications 20 a 24, caractérisé en ce que la cartouche (8) est
remplie, en plus de l'acide, d'un indicateur.

Ensemble pour analyse suivant la revendication 25, caractérisé en ce que l'indicateur est un indicateur liquide.

Ensemble pour analyses suivant la revendication 26, caractérisé en ce que l'indicateur est un indicateur universel
liquide ayant une gamme d'indications de pH comprise entre pH 4 et pH 10.

Ensemble pour analyses suivant 'une des revendications 20 & 27, caractérisé en ce que I'ensemble pour analyses
(1) comporte une échelle des couleurs (6) pour la lecture de la valeur du pH de la cartouche (8) remplie de l'indi-
cateur.

Ensemble pour analyses suivant 'une des revendications 20 & 28, caractérisé en ce que I'ensemble pour analyses
comporte au moins un masque (4) qui peut étre fixé sur le support inerte (3a) de facon que le milieu de culture

(16;17) et/ou l'autre milieu de culture (17; 16) puissent &tre subdivisés en zones individuelles (26).

Ensemble pour analyses suivant 'une des revendications 20 & 29, caractérisé en ce que I'ensemble pour analyses
(1) présente, en outre, un récipient calibré pour recevoir de la salive.

Ensemble pour analyses suivant 'une des revendications 20 & 30, caractérisé en ce que I'ensemble pour analyses
(1) contient au moins une seringue a usage unique.
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