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Taman opinnaytteen tarkoituksena oli tutkia kariogeenisen S. mutans’n kolmen
eri kannan (S. mutans NCTC 10449, S. mutans Ingbritt ja S. mutans Cl12366)
muodostamaa biofilmid kolmella laboratoriomenetelmalla, joilla saatiin tietoa
biofilmin maarasta, tarttumisesta ja sisaisesta pH:sta. Saatuja tuloksia pohdittiin
karieksen kannalta ja verrattiin aiempiin tutkimuksiin aiheesta.

S. mutans’n kantoja tutkittin mikrotiitterilevybiofilmi tutkimuksella, impedanssi-
pohjaisella mittauksella ja pH:n seurannalla. Biofilmin sisdisen pH:n muuttumista
reaaliajassa mitattiin ensimmaista kertaa PreSens-laitteella ja saatuja tuloksia
verrattiin perinteisiin mikrotiitterilevybiofilmi tutkimukseen ja impedanssipohjai-
seen mittaukseen. Biofilmia kasvatettiin BHI:ssa ja pastoroidussa syljessa sak-
karoosin lasna ollessa. Biofilmi muodostui 0 %, 0,1 %, 0,5 % ja 1 % sakkaroo-
sipitoisuuksissa.

Biofilmin maara, tarttuminen ja pH muuttuivat sakkaroosin lasna ollessa seka syl-
jessa ettd BHIl:ssa kasvatettuna: sakkaroosin vaikutuksesta biofilmin maara ja
tarttuminen lisdantyivat ja biofilmin sisdinen pH laski. Biofilmin muodostuessa
BHI:ssa, pH laski myds ilman sakkaroosia. Biofilmin maaraa mittaavissa tutki-
muksissa ei biofilmida muodostunut merkittdvasti kummassakaan kasvatusalus-
tassa ilman sakkaroosia. Tama johtuu todennakdisesti siita, ettda hapon muodos-
tumiseen riittda BHI:n sisaltdama glukoosi, mutta biofilmin muodostumiseen tarvi-
taan sakkaroosia. Tutkituista kannoista S. mutans CI2366 oli virulentein etenkin
syljessa kasvatettuna. S. mutans -kannat kayttaytyvat eri tavalla, ja on tarkeaa
tutkia biofilmia useammalla eri menetelmalla.

Asiasanat: streptococcus mutans, biofilmi, karies
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1 JOHDANTO

Hammaskaries johtuu mikrobiomin dysbioosista, johon liittyy useita kariogeenisia bak-
teerilajeja, kuten Streptococcus mutans (Eriksson ym. 2018, Simén-Soro ja Mira
2015). Karies on harvoin hengenvaarallinen, mutta on silti suuri ongelma terveyspal-
veluiden tarjoajille. Hampaan pintaa peittaa biofilmi, joka koostuu miljoonista bakteeri-
soluista, syljen polymeereista ja ruokajatteista. (Forssten ym. 2010.) Biofilmit ovat or-
ganisoituja mikrobiyhteisdja, ja niitd ymparoi solunulkoinen matriksi. Biofilmit aiheutta-
vat monia ihmisten infektioita, kuten hammaskariesta. Kariogeenisen biofilmin kehitty-
minen johtuu ruokavaliosta ja mikrobiota-matriksivuorovaikutuksesta kiintealla pin-
nalla. Sokerit edistavat matriksin muodostumista ja biofilmin happamoitumista. (Bowen
ym. 2018.) Biofilmin keraantyminen hampaan pinnalle altistaa hampaan bakteerien
vaikutukselle, ja hapon tuotanto on valitdn syy hampaan liukenemiseen (Bowen 2016).
Hapon tuotannon liséksi bakteerien kariogeenisia ominaisuuksia ovat hapen sietokyky,
bakteriosiinin tuotanto seka tarttuminen ja kolonisaatio hampaan pinnalle (Esberg ym.
2017). Glukosyylitransferaaseilla on myds keskeinen asema virulentin plakin kehityk-
sessa (Bowen ja Koo 2011). S. mutans tuottaa glukosyylitransferaasi-entsyymia, joka
syntetisoi sakkaroosista vesiliukoisia tai liukenemattomia glukaaneja (Devulapalle ja
Mooser 2001). Glukosyylitransferaasit adsorboituvat hampaan kiilteeseen, syntetisoi-
vat glukaaneja ja tarjoavat mikro-organismeille paikan kolonisaatiolle seka liukenemat-

toman matriksin plakille (Bowen ja Koo 2011).

Mika tahansa hiilihydraatti, jota plakin happoa tuottavat bakteerit pystyvat hyodynta-
maan energianlahteena, edistda mikrobien virulenssia ja on siten kariogeeninen. Sak-
karoosi muutetaan nopeasti happamiksi lopputuotteiksi ja on myos ainoa ravinnon hii-
lihydraatti, joka voidaan muuttaa solunulkoisiksi polysakkarideiksi plakissa. (Forssten
ym. 2010.) Nama solunulkoiset polysakkaridit edistavat biofilmin kehittymista toimi-
malla tarttumisalustana muille bakteereille ja suojaamalla biofilmia ymparistolta, kuten
syljen huuhtelevalta vaikutukselta (Bowen ym. 2018). S. mutans’n erityinen rooli ka-
rieksen etiologiassa on ajateltu olevan biofilmin matriksin muodostaminen (Bowen
2016). Lisaksi S. mutans voi tarttua kiilteen sylkipellikkeliin sekd muihin plakin baktee-

reihin ja on voimakas hapon tuottaja (Forssten ym. 2010).

Karieksen syntyyn liittyy oleellisesti sokerin kaytto, joka happamoittaa plakkia. Tallin
suussa yleistyy happamassa viihtyvat ja happoa tuottavat lajit, joista S. mutans on tun-
netuin. Elamantavat, sylki ja suun bakteerit ennustavat kuitenkin rajallisesti karieksen



kehittymista. S. mutans’n tietyt adhesiinialatyypit selittavat yksilétason eroja karieksen
kehittymisessa. (Esberg ym. 2017.) SpaP ja Cnm ovat S. mutans’n pintaproteiineja ja
niilld on vaikutusta kolonisaatioon ja tiettyjen alatyyppien esiintyminen suussa lisaa

karieksen kehittymisen todennakaoisyytta (Avilés-Reyes ym. 2017).

S. mutans omaa nelja Kliinista serotyyppia, jotka ovat c, e, f ja k. Serotyypeista c ja e
ovat yleisimmat suussa, ja niilla on ainutlaatuiset glukoosisivuketjusidokset. Tutkimus-
ten mukaan serotyyppi c liittyy merkittavasti karieksen kehittymisen ennustamiseen. S.
mutans’n kliinisten cnm+-isolaattien yleisyys on noin 10-20 %, ja ne ovat tyypillisesti
serotyyppia k. Myods cbm+-kannat ovat useimmiten serotyyppia k ja niiden yleisyys on
2 %. (Momeni ym. 2019.)

Bakteeribiofilmeja tutkitaan monin eri tavoin. Mikrotiitterilevy menetelma on yleinen
biofilmin kasvua mitattaessa. Biofilmia kasvatetaan mikrotiitterilevyssa pienessa tila-
vuudessa ja arvioidaan sen muodostumista kayttamalla erilaisia menetelmia, kuten
varjaysta. Menetelmalld voidaan seuloa antimikrobisia yhdisteita, arvioida biofilmin
muodostuskykya ja eri tekijoiden vaikutusta biofilmin muodostumiseen. (Allkja ym.
2021.) xCELLigence-menetelma on impedanssipohjainen biosensorijarjestelma, jolla
voidaan reaaliaikaisesti seurata solujen elinkelpoisuutta, siirtymista, kasvua, levia-
mista ja lisdantymistd RTCA E-levyjen pohjalla olevan mikroelektroniikan avulla. (Ste-

fanowicz-Hajduk ym. 2016.)

Taman opinnaytetyon tavoitteena oli testata uutta fluoresoiviin pH herkkiin variaineisiin
perustuvaa menetelmaa biofilmin pH:n muutosten seuraamiseksi biofilmin muodostuk-
sen aikana (Optical pH Sensors for Contactless or Minimally Invasive Measurements.
PreSens. www.presens.de) ja verrata saatua informaatiota perinteisella mikrotiitteri-
levy testilld ja biofilmin reaaliaikaisella seurannalla saatuun informaatioon biofilmin
maarasta ja muodostumisnopeudesta. Malliorganismina kaytettiin kariogeenista S.
mutans bakteeria, serotyyppia c. Bakteerien biofilmin muodostumista tutkittiin Brain
Heart Infusion (BHI) -kasvatusliuoksessa ja syljessa, sakkaroosin lasna ollessa. pH-
mittausmenetelman toimiessa sen avulla saadaan ainutlaatuista tietoa pH:n muutok-

sista biofilmin sisalla biofilmin kehityksen aikana.



2 TUTKIMUSMENETELMAT

Tassa tutkimuksessa tutkittiin in vitro S. mutans’n muodostamaa biofilmia kolmella eri
menetelmalla: varjagamalla mikrotiitterilevylla kasvatettua biofilmia, seuraamalla pH:n
muutoksia biofilmin kehittymisen aikana seka& seuraamalla biofilmin muodostumista
(maaraa ja tarttumista) reaaliaikaisesti. Samat menetelmat toistettiin S. mutans’n kol-
mella eri kannalla (S. mutans NCTC 10449, S. mutans Ingbritt ja S. mutans CI2366).

Biofilmien annettiin muodostua BHI-elatusaineliuoksessa (Brain Heart Infusion, Becton
Dickinson and Company) ja pastdroidussa syljessa, sakkaroosin lasna ollessa. Kayte-
tyt sakkaroosipitoisuudet biofilmin muodostuksessa olivat 0 %, 0,1 %, 0,5 % ja 1 %.
Tutkimuksissa kaytetyt sakkaroosiliuokset valmistettiin 20 %:sta sakkaroosiliuoksesta
(D(+)-Saccharose, VWR Chemicals) ja natriumkloridiliuoksesta (NaCl, 9 mg/ml Bax-
ter). Tyossa kaytettiin kolmea eri pitoisuuksiltaan olevaa sakkaroosiliuosta (0,4 %, 2 %
ja 4 %), jotta saatiin kasvatusalustalle aiemmin mainitut pitoisuudet. Liuosten valmistus

on kuvattu taulukossa 1.

Taulukko 1. Sakkaroosiliuosten valmistus.

0,4 % 20 980 pl
2% 100 pl 900 pl
4% 200 pl 800 i

Tutkimuksessa kaytetty sylki oli seitsemalta koehenkildlta kerattya, pastoroitua para-

fiini stimuloitua kokosylkea.

2.1 Mikrotiitterilevybiofilmi tutkimus

Mikrotiitteritutkimus aloitettiin bakteerien kasvatuksella. BHI otettiin puoli tuntia ennen
bakteerien siirrostusta huoneenlampdéoén. Sita pipetoitiin 5 ml koeputkeen seka 5 l
sulatettua ja vorteksoitua bakteeristokkiliuosta, joka oli sailytetty -20 °C:ssa. Bakteerit
laitettiin kasvamaan yon yli 37 °C:een lampokaappiin. Mikrotiitteritutkimuksessa kay-

tettiin 96 kuopan Costar-merkin steriilia kuoppalevya.

Seuraavana paivana valmistettiin eri kasvatusliuokset biofilmille. Yon yli 1ampo-

kaapissa kasvanut bakteeriliuos vorteksoitiin ja kaadettiin sentrifuugiputkeen. Bakteerit



sentrifugoitiin pohjaan (Eppendorf centrifuge 5810R, 10 min, 12857 g) ja pestiin kerran
5 ml 0,9 % NaCl-liuoksella. Pesun jalkeen pelletti suspensoitiin 5 ml NaCl:a. Baktee-
risuspension valmistusta varten maaritettiin spektrofotometrilla (Shimadzu BioSpec-
mini) nollataso laittamalla kyvettiin NaCl:a aallonpituudella 550 nm. Uuteen koeput-
keen laitettiin muutama millilitra NaCl:a ja muutama tippa pestya bakteeriliuosta. Liu-
oksen pitoisuutta saadettiin niin, etta bakteerisuspension absorbanssi oli noin 0,05.
Kuoppalevyn (Costar 96) kuopat taytettiin siten, etta saatiin kuusi vierekkaista kuoppaa
ja yhteensa kahdeksan rivia, eli yhteensa 48 kuoppaa. Jokaiseen kuoppaan laitettiin
50 ul bakteerisuspensiota. Neljaan ensimmaiseen riviin laitettiin 100 yl BHI:ta ja nel-
jaan jalkimmaiseen 100 ul pastoroitua sylkea. Ensimmaiseen riviin laitettiin 50 pl
NaCl:a, toiseen 0,4 % sakkaroosiliuosta, kolmanteen 2 % ja neljanteen 4 %. Sama
toistettiin sylkea sisaltavissa riveissa. Sakkaroosiliuosta laitettiin kuoppiin 50 pl, jolloin
yhden kuopan lopputilavuus oli 200 ul. Kuoppien tayttd on kuvattu taulukossa 2. Kuop-

palevy vietiin taytdn jalkeen vuorokaudeksi hiilidioksidikaappiin (37 °C).

Taulukko 2. Kuoppien tayttd mikrotiitteritutkimuksessa.

50 pl NaCl

100 I BHI 50 pl bakteerisus. 50 pl 0,4 % sakk.
50 ul 2 % sakk.

50 pl 4 % sakk.
50 ul NaCl

100 pl sylked 50 pl bakteerisus. 50 pl 0,4 % sakk.
50 Wl 2 % sakk.

50 ul 4 % sakk.
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Viimeinen vaihe, eli biofilmin varjays, tehtiin crystal violet -varjayksella. Kuoppien si-
saltd tyhjennettiin ja kuoppalevyn kuopat pestiin kaksi kertaa 1 x PBS:lla (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline, Gibco), jota laitettiin 200 pl/kuoppa. Kuoppiin laitettiin 100
Ml metanolia (Methanol for analysis, Merck) ja annettiin vaikuttaa 15 minuuttia. Metanoli
poistettiin ja kuoppalevya kuivatettiin 10 minuuttia kansi avoinna. Kuoppalevyn jokai-
seen kuoppaan pipetoitiin 100 pl 0,1 %:sta crystal violet -varia ja poistettiin se 15 mi-

nuutin kuluttua. Kuoppien pesu suoritettin uudelleen kuten aiemmin, ja taputeltiin



kuoppalevya kuivaksi paperia vasten pesujen valilla ja jalkeen. Jokaiseen kuoppaan
laitettiin 200 pl 33 %:sta etikkahappoliuosta (Acetic acid glacial 100 %, Merck) ja an-
nettiin taas vaikuttaa 15 minuuttia. Viimeiseksi mitattiin spektrofotometrilla (Thermo

Scientific Multiskan FC) biofilmin absorbanssit kayttaen aallonpituutta 569 nm.

2.2 Biofilmin maara ja tarttuminen

Biofilmin maaraa ja tarttumista mitattiin xCELLigence-laitteella (ACEA xCelligence
Real-Time Cell Analyzer, Agilent), jonka avulla voidaan seurata biofilmin muodostu-
mista reaaliaikaisesti. Laitteessa on elektronisesti integroitu Boyden-kammio, jolla saa-
daan sahkoisen impedanssin kautta tietoa solujen invaasiosta ja migraatiosta. Kuop-
palevyna kaytettiin muovista 16-kuopan E-Plate 16 PET kuoppalevya (E-Plate 16 PET,
Agilent). Bakteerisuspensio valmistettiin kuten aiemmissa tutkimuksissa. Kuoppale-
vyyn taytettiin ensin vain syljet ja BHI ja tehtiin levyn taustamittaus lukulaitteella. Kuop-

piin laitettiin viela bakteerisuspensio ja sakkaroosiliuokset taulukon 3 mukaan.

Taulukko 3. Kuoppien taytto biofilmin maaran ja tarttumisen tutkimisessa.

50 pl bakteerisus. 50 pl 2 % sakk.
50 pl 4 % sakk.

A 50 ul NaCl

B |100 ul BHI 50 pl 0,4 % sakk.
C (50 pul bakteerisus. 50 ul 2 % sakk.
D 50 ul 4 % sakk.
E 50 ul NaCl

F |100 pl sylked 50 pl 0,4 % sakk.
G

H

Kuoppalevy vietiin inkubaattorissa olevaan lukijaan 15 minuutin jalkeen. Biofilmin muo-

dostumista seurattiin vuorokauden ajan.

2.3 pH:n seuranta

pH:n tutkimista varten bakteerisuspensio valmistettiin kuten ylla. Ennen kuoppien tayt-
tamista kuoppalevy vietiin inkubaattorissa olevaan PreSens-mittarin (PreSens SDR

SensorDish Reader) lukulaitteelle ja saadettiin laitteen asetukset. Tassa kaytettiin SDR



SensorDish Reader 24-kuopan kuoppalevya (PreSens Inc), jossa jokaisen kuopan

pohjassa on integroituna esikalibroidut pH-anturit, joita PreSens-mittari lukee. Kuop-

pien tayttd on havainnollistettu taulukossa 4.

Taulukko 4. Kuoppien taytto pH-tutkimuksessa.

250 pl BHI

125 pl bakteerisus.

O O m >

250 pl sylkea
125 pl bakteerisus.

125 pl NaCl

125 pl 0,4 % sakk.
125 pl 2 % sakk.
125 ul 4 % sakk.

Kuoppalevy vietiin inkubaattoriin 20 minuutiksi ja levy asetettiin lukijaan. Laitteen an-

nettiin seurata pH:n muutosta vuorokauden, ja lopuksi biofilmin kasvatusmediumin pH

mitattiin viela manuaalisesti pH-elektrodilla (Radiometer MeterLab PHM210).



3 TULOKSET
3.1 Mikrotiitterilevybiofilmi tutkimus

Mikrotiitterilevybiofilmi tutkimuksessa BHI-elatusaineliuoksessa muodostuneiden S.
mutans kantojen biofilmien absorbanssien keskiarvot ovat kuvattuina kuvassa 1. Jo
pieni sakkaroosin lisdys nostaa absorbanssia kaikissa kannoissa (kaksisuuntainen t-
testi, yhta suuret varianssit; p < 0,001). Kaikilla kannoilla oli lisaksi merkitsevasti eroa
0,1 % ja 0,5 % seka 0,1 % ja 1 % sakkaroosiliuosten valilla (kaksisuuntainen t-testi,

yhta suuret varianssit; p < 0,001).



A
1.0
0,8
]
A
0.6
=T
0,4
0,2
0,0
0 % sakk. 0,1 % sakk. 0,5 % sakk. 1 % s3kk.
B 1,0
09
0,8
0,7
0,6
o
q":n 0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0
0 % sakk. 0,1 % sakk. 0,5 %o sakk. 1 32 sakk.
C 0,9
0.8
0,7
0,6
o 0,5
e}
LN
=, 04
0,3
0,2
0,1
oo N
0 % sakk. 0,1 % sakk. 0,5 % sakk. 1 % sakk.

Kuva 1. Biofilmi mikrotiitterilevylla. S. mutans’n kantoja (S. mutans Ingbritt (A), S. mu-
tans CI2366 (B) ja S. mutans NCTC 10449 (C)) kasvatettiin BHI-mediumissa eri sak-
karoosipitoisuuksissa 24 tuntia. Muodostunut biofilmi varjattiin kristallivioletilla. Eri sak-
karoosipitoisuuksissa ja pelkdssa BHI:ssa muodostuneen biofilmin absorbanssien va-

lilla on tilastollisesti merkitseva ero (***= p < 0,001).



Kuvassa 2 on esitetty mikrotiitteritutkimuksella saadut kristallivioletilla varjatyt biofil-
mien maarat, kun bakteereja kasvatettiin BHI:n sijaan eri sakkaroosipitoisuuksissa syl-
jessa. Kaikissa kannoissa huomataan absorbanssin nousu jo pienesta maarasta (0,1
%) sakkaroosia (kaksisuuntainen t-testi, yhta suuret varianssit; p < 0,01). Eri sakka-
roosipitoisuuksien valilla ei ollut merkittavaa eroa, paitsi S. mutans NCTC 10449:n ta-
pauksessa (kaksisuuntainen t-testi, yhta suuret varianssit; p < 0,01). S. mutans
Cl12366:n sakkaroosipitoisuuksissa oli myos eroa 0,1 %:n ja 0,5 %:n seka 0,1 %:nja 1
%:n valilla, ja biofilmia tuotettiin merkittavasti enemman sakkaroosipitoisuuden kasva-

essa (kaksisuuntainen t-testi, yhta suuret varianssit; p < 0,01).
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Kuva 2. Biofilmi mikrotiitterilevylla. S. mutans’n kantoja (S. mutans Ingbritt (A), S. mu-
tans Cl12366 (B) ja S. mutans NCTC 10449 (C)) kasvatettiin pastéroidussa syljessa eri
sakkaroosipitoisuuksissa 24 tuntia. Muodostunut biofilmi varjattiin kristallivioletilla. Eri
sakkaroosipitoisuuksissa ja pelkassa syljessa muodostuneen biofilmin absorbanssien

valilla on tilastollisesti merkitseva ero (**= p < 0,01).
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3.2 Biofilmin maara ja tarttuminen

Biofilmin maaran ja tarttumisen tulokset xCELLigence-laitteella mitattuna on esitetty
kuvassa 3, kun biofilmeja kasvatettiin BHIl:ssa. 0,1 %:ssa ja 0,5 %:ssa sakkaroosiliu-
oksien kayrissa nakyy yksittaisia poikkeamia (kuvat 3 ja 4). Ne johtuvat mita ilmeisim-
min mittalaitteiston hairidista. Kaikki kannat tuottivat biofilmia mitattavia maaria, ja sak-
karoosi lisasi biofilmin tuottoa tilastollisesti merkitsevasti (kaksisuuntainen t-testi, yhta
suuret varianssit; p < 0,001). S. mutans Cl12366:n tapauksessa 0,1 % sakkaroosiliuos
ei vaikuttanut merkittavasti, mutta suuremmat pitoisuudet sakkaroosia lisasivat biofil-

min maaraa ja tarttumista. Eri sakkaroosipitoisuuksien valilla ei ollut merkittavaa eroa.
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Kuva 3. Biofilmin maaran ja tarttumisen mittaaminen. S. mutans’n kantojen (S. mutans
Ingbritt (A), S. mutans C12366 (B) ja S. mutans NCTC 10449 (C)) annettiin kasvaa BHI-

elatusaineliuoksessa vuorokauden ajan eri sakkaroosipitoisuuksissa.
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Syljessa kasvatettujen kantojen biofilmin maaran ja tarttumisen tulokset xCELLigence-
laitteella mitattuna on esitetty kuvassa 4. S. mutans Ingbritt:n kohdalla sakkaroosin
lisaaminen vaikutti merkitsevasti biofilmin maaraan kaikilla pitoisuuksilla (kaksisuuntai-
nen t-testi, yhta suuret varianssit; p < 0,01). Pitoisuuksien valilla ei ollut merkittavaa
eroa. S. mutans C12366 ja NCTC 10499 kantojen biofilmin maara nousi merkitsevasti,
kun ne kasvoivat 0,1 % ja 1 % sakkaroosiliuoksissa (kaksisuuntainen t-testi, yhta suu-
ret varianssit; p < 0,05). 0,1 % ja 0,5 % seka 0,5 % ja 1 % sakkaroosiliuosten valilla ol
tilastollisesti merkittdva ero kummassakin kannassa (kaksisuuntainen t-testi, yhta suu-

ret varianssit; p < 0,01).
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Kuva 4. Biofilmin maaran ja tarttumisen mittaaminen. S. mutans’n kantojen (S. mutans
Ingbritt (A), S. mutans CI2366 (B) ja S. mutans NCTC 10449 (C)) annettiin kasvaa
pastoroidussa syljessa vuorokauden ajan eri sakkaroosipitoisuuksissa.
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3.3 pH:n seuranta

Kuvissa 5 ja 6 on esitetty pH-tutkimuksen tulokset biofilmin muodostuessa BHI:ssa ja
syljessa. 0,1 %, 0,5 % ja 1 % sakkaroosiliuoksissa muodostuneen biofilmin pH laski
biofilmin sisalla alle 5, joka on PreSens laitteen mittausminimi. Kyseisten tulosten koh-
dalle on kuvaajissa 5 ja 6 B-C merkitty pH:ksi tasan 5. Seurannan aikana kaikissa
kasvatuksissa pH laski alle 5:n, mutta pH:n muutoksen nopeudessa havaittiin eroja. S.
mutans Ingbritt:n kohdalla sakkaroosi lisasi bakteerien hapontuottoa BHI:ssa siten,
ettd 360 minuutin kohdalla pH oli kaikissa sakkaroosia sisaltavissa kasvatusme-

diumeissa merkittavasti alhaisempi kuin ilman sakkaroosia olevissa kasvatuksissa.
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Kuva 5. pH:n seuranta PreSens laitteella. S. mutans Ingbritt:n (A), S. mutans Cl12366:n
(B) ja S. mutans NCTC 10449:n (C) annettiin kasvaa vuorokauden ajan BHl:ssa eri
pitoisuuksissa sakkaroosia.
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Kuva 6. pH:n seuranta PreSens laitteella. S. mutans Ingbritt:n (A), S. mutans CI2366:n
(B) ja S. mutans NCTC 10449:n (C) annettiin kasvaa vuorokauden ajan syljessa eri
pitoisuuksissa sakkaroosia. Sakkaroosin lasna ollessa pH laski kaikissa kannoissa
merkittavasti (***= p < 0,001).
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Biofilmin kasvatusmediumin pH mitattiin manuaalisesti pH-elektrodilla pH-tutkimuksen
paatteeksi. Mittauksen tulokset on kuvattu taulukossa 5. Kaikkien kantojen kasvatus-
mediumin pH oli BHI-kasvatuksen jalkeen alempi kuin sylkikasvatuksen jalkeen. Jo
vahainen (0,1 %) sakkaroosin lisays laski pH:ta huomattavasti molemmissa kasvatus-
mediumeissa (kaksisuuntainen t-testi, yhta suuret varianssit; p < 0,001). Eri sakkaroo-
sipitoisuuksien valilla ei ole merkittavaa eroa S. mutans Ingbritt-kannassa syljessa kas-
vatettuna. Muissa kannoissa pitoisuuksien valilla oli merkittdva ero kummassakin kas-
vatusalustassa kasvatettuna (kaksisuuntainen t-testi, yhta suuret varianssit; p < 0,05)
lukuun ottamatta S. mutans NCTC 10499; 0,5 % ja 1 % sakkaroosiliuosten valilla ei

ollut merkittavaa eroa.

Taulukko 5. Biofilmin kasvatusmediumin pH-manuaalimittauksen tulokset. S. mutans
Ingbritt:n (rivit A-D), S. mutans CI2366:n (rivit E-H) ja S. mutans NCTC 10449:n (rivit
I-L) annettiin kasvaa BHI-elatusaineliuoksessa ja syljessa eri pitoisuuksissa sakkaroo-

sia 24 tuntia, minka jalkeen pH mitattiin manuaalisesti pH-elektrodilla.

A | 53 5,3 5,3 7,6 7,7 7,8 |0 % sakk.
B | 45 4,5 4,5 5,7 6,0 59 10,1 % sakk.
c | 42 4,2 4,2 6,0 5,9 58 10,5 % sakk.
D | 43 4,2 4,2 5,9 5,9 6,0 |1 % sakk.
E | 52 5,2 5,2 7,7 7.8 7.9 |0 % sakk.
F | 45 4,5 4,5 4,6 4,6 46 0,1 % sakk.
G | 40 4,0 4,0 4,6 4,6 45 0,5 % sakk.
H | 40 4,0 4,0 4,5 4,5 4,5 |1 % sakk.
| 5,2 5,2 5,3 7.6 7,7 7,7 |0 % sakk.
J 4,5 4,5 4,5 5,0 5,1 51 |0,1 % sakk.
K | 40 4,0 4,0 5,0 5,0 50 |0,5 % sakk.
L | 40 4,0 4,0 4,9 4,9 4,9 |1 % sakk.
BHI sylki
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4 JOHTOPAATOKSET

Syljen lasna ollessa biofilmia muodostui vahemman kuin pelkdssa BHI:ssa kasvatet-
tuna paria poikkeusta lukuun ottamatta. Syljelld on monia tarkeitd toimintoja, kuten
puskurina toimiminen ja sopivan pH:n yllapitaminen suun mikrobistolle (Marsh 2018).
Lisaksi se sisaltaa paljon antimikrobisia aineita (Lenander-Lumikari ja Loimaranta
2000). Tama saattaa selittad miksi biofilmid muodostui useimmiten syljessa vahem-
man kuin BHI:ssa, joka on bakteerien kasvamista edistava ravintorikas medium. Syl-
jellda on suussa huuhteleva vaikutus toisin kuin mikrotiitterilevylla, jossa nayte on pai-

kallaan.

Sylki myds hidasti pH:n laskua, mika ilmenee taulukosta 6. S. mutans Ingbritt:n biofil-
min sisdinen pH ei syljessa laskenut tutkimuksen aikana alle 5:n, vaan jai pH 5,3:een.
Tata syljen vaikutusta biofilmin sisdisen pH:n laskuun selittdd mm sen puskurikapasi-
teetti (Forssten ym. 2010).

Taulukko 6. Yhteenveto tuloksista biofilmien muodostuessa BHI:ssa (rivit 1-3) ja syl-

jessa (rivit 4—6) 1 % sakkaroosiliuoksessa.

S. mutans Ingbritt 0,96 1,1 7,5
S. mutans CI2366 0,83 1,5 6,8
S. mutans NCTC 10449 0,76 1,1 6,3
S. mutans Ingbritt 0,28 1,1 >24
S. mutans CI2366 0,87 1,3 14,8
S. mutans NCTC 10449 0,70 1,3 18,3

* kristallivioletti varjayksessa mitattu muodostuneen biofilmin absorbanssi
** xCELLigence levylla mitattu suurin ClI arvo

*** aika, joka kului pH 5 saavuttamiseen

pH tutkimuksessa huomattiin, etta kasvatusalustalla oli merkitysta pH:n laskuun: ilman
sakkaroosia pH ei laskenut merkittavasti syljessa kasvatettuna, kun taas BHI:ssa kas-
vatettuna pH laski. Tata selittaa se, ettd S. mutans tuottaa happoa, vaikka biofilmia ei
muodostuisikaan. Biofilmin muodostumiseen tarvitaan sakkaroosia, mutta hapon tuo-

tantoon riittaa BHI:ssa oleva glukoosi. Syljessa ei ole vapaita hiilihydraatteja, koska pH
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ei laskenut. S. mutans -kannat tuottavat sakkaroosista liukenemattomia glukaaneja,
joita ne erittavat solun ulkopuolelle. Nama solunulkoiset polysakkaridit edistavat biofil-
min kehittymista toimimalla tarttumisalustana muille bakteereille ja suojaamalla biofil-

mia ymparistolta, kuten syljen huuhtelevalta vaikutukselta. (Bowen ym. 2018.)

Mikrotiitteri- ja xCELLigence menetelmilla ei havaittu kasvatusalustan tuomaa vaiku-
tusta niin selkeasti kuin pH tutkimuksessa havaittiin. Biofilmin maaraa mittaavissa tut-
kimuksissa havaittiin, etta biofilmia ei muodostunut merkittavasti kummassakaan kas-
vatusalustassa ilman sakkaroosia. Myds nopeuksissa havaittiin eroja xCELLigence
menetelman ja pH tutkimuksen valilla. pH laski nopeammin BHI:ssa kuin syljessa kai-
kissa kannoissa, mutta biofilmin maaran ja tarttumisen muutoksissa ei havaittu yhta
selkeaa eroa kasvatusalustojen valilla. Kaikissa kolmessa tutkimusmenetelmassa sak-
karoosin lisdaminen vaikutti biofilmiin. Aiempien tutkimusten mukaan sakkaroosi lisasi
eniten S. mutans’n biofilmin kasvua verrattuna monosakkarideihin tehostaen solunul-

koisten polysakkaridien erittymista (Zhou ym. 2018).

XCELLigence menetelmalla saadaan reaaliaikaista tietoa biofilmin maarasta ja tarttu-
misesta, kun taas mikrotiitteri tutkimus kertoo biofilmin maaran tutkimuksen lopussa.
xCELLigence menetelma kertoo siten tarkemmin, miten biofilmin maara muuttuu tutki-
muksen aikana ja eri kantojen kayttaytymisesta. Mikrotiitteri tutkimus seka biofilmin
tutkiminen xCELLigence menetelmallda osoittavat, ettd sakkaroosin vaikutuksesta
biofilmin maara ja tarttuminen lisdantyvat molemmissa kasvatusalustoissa. Tama oli
odotettavissa oleva tulos, koska sakkaroosin lasna ollessa glukosyylitransferaasit tuot-
tavat muun muassa glukaaneja, jotka edesauttavat biofilmin muodostumista (Avilés-
Reyes ym. 2017). Pienikin sakkaroosipitoisuus vaikuttaa biofilmin maaraan kasvatta-
vasti. S. mutans hyédyntaa sakkaroosia ravinnonldhteendan muuttaen sen happa-
miksi lopputuotteiksi (Forssten ym. 2010). Nama tekijat vaikuttavat siihen, miksi biofil-

mia muodostui enemman sakkaroosin lasna ollessa.

Mikrotiitterilevybiofilmi tutkimuksessa maaritetty absorbanssi on suoraan verrannolli-
nen biofilmin maaraan. Mita suurempi on absorbanssi sitd enemman biofilmia on muo-
dostunut. Sakkaroosipitoisuuden kasvattaminen lisasi biofilmin maaraa kaikissa kan-
noissa molemmissa kasvatusalustoissa, lukuun ottamatta S. mutans Ingbritt:a, jonka
tapauksessa 1 % sakkaroosipitoisuudessa kasvaneen biofilmin maara oli pienempi

kuin 0,5 % sakkaroosipitoisuudessa kasvaneen. Havaittu ero voi viitata siihen, etta
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biofilmia on muodostunut 1 % sakkaroosin lasna ollessa niin runsaasti, ettd osa siita

irtoaa ennen maaritysta tehtavissa pesuissa eika siksi ole enaa mitattavissa.

Eri kantojen valilla oli vaihtelua biofilmien maarissa seka BHI:ssa etta syljessa muo-
dostuneiden biofilmien osalta. S. mutans Ingbritt:n biofilmin maarat olivat suurimmat
BHl:ssa ja S. mutans NCTC 10499 pienimmat. Syljessa muodostuneiden biofilmien
maarat olivat suurimmat S. mutans CI2366:lla ja pienimmat S. mutans Ingbritt:lla. S.
mutans NCTC 10499:lla oli pienin muutos biofilmin maaran kasvussa 0,1 % sakkaroo-
sipitoisuuden lisdamisella pelkan kasvatusalustan biofilmin maaraan verrattuna. S.
mutans’n eri kannat ndin ollen eroavat toisistaan in vitro virulenssiaktiivisuuksien suh-
teen. My6s Liun ym. (2021) tutkimusten mukaan S. mutans’n kannat poikkeavat toisis-
taan ja S. mutans biofilmin biomassa oli korkeampi ECC (early-childhood caries) lap-

silla kuin niilla, joilla ei esiintynyt kariesta.

Biofilmin maaran ja tarttumisen mittaamisella selvitettiin reaaliajassa, kuinka paljon ja
tiukasti mittauslevyn pohjan paalle on tarttunut biofilmia, mita kuvaa xCELLigence-lait-
teen mittausyksikko cell index (Cl). Gutiérrezin ym. (2016) tutkimusten mukaan kasva-
tusalustan sisaltdessa sakkaroosia S. mutans’n biofilmin maara ja tarttuminen lisaan-
tyivat, mutta BHI:ssa kasvatettuna ne eivat nousseet merkittavasti. Tassa tutkimuk-

sessa havaittiin sama sakkaroosin tuoma vaikutus.

S. mutans Cl 2366:n biofilmin muodostuminen oli poikkeavaa eri kasvatusalustoilla
xCELLigence menetelman perusteella. BHI:ssa muodostuneen biofilmin maara oli
suurempi kuin 0,1 % sakkaroosipitoisuudessa. Lisaksi 1 % ja 0,5 % sakkaroosipitoi-
suuksissa muodostuneiden biofilmien maarat olivat huomattavasti suuremmat kuin
BHI:ssa ja 0,1 % sakkaroosiliuoksessa muodostuneiden biofilmien. Syljessa muodos-
tuneen biofilmin maarassa ei ole yhta suurta vaihtelua pitoisuuksien valilla. Biofilmia
muodostui nopeammin sakkaroosin lasna ollessa. Zhao ym. (2014) mukaan yli 5 %:n
sakkaroosikonsentraatiolla on enemman kariogeenistad potentiaalia S. mutans’n kiin-
nittymiselle ja kariogeenisen biofilmin muodostumiselle. Tassa tutkimuksessa tutkittiin
pienempia pitoisuuksia sakkaroosia ja jo niilla oli selkea ero biofilmin maaraan ja tart-

tumiseen, kun vertaa kasvatusalustaa, jossa ei ollut yhtaan sakkaroosia.

Biofilmin maaraa ja tarttumista tutkimalla huomattiin, etta BHI:ssa kasvatettuna S. mu-
tans CIl2366 tuotti kannoista eniten biofilmia. Eri kantojen erot kuitenkin korostuivat

syljessa kasvaessa. S. mutans CI2366 tuotti biofilmia sakkaroosista rippumatta. S.
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mutans Ingbritt puolestaan tuotti biofilmia mittauksen alussa sakkaroosista riippu-
matta, mutta mittauksen edetessa biofilmin tuotto vaheni ilman sakkaroosia. S. mutans
NCTC 10449 tuotti vahemman biofilmia, kun sakkaroosia ei ollut kasvatusalustalla. S.
mutans NCTC 10449 ja Ingbritt ovat olleet jo vuosikymmenia laboratoriossa. Ne ovat
todennakoisimmin sopeutuneet aikojen kuluessa laboratorio-olosuhteisiin, eli kasva-
maan rikkaissa ravintoliuoksissa kuten BHI:ssa. S. mutans CI2366 on puolestaan jou-
tunut parjaamaan syljessa viela ihan lahiaikoina, koska se on koehenkilon suusta eris-
tetty kliininen isolaatti (Soderling ja Hietala-Lenkkeri 2010). S. mutans Ingbritt tuotti
syljessa kasvatettuna hitainten happoa ja nopeinten tuotti S. mutans Cl2366. Tata
saattaa selittaa kantojen alkuperien erot: C12366 on tottunut elamaan syljessa ja tuot-
taa siten paremmin happoa kuin Ingbritt. S. mutans Ingbritt ja NCTC 10449 ovat so-
peutuneet kasvamaan BHI:ssa, mika selittda sen, ettda BHI:ssa muodostui enemman

biofilmia kuin syljessa.

pH:n seurannalla saatiin reaaliaikaista tietoa biofilmin sisdisen pH:n muutoksesta vuo-
rokauden ajalta. Liun ym. (2021) tutkimusten mukaan S. mutans’n biofilmin pH arvo oli
alempi ECC lapsilla verrattuna lapsiin, joilla ei esiintynyt kariesta. S. mutans’n kannat

tuottavat siten eri tavalla happoa, mika selittaa eroja kariesalttiudessa.

Kaikissa kannoissa sakkaroosin lisddminen laski pH:ta. S. mutans kykenee kuljetta-
maan ja metabolisoimaan laajan valikoiman hiilihydraatteja orgaanisiksi hapoiksi ja
selviytymaan happamissa olosuhteissa ja vuorovaikuttamaan muiden kolonisoivien
mikro-organismien kanssa (Lemos ym. 2019, Krzysciak ym. 2013). Tama selittaa pH:n
laskun sakkaroosin lisaamisen seurauksena. S. mutans NCTC 10449:n pH:n lasku
BHI:ssa oli kaikkein nopeinta ja S. mutans Ingbritt:n hitainta. S. mutans Ingbritt tuotti
syljessa kasvatettuna hitainten happoa ja nopeinten tuotti S. mutans C12366. Aiemmat
tutkimukset osoittavat, ettd S. mutans’n eri kantojen biofilmit kasvavat eri nopeuksilla

happamissa olosuhteissa (Liu ym. 2018).

Kantojen huomattiin kayttaytyvan eri tavoin tutkimusmenetelmien perusteella, vaikka
kaikki ovat S. mutans -kantoja. Tutkituista kannoista S. mutans CI2366 oli virulentein
etenkin syljessa kasvatettuna: se tuotti nopeinten happoa ja eniten biofilmia. Biofilmien
muodostuessa BHI:ssa hajontaa oli hieman virulenssisuuden suhteen eri menetelmien
valilla, ja S. mutans NCTC 10449 tuotti nopeinten happoa. Mikrotiitteri tutkimuksen

mukaan eniten biofilmia tuotti S. mutans Ingbritt ja biofilmin maaraa ja tarttumista
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mittaamalla huomattiin S. mutans CI2366:n tuottavan eniten biofilmia BHI:ssa. Biofil-
min muodostuminen on monimutkainen prosessi ja siihen vaikuttaa monta eri asiaa.
Tasta syysta sen tutkimiseen tarvitaan useampia eri menetelmia, jotta ymmarretaan

paremmin sen muodostumiseen vaikuttavia tekijoita.
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