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Hva nye teknikker har laert oss om normalfloraen

1 munnen

| de siste tidrenes forskning er betydningen av mikrofloraen ved karies
og periodontitt viet mye oppmerksomhet. Det er foreslatt at enkelte
bakterier er viktigere enn andre nér det gjelder 8 utlgse disse sykdom-
mene. | denne diskusjonen har man glemt normalfloraen. Det vil veere
vanskelig & forstd etiologi og patogenese ved disse sykdommene dersom
man ikke pad forhdnd kjenner normalfloraen. Man synes ogsa, i bestre-
belsene pa a avdekke sentrale agens, & ha glemt at bare 50 % av mikro-
floraen i munnhulen kan dyrkes. Det er ingen grunn til d tro at den ikke-
dyrkbare delen av mikrofloraen er mindre viktig for karies og periodon-
titt enn den dyrkbare. Denne oversikten tar for seg gjeldende teorier for
plakk (biofilm) som utlgser karies og periodontitt.

Molekyleerbiologiske metoder som polymerase kjedereaksjon (PCR),
kloning og sekvensering (16S rDNA og 18S rDNA) kan avdekke hele mi-
krofloraen i munnhulen (bakterier og sopp), ogsa den delen som ikke kan
dyrkes.

Med utgangspunkt i egne forsgk viser vi hvorledes normalfloraen i
munnhulen varierer fra habitat til habitat, og at hele 60 % av denne ikke
kan dyrkes. Oversikten viser at normalfloraen i munnhulen er svaert rik
og inneholder en rekke nye bakterier som aldri tidligere er blitt beskre-
vet.
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unnhulen bestdr av en rekke forskjellige «sites»
(habitater) og overflater. Hver av dem er dekket av
biofilm bestdende av komplekse mikrobielle sam-
funn. Noen av bakteriene som utgjor denne biofilmen, er blitt
assosiert med klassiske orale sykdommer som karies og peri-
odontitt. Karies er den vanligste kroniske sykdom blant barn
i hele verden (1), og det er anslatt at minst 35 % av den voksne
befolkningen i USA mellom 30 og 90 ar har periodontitt (2).
Videre er orale bakterier pavist i forbindelse med systemiske
sykdommer som bakteriell endokarditt (3), aspirasjonspneu-
moni (4), osteomyelitt (5), lav fedselsvekt blant for tidlig fedte
(6) og med kardiovaskulere sykdommer (7). Overraskende
nok finnes det svaert lite kunnskap om mikrofloraen i en frisk
munnhule. Det vil veere vanskelig & forstd patogenesen til
sykdommer forarsaket av mikroorganismer hvis vi ikke vet
hva som kjennetegner friske forhold.

Oral mikrobiell gkologi og plakkhypoteser

1 1971 papekte Socransky og Manganiello at det var lite in-
formasjon om etablering og utvikling av mikrofloraen i
munnhulen. Forfatterne tok i bruk gkologiske prinsipper for a
forsta etablering og kontroll av plakk (8). P4 denne tiden var
det enighet om at mikroorganismer ma 4 feste seg til en over-
flate for & overleve i munnen. Fra flere publikasjoner kunne
man lese at dietten til verten pavirker mikrobiell sammenset-
ning og mengden av plakk som produseres (9). Socransky og
Manganiello viste imidlertid i sine studier at mikrofloraen er

Hovedbudskap
Normalfloraen i munnen er forskjellig fra mikrofloraen
assosiert med sykdom
Normalfloraen er sveert rik
Normalfloraen varierer fra habitat til habitat i munnen
Hele 60 % av normalfloraen i munnen kan ikke dyrkes

Normalfloraen i munnen inneholder en rekke bakteriearter
som hittil ikke er blitt beskrevet
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Figur 1. A: Anteriore maksillcere vestibyle og tonsillene. (Foto: Morten Enersen).

rik selv hos personer som ernares ved intubasjon (8). Morhart og
Fitzgerald (10) s& pa neeringsfaktorer som avgjorende for oral oko-
logi og konkluderte med at endogene faktorer som gingivalvaeske og
saliva, spiller en dominerende rolle. I 1984 pastulerte Socransky at
det finnes mikrobielle elementer i plakk som ikke er skadelige for
den orale helse, og at ikke alle mikroorganismer opptrer hos alle
mennesker (11).

Plakkhypoteser

Det finnes flere hypoteser i litteraturen som forsgker a forklare for-
holdet mellom mikrobielt plakk og vert. To hovedhypoteser benyttes
for & forklare den rollen bakterier i plakk spiller ved initiering og ut-
vikling av sykdom. Den uspesifikke plakkhypotesen (12) hevder at
sykdom er et resultat av den totale aktiviteten i plakk. Alle bakte-
riene her er tenkt a ha noen av virulensfaktorene som forarsaker syk-
dom. Ut fra denne hypotesen trodde man at total plakk-kontroll var
nedvendig for & motvirke sykdom. I motsetning til denne hypotesen

hevder den spesifikke plakkhypotesen
(13) at visse bakteriearter i plakk er spe-
sielt skadelige for orale strukturer og vev.
Slike bakterier forarsaker spesifikke orale
sykdommer. I denne hypotesen anses nor-
malfloraen & representere friske forhold
uten dominans av bakterier assosiert med
sykdom (13). Den tredje hypotesen, den
okologiske plakkhypotesen (14), foreslar
at forandringer i viktige miljefaktorer
som pH, 0,-metning, red-okspotensial og
antimikrobielle produkter vil gi en for-
andring i balansen til mikrofloraen i et
spesifikt habitat slik at sykdom initieres.

Mikrobiell homeostase

Plakk i munnhulen er kontinuerlig eksponert for mindre miljorela-
terte forandringer, og motstanden (mikrobiell homeostase) i plakk
mot disse forandringene er avgjgrende for resistens mot utvikling av
sykdom pé stedet. Mikrobiell homeostase og koloniseringsresistens
mot nye bakterier utenfra styrker symbiosen mellom verten og mi-
krofloraen. Man ber unnga a forstyrre denne likevekten ved & elimi-
nere den normale biofilm péa stedet. Videre vil disse faktorene hindre
habitater fra & komme i ubalanse og utvikle sykdom. Ved utvikling
av sykdom vil sammensetningen av mikroorganismer i plakk foran-
dre seg. Patogene bakterier vil formere seg pa bekostning av bakte-
rier som er assosiert med friske forhold. Den gkologiske plakkhypo-
tesen representerer en dynamisk modell som forklarer utvikling fra
normal mikroflora til en flora assosiert med sykdom. Den postulerer
at patogene mikroorganismer kan veere tilstede i friske omrader, men
pé et niva som er for lavt til & forarsake sykdom (15).
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Figur 1. B: Bakterieprofiler ved den anteriore maksilleere vestibulum fra klinisk friske individer. Nye bakteriearter identifisert i denne studien
indikeres med fet skrift. Distribusjon av bakteriearter/fylotyper blant de fem individene indikeres i boksene til hoyre i figuren. lkke pavist (hvit boks),
<15 % av totalt antall kloner (grd boks) og 15 % av totalt antall kloner (sort boks). Lengde og avstand av grener i fylogenetisk tre indikerer genetisk
forskjell mellom bakteriearter. Figur gjengitt med tillatelse fra Journal of Clinical Microbiology (18).
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Figur 1. C: Bakterieprofiler ved tonsillene fra klinisk friske individer. Se forklaring Figur 1B (18).
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hevde seg i konkurranse med et hundre-
talls av andre mikroorganismer. Med da-

gens forstaelse synes okologiske forand-
ringer i ett habitat & forandre den totale
mikrobielle sammensetning. Forstielsen
av gkologiske mikrobielle samfunn er
sentral i fremtidig behandling og fore-
byggende arbeid. Valg av antibiotikum i
klinikken er som kjent basert pd hvilke

mikroorganismer som er identifisert ved

sykdom. Ny kunnskap om hvilke mikro-

Figur 2. A: Dorsum og lateralt pd tungen. (Foto: Morten Enersen).

ber som er til stede vil gi oss et bedre
grunnlag for a velge riktig antibiotikum.
Fokus pa mikrobielle samfunn fremfor enkeltbakterier
Forstéelsen av sykdommer forarsaket av mikroorganismer har forand- ~ DNA-sekvensering
ret seg fra et fokus pa enkelte mikroorganismer assosiert med spe-  Med utviklingen av DNA-sekvensering er det blitt mulig & identifi-
sifikke sykdommer til fokus pa dynamiske mikrobielle samfunn som  sere mange former for organismer. Innen mikrobiologien farte det til
er under kontinuerlig forandring. Miljoet i det enkelte habitat vil  oppdagelsen av komplekse mikrobielle samfunn. Tradisjonelle dia-
diktere hvilke egenskaper som kreves av den enkelte mikrobe for &  gnostiske metoder basert pa dyrkning viser seg & ha store begrens-
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Figur 2. B: Bakterieprofiler ved dorsum av tungen fra klinisk friske individer. Se forklaring Figur 1B (18).
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Figur 2. C: Bakterieprofiler fra lateralt pa tungen fra klinisk friske individer. Se forklaring Figur 1B (18).

ninger nar det gjelder pavisning av alle de mikrobene som er til stede
i en biofilm. Mikroskopiske undersgkelser paviser mikrober, men
identifiserer ikke hvilke arter som er til stede. Tradisjonelt har dyrk-
ning blitt benyttet til dette formalet. For & imgtekomme kravene til
vekst innen komplekse mikrobielle samfunn mé en rekke miljofak-
torer oppfylles. Krav til temperatur, pH, nzeringsstoffer, veeskeinn-
hold, oksygen og karbondioksid kan oppfylles for mange bakterier
med ulike dyrkningsmedier, men ikke for alle. S& langt har bakterier
som ikke lar seg dyrke kun blitt observert i mikroskopet.

Nye molekylerbiologiske teknikker

Nye molekyleerbiologiske teknikker gjor det mulig & pavise tilstedevee-
relse av bakterier ved hjelp av deres DNA uten dyrkning i laboratoriene.
For identifisering av bakterier og sopp er genene 16S rDNA og 18S
rDNA benyttet. 16S og 18S rDNA er de mest benyttede komponentene
fra translasjonsapparatet for proteinproduksjon i henholdsvis bakterier
og sopp. Alle bakterier og sopp har disse genene, og de er lange nok
(1500/1800 basepar) til & identifisere spesifikke arter. De er ogséa korte
nok til a tillate enkel sekvensering. Disse teknikkene er uavhengig av

dyrkning, slik at det ikke finnes begrensninger relatert til kompleksiteten
(antall mikroorganismer til stede) av populasjonene som undersekes.
Ved hjelp av disse teknikkene er det anslatt at kun 50% av bakteriene i
munnhulen kan pévises ved hjelp av dyrkning. Dette innebaerer at vi per
i dag har lite kunnskap om den resterende halvdelen av bakteriefloraen
i munnhulen. Det finnes ingen grunn til a tro at ikke den andre halvdelen
av bakteriefloraen er involvert i sykdomsutvikling. Basert p4 molekylae-
re teknikker og sekvensanalyser av mer enn 17 000 16S rDNA-kloner
fra pasientprever, har vi na identifisert 771 bakteriearter fra ulike til-
stander i munnhulen. Av disse lar 60% seg ikke dyrke i laboratoriene
(17). Identifisering av alle medlemmene i mikrobielle samfunn som re-
presenterer bade friske forhold og sykdom er viktig i forstaelsen av eti-
ologi og patogenese ved infeksigse sykdommer.

Fylogeni

P& basis av DNA-sekvensering kan det produseres fylogenetiske treer
som viser hvilke familier ulike arter tilhorer (Figur 1B-C, 2B-C, 3).
Fylogeni kan defineres som evolusjonen (utviklingen) til arter eller
heyere grupper av organismer.
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Figur 3. Habitatspesifisitet for dominerende bakterier i klinisk friske munnhuler. lkke pavist (hvit boks), 15 % av totalt antall kloner blant <2 av 5
individer (gul boks) og 15% av totalt antall kloner blant 3 av 5 individer (grann boks). Figur gjengitt med tillatelse fra Journal of Clinical

Microbiology (18).

Munnhulens normalflora

Det har lenge veert kjent at bakterier koloniserer ulike orale overfla-
ter. Basert pé analyser av 2 589 16S rDNA kloner identifiserte Aas et
al. (18) et overraskende stort antall bakteriearter fra klinisk friske
munnhuler. Fra ni ulike habitater i munnhulen hos fem individer ble
det pavist 141 ulike arter. Blant disse bakteriene var 13 bakteriearter
identifisert for forste gang, og 60 % av det totale antallet arter lar seg
ikke dyrke i laboratorier. Habitatene som ble analysert var lokalisert
til dorsum og lateralt pa tungen, supra- og sugingivalt, harde og blg-
te gane, tonsillene, bukkalt og anteriore maksilleere vestibyle. Bak-
terier i fire av de ulike habitatene ble analysert og er presentert i fy-
logenetiske treer i figurene 1B-C og 2B-C. Figur 1B-C viser to fylo-
genetiske treer som illustrerer forskjell i antall og hvilke arter av
bakterier som er identifisert fra tonsillene og fra den anteriore mak-
silleere vestibulum. Mikrofloraen fra tonsillene (Figur 1A) inneholdt
59 arter totalt og det hoyeste antall i studien. Det anteriore maksil-
leere vestibulum (Figur 1A) hadde lavest diversitet av bakteriearter
blant alle habitatene som var inkludert. Det var overraskende at kun
3 til 9 bakteriearter ble pavist i denne regionen av munnhulen.

Hvor mange arter kan et individ med frisk munnhule ha?

Et vanlig spersmal er hvor mange bakterier et enkelt individ kan ha
i en frisk munnhule. Basert pa analyser av ni habitater hos fem in-
divider varierte tallet fra 34 til 72 i var studie.

Forskjeller i mikroflora mellom ulike habitater

En annen observasjon var forskjellene mellom bakteriefloraen pa
dorsum og lateralt pa tungen (Figur 2A-C). Som et eksempel, Strep-
tococcus mitis biovar 2 var representert med et hgyt antall lateralt pa
tungen, men den ble ikke pavist pa dorsum av tungen. Streptococcus
parasanguinis stamme 85-81 var til stede i et hgyt antall pd dorsum
av tungen, men ikke tilstede lateralt pa tungen. Forskjellene i mikro-
floraen mellom disse habitatene som er lokalisert ved siden av hver-
andre, var ikke overraskende. De har som kjent ulik funksjon og
overflatestruktur. Den laterale siden av tungen har glatt ukeratinisert
overflate, og dorsum av tungen har keratinisert og uttalt papilleer
overflate med underliggende sergse kjertler. Disse anatomiske for-
skjellene pavirker okologien i habitatene og skaper ulike miljoer som
resulterer i forskjellig mikroflora. Av alle de dyrkbare og udyrkbare
artene som ble pavist i munnhulen hos klinisk friske individer, var
de fra slektene Gemella, Granulicatella, Streptococcus og Veillonella
vanligst & finne i samtlige habitater. Streptococcus mitis/Streptococ-
cus pneumonia var de mest dominerende arter som ble pavist og ut-
gjorde sd mye som 79 % av alle klonene. Bade S. mitis og Strepto-
coccus oralis er assosiert med bakteriell endokarditt, spesielt hos pa-
sienter med kunstige hjerteklaffer (19). I tillegg er de identifisert ved
flere anledninger som arsak til infeksjon blant immunkompromitter-
te pasienter etter vevstransplantasjoner. Granulicatella adiacens var
til stede i alle habitatene og er ofte betraktet som en opportunistisk
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patogen. G. adiacens isolater har i tillegg blitt rapportert fra bakte-
riemier/sepsis hos pasienter med infeksios endokarditt/atheroma
(20). Hoy mortalitetsratio for endokarditt med G. adiacens har blitt
pavist (21). Figur 3 viser en bakterieprofil som gir en god oversikt
over normalfloraen i munnhulen samt en oversikt over de mest do-
minerende artene som ble pavist i de ulike orale habitatene. Noen ar-
ter ble kun pavist i blgtvev, Streptococcus sanguinis og Streptococ-
cus australis koloniserte ikke tenner eller den subgingivale lommen.
Streptococcus intermedius koloniserte den subgingivale lommen hos
alle individene, men var fraveerende i de fleste andre habitatene. I
kontrast var Neisseria-arter identifisert i alle habitatene med unntak
av den subgingivale lommen. Simonsiella muelleri var kun pavist pa
den harde gane og dermed 4 regne som en habitatspesifikk bakterie.
Av de udyrkbare artene var Prevotella sp. klon HFO50 dominerende
med s& mye som 44 % av klonene som ble analysert fra den anteriore
maksillaere vestibyle.

Konklusjoner

Fra denne studien kan vi kan konkludere med at det finnes en bestemt
bakterieflora i en klinisk frisk munnhule. Denne er forskjellig fra bakte-
riefloraen pavist ved sykdom. Spesifikke bakterier assosiert med perio-
dontitt, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia og Trepone-
ma denticola, ble ikke pavist i noen av habitatene som ble analysert.
Tilsvarende var bakteriefloraen som vanligvis er antatt & forarsake ka-
ries, representert ved Streptococcus mutans, Lactobacillus-, Bifido-
bacterium- og Atopobium-arter, ikke identifisert i noen habitater.

English summary

Aas JA, Paster BJ, Dewhirst FE, Olsen |.
Contribution from new techniques to define the normal
bacterial flora of the oral cavity

Nor Tannlegeforen Tid 2006; 116: 976-82.

The advent of molecular techniques has totally changed our under-
standing of bacterial diversity. Identification of all members of the
oral microflora representing both health and disease is necessary to
understand the etiology and progression of infectious diseases. It is
important to fully define the human microflora of the healthy oral
cavity before we can understand the role of bacteria in oral disease.
Analyses of microbial communities using the 16S rDNA approach
are culture-independent and there is no limit to the complexity of
the population that can be examined. Present studies from the oral
cavity have detected more than 700 bacterial species or phylotypes,
of which over 50 % have not been cultivated. There is a distinct pre-
dominant bacterial flora of the healthy oral cavity that is highly di-
verse and site- and subject-specific.
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