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Periodontal mikroflora - fra
kompleksitet

Bakterier som etiologisk faktor til periodontale sykdommer har veert et
sentralt tema for odontologisk forskning i mer enn hundre ar. Forsk-
ningen og hypotesene relatert til periodontal sykdomsutvikling har
forandret seg i takt med utviklingen av nye forskningsteknikker. Inter-
essen for den periodontale bakteriefloraen har gjennom historien hatt
en syklisk natur. Dette har resultert i mange forsinkelser pd veien mot
en forstdelse av det komplekse subgingivale mikrobielle samfunn.

iseridag et sammensatt bilde av mange etiologiske
V faktorer involvert i utviklingen av periodontale
sykdommer, og basert pa den mengden data vi fin-

ner i litteraturen, er det etablert en bred enighet om at bak-
terier har en av primeerrollene i utviklingen av periodontitt.
Det er derfor hgyst relevant & inkludere fortiden i fremtidens
forskning for & hindre avsporinger i spk etter svar pa mikro-
organismenes rolle ved periodontale sykdommer. Betydnin-
gen av nye forskningsteknikker ble tydelig demonstrert med
Antonie van Leeuwenhoeks konstruksjon av det forste
mikroskopet. Med plakk fra tenner ble de forste bakterier
beskrevet i detalj fra mikroskopet, og resultatene ble publi-
sert i et brev til The Royal Society i London i 1683 (1). Med
utviklingen av mikroskopet dpnet det seg en helt ny verden
av kunnskap. Et av de forste spesifikke navn pé periodon-
tale sykdommer i litteraturen er Pierre Fauchards «Scurvy of
the gums», som han beskrev i sin bok «Le chirurgien-den-
tiste» fra 1728 (2). Skjorbuk er som kjent en mangelsykdom
forarsaket av lave nivaer av vitamin C. Det er lett & forsta
assosiasjonen til periodontitt med kliniske symptomer som
blgdninger, oppsvulmet og blodig tannkjett, darlig appetitt
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spesifisitet til

og vekttap. Oppdagelsen av orale bakterier forte forskerne
til spekulasjoner rundt en kompleks etiologi knyttet til
infeksigse orale sykdommer. Den britiske legen John Hunter
beskrev gingivitt og pyorrhea in sin bok «The natural his-
tory of the human teeth» (3) i 1771 og erkleerte at de orale
infeksigse sykdommene ogsd kan fungere som kilde til
infeksjoner andre steder i kroppen. En av studentene til den
legendariske mikrobiologen Robert Koch, W.D. Miller,
publiserte sitt arbeid «The microorganisms of the human
mouth» (4) i 1890. Miller beskrev bakterier assosiert med
blgtvevssykdommer uten at han kunne finne en spesifikk
bakterie som forarsaket pyorrhea alveolaris. Basert pa disse
observasjonene spekulerte han i en multifaktoriell etiologi
for periodontale sykdommer.

Mikrobiologiens gylne tidsalder

Perioden 1880-1930 er ofte omtalt som mikrobiologiens
gylne tidsalder. I arbeidet med & finne etiologiske agens til
mange sentrale medisinske infeksjoner ble mange bakterier
oppdaget og knyttet til spesifikke sykdommer (Figur 1. A).
Ett flott eksempel er Armauer Hansens oppdagelse av lepra-
basillen i 1873 i Bergen (5). Det er derfor ikke overraskende
a finne parallelle undersgkelser fra denne tiden med fokus
pa bakteriell etiologi ved periodontale sykdommer. I perio-
den 1880-1930 ble fire grupper av mikroorganismer regnet
som mulige etiologiske agens for periodontitt; amgber, spi-
roketer, streptokokker og fusiforme bakterier (6). Identifise-

Hovedbudskap

Den periodontale bakteriefloraen har gjennom historien
veert en omstridt etiologisk faktor ved periodontitt

Molekylaergenetiske teknikker og den gkologiske plakk-
hypotesen vil gi skt forstaelse av komplekse orale
sykdommer

Ny forstéelse av infeksigse sykdommer vil erverves gjen-
nom forskning pa egenskaper ved mikrobielle samfunn
fremfor enkelte patogene mikrober
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Figur 1 A-C: Interessen for den periodontale bakteriefloraen som etiologisk faktor til periodontitt har gjennom historien hatt en syklisk natur.
Forskning og klinisk behandling har hatt et skiftende fokus pd henholdsvis den antatte spesifikke og den uspesifikke bakteriefloraen. Angitte
tidsperioder representerer ulik forstdelse av etiologien knyttet til periodontale sykdommer.

ringen av disse organismene var pavirket av hvilke teknikker som
var tilgjengelige pa denne tiden. Teknikkene bestod av & méle vek-
ten av fuktig plakk, farging og pafelgende underspkelse under mik-
roskopet, samt begrensede teknikker for dyrkning. I lopet av peri-
oden 1900-30 ble det vanlig for leger og tannleger & benytte vak-
siner for kontroll av bakterielle infeksjoner. For behandlingen av
periodontale sykdommer ble det utviklet tre ulike vaksiner. Det var
vaksiner fra ren bakteriekultur (7), autogene- og polyvalente vak-
siner som Van Cotts, Goldenbergs og Inava Endocorps vaksine (8).
Inava Endocorps vaksine var laget av en blanding av syv organis-
mer som inkluderte Staphylococcus aureus, Escherichia coli og
Klebsiella pneumoniae (9). Autogene vaksiner var fremstilt av den-
talt plakk fra pasientene selv. Plakket ble sterilisert ved hjelp av
varme og/eller ved overforing til jod/formalinlgsninger for sa & bli
injisert tilbake inn i den samme pasienten, enten lokalt i periodon-
talt vev eller systemisk (10).

Alternativ etiologi

I 1925 introduserte McCall og Box (11) uttrykket periodontitt, som
inkluderte inflammatoriske sykdommer som pavirker gingiva, peri-
odontalligamentet og alveolart ben. Videre delte forfatterne peri-
odontitt inn i to undergrupper, simpleks og kompleks. Simpleks var
forarsaket av lokale etiologiske faktorer mens kompleks var et an-
tatt resultat av systemiske faktorer. I samme &r kom teorien om at
bakterier kan invadere periodontalt vev og dermed spille en viktig
rolle i patogenesen til periodontale sykdommer. Med biopsier fra
fanger i San Qentin State Prison, California, kunne Beckwith og
medarbeidere (12) vise bakterier i epitelet og underliggende vev ved
hjelp av farging. Bakterier pavist i epitelet var vanligvis streptokok-
ker, og i underliggende vev ble det identifisert gram-negative sta-
ver. Spiroketer ble ved sjeldne tilfeller ogsa identifisert i vev. I sam-
me tidsperiode utferte Daley (13) sin kjente studie rettet mot fore-
komst av akutt nekrotiserende ulcerativ gingivitt (ANUG). Det ble
diagnostisert ANUG (Vincents infeksjon) hos 1/3 av de tusen indi-
videne som deltok fra Boston-omradet. Daley beskriver tilstanden i
detalj, slik vi kjenner den i dag, og seker etter tilstedeveerelse av fu-

siforme bakterier og spiroketer. Utbrudd av ANUG under og etter
forste verdenskrig hadde en epidemisk natur, hvor utbredelsen av
tilstanden og spredningen av periodontale patogene bakterier var
antatt overfert fra en person til en annen. Det ble i denne tidsperi-
oden presentert fire forskjellige mikrobegrupper som etiologiske
agenter for periodontal sykdom. Et naturlig mal for behandlingen
pé denne tiden inkluderte mikrobiell kontroll. Til tross for funnene
av orale bakterier i periodontalt vev var interessen avtagende for
en infeksigs arsak ved periodontale sykdommer pé slutten av 1920-
tallet. Klinikerne gjorde gode terapivalg, og pafelgende behandling
gav eliminasjon av de etiologiske agens, men utviklingen av peri-
odontitt stoppet ikke hos pasientene. Konkurrerende teorier om
etiologien til periodontale sykdommer hadde derfor voksende po-
pularitet. Fra midten av 1920-arene og i de neste to tidrene var pe-
riodontale sykdommer forbundet med alternative hypoteser. Gott-
lieb var den forste forfatteren som skilte mellom ulike former for
periodontale sykdommer (14). En klassifikasjon var basert pa tre
publikasjoner fra 1920-tallet (9), hvor det ble definert fire typer av
periodontitt; medfodte defekter hos pasientene, traumer fra okklu-
sjonen, diffus alveolar atrofi eller vedvarende erupsjon av tenner.
Bakterier ble ikke ansett & ha en sentral rolle ved periodontal de-
struksjon, den ble derimot assosiert med sekundeere infeksjoner
(14). En enighet om en ny etiologi ledet til nye klassifikasjoner. I
1931 skiller Becks mellom paradentitt og genuin paradentose (15).
Paradentitt oppstod angivelig fra gingiva i form av gingivitt og pa-
radentosis hadde utspring fra alveolart ben i form av osteopati. Or-
ban og Weinmann (16) adopterte denne nomenklaturen og benyttet
uttrykket periodontosis for & betegne denne ikke-inflammatoriske
sykdommen. Periodontosis var forskjellig fra periodontitt, som var
antatt & veere en folge av gingivitt og derfor av inflammatorisk
opprinnelse.

«Plakkevangelistene»

Etter en periode (1930-50) med fokus pa alternative etiologiske
faktorer til periodontitt, retter en gruppe klinikere, ofte referert til
som «plakkevangelistene», oppmerksomheten mot betydningen av
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Definisjoner

Autogen - som er oppstatt i kroppen eller fremstilt av mate-
riale fra egen kropp.

Fenotype - egenskaper ved individet, formet av arv og milje.

Isolat - isolerte bakteriearter fra en sammensatt bakteriekultur.

Habitat - omradet eller miljget hvor en organisme eller et gko-
logisk samfunn normalt lever.

Homeostase - evnen eller tendensen til en organisme eller et
okologisk samfunn til & opprettholde likevekt ved & tilpasse
seg fysiologiske prosesser.

Okologi - kunnskapen om samspillet mellom ulike former for
liv og hvordan de avhenger av omgivelsene og hverandre.

Proteolyse - spalting av protein; hydrolyse av peptidbindin-
gene i proteinmolekyler til dannelse av mindre polypeptid.

Mikrobiota — Mikroflora og mikrofauna som bestar av mikro-
organismer.

DNA-DNA hybridisering - molekyleer teknikk som maler grad
av genetisk likhet mellom DNA sekvenser. Benyttes for &
bestemme genetisk likhet eller distanse mellom arter.

Fylogeni - Avstamningshistorie. Evolusjonshistorien til en
organisme. En evolusjonaer sammenheng mellom grupper av
organismer. Gir et familietre som viser genetisk sammen-
heng mellom forfedre og etterkommere.

Fylotype - en bakterieart som er genetisk unik fra andre bakte-
riearter.

Translasjonsapparatet — inngar i proteinsyntesen, genetiske
koder fra rRNA (via tRNA) koder for sekvenser av amino-
syrer som settes sammen til proteiner.

Genetisk populasjonsstruktur — genetisk variasjon innen et
bakterielt samfunn.

Metagenomikk - studier av genetisk materiale fra en prgve
hentet direkte fra et miljo.

Proteomikk - studier og analyser av proteomer - en celle eller
et individs samlede antall uttrykte proteiner.

plakkontroll i behandlingen (Figur 1. A). Jens Weaerhaug deler den-
ne overbevisningen, og det fokuseres pa plakkontroll i profylakse
og behandling av periodontitt. P& nytt er bakteriene antatt & spille
en viktig rolle i etiologien, men i uspesifikke roller. Den uspesifikke
plakkhypotesen hevder at sykdom er et resultat av den totale mik-
rofloraen i plakk, der bakteriene kun er tiltenkt ulike egenskaper i
form av virulensfaktorer som forarsaker sykdom. Plakk vil forar-
sake sykdom uavhengig av sammensetningen av bakterier fordi det
er kvantiteten og ikke kvaliteten som er viktig. Hypotesen blir stat-
tet av ulike studier (17), og i 1956 benytter MacDonald og medar-
beidere (18) resultatene av sine studier p4 sammensatte infeksjoner
i dyremodeller til 4 proklamere; «Periodontale sykdommer - bakte-
riologisk uspesifikke, men biokjemisk spesifikke». Sammenhengen
mellom plakk og gingival inflammasjon ble demonstrert i de histo-
riske publikasjonene om eksperimentell gingivitt av Lee og samar-
beidspartnere i 1965 og 1966 (19, 20).

Spesifikk mikrobiell etiologi

Fra 1970 vender forskningen tilbake til en overbevisning om bak-
teriell spesifisitet i etiologien til periodontale sykdommer (Figur 1.
B). I mange observasjoner pa denne tiden ble spiroketer isolert fra

pasienter med ANUG (21). Klassiske studier av Slots, Tanner og
Newman med samarbeidspartnere (22-24), demonstrerte at mikro-
biell ssmmensetning i subgingivalt plakk ved friske forhold, juvenil
periodontitt og periodontitt hos voksne var forskjellig. Det stadig
voksende antall studier som refererte til en spesifikk mikroflora
knyttet til spesifikke forhold, dannet bakgrunnen for utformingen
av en ny plakkhypotese i 1976. Den spesifikke plakkhypotese (25)
hevdet at ut i fra en rik samling av ulike bakteriearter som er til ste-
de i plakk, vil kun et fatall av bakteriene vere direkte involvert i
sykdomsutvikling. I denne perioden publiseres det et hgyt antall ar-
tikler basert pa deskriptive studier som observerte bakterielle profi-
ler assosiert med spesifikke tilstander i munnhulen. Fra de mange
forskningsgruppene som rapporterte fra dyrkningsbaserte studier,
utvikles en konsensus om at det finner sted forandringer i den sub-
gingivale mikrofloraen ved utvikling av sykdom. Bakteriefloraen
synes a ga fra en dominans av gram-positive streptokokker til en
sykdomsrelatert mikroflora dominert av Actinomyces-arter samt en
okning i kapnofile og obligat anaerobe bakterier som Capnocytop-
haga, Fusobacterium og Prevotella.

Mikrobiell diversitet

Med den gkende interessen for & beskrive diversiteten i den kom-
plekse orale mikrofloraen, ble det pévist stadig nye bakteriearter.
To klassiske studier av Socransky (26) og Moore & Moore (27) illus-
trerer den orale artsrikdom. I mange ar var den vanligste teknikken
for identifisering av bakterier dyrkning for artsbestemmelse basert
pé fenotypiske egenskaper. Teknikkene er ekstremt tidkrevende og
dyre. I perioden 1982-88 ble 300 preover av subgingivalt plakk
analysert av Socransky-gruppen ved The Forsyth Dental Center i
Boston. I denne 6-ars perioden ble 15 000 bakterieisolater karakte-
risert fra 88 personer. I publikasjonen av Socransky (26) fra 1984
estimeres antallet arter i plakk til & vaere 200-300 bakterier. Moore
& Moore (27) analyserte sammensetningen av subgingivalt plakk
ved friske periodontale forhold og ulike stadier av periodontal syk-
dom. I denne studien fra 1994 ble 51 000 isolater karakterisert fra
300 individer og 509 ulike bakterier ble identifisert, hvorav 368
bakterier ble pavist mer enn én gang. Det hgye antallet bakteriear-
ter pavist i munnhulen demonstrerte artsrike mikrobielle samfunn.
Sammensetningen av mikrofloraen i plakk er forskjellig fra et ha-
bitat til et annet, og det finnes forskjeller mellom friske habitater
og habitater med sykdom. Nér mikrofloraen forst er etablert i et se-
te, er den relativt stabil over tid. Dette fenomenet er blitt beskrevet
som bakteriell homeostase (28). Derimot kan store forandringer av
miljofaktorer i det lokale mikrobielle samfunnet resultere i en ny
bakteriell sammensetning av mikrofloraen, slik at den kritiske ut-
vikling fra friske forhold til sykdom vil kunne finne sted. Som folge
av arbeidet med & forklare forholdet mellom miljefaktorer som pH,
redokspotensial, temperatur, oksygenmetning og forandringer i mik-
rofloraens sammensetning i ulike habitater, ble den okologiske
plakkhypotesen utformet av Marsh i 1991 (28). Denne hypotesen
var ment & forklare forskjellene i sammensetning ved de ulike mik-
robielle samfunn som representerer friske forhold og sykdom i
munnhulen. Mikrofloraen ved karies og periodontitt kan benyttes
som eksempler pa dette. Bakteriene som utgjer mikrofloraen ved

650

DEN NORSKE TANNLEGEFORENINGS TIDENDE 2008; 118 NR 10



Counts x 10%

<3 u--q""J Yellow
Pocket depth (mm) ummpumh

periodontitt har egenskaper til a takle pH-verdier hoyere enn syv.
For bakteriene i den periodontale lommen er proteiner den viktigste
neeringskilden, derav bakterienes proteolytiske natur. Ved karies
ma bakteriene ha nedvendige egenskaper for omstilling ved pH-
fall. Karbohydrater i saliva er den viktigste neeringskilden for su-
pragingivale bakterier, som igjen favoriserer bakterier med ned-
vendige egenskaper til & bryte ned karbohydrater. Med forstaelsen
av den gkologiske plakkhypotesen synes det lokale miljoet a diktere
hvilke mikrobielle egenskaper som kreves av mikrobene i miljoet i
et habitat. Dette vil videre bestemme sammensetningen av mikro-
floraen ved ulike tilstander. Miljoet gir bakterier med visse egen-
skaper kvalitative fordeler til etablering i et habitat der mange fak-
torer er tett relatert til symbiosen mellom verten og mikrofloraen.

Klassifikasjonen av 1999

Fra 1970-tallet startet utviklingen av et nytt syn pa etiologien til
periodontale sykdommer som omhandlet samhandlingen mellom
mikrobiell infeksjon og respons fra verten. En ny klassifikasjon av
periodontale sykdommer ble laget i 1989
og senere modifisert i 1999 (29). Den gjel-
dende klassifikasjonen fra 1999 er basert
pa nettopp relasjonen mellom infeksjon

og vertens respons. Klassifikasjonen inne- ~ Assosiasjon
holder atte hovedgrupper av diagnoser
knyttet til gingivitt og syv hovedgrupper o
knyttet til periodontitt. Hver av hoved- Eliminasjon
gruppene er videre delt inn i flere under-
grupper av diagnoser i et system som sy- Vertsrespons
nes & veere komplisert bade i klinikken og
i forskningen. Det stilles forventninger til ~ Virulensfaktorer
nye definisjoner av periodontitt og en ny
klassifikasjon som i fremtiden vil gi en

Dyremodeller

felles og samlende forstaelse av periodon-
titt (30).

Figur 2. Den dyrkbare periodontale bakterie-
floraen er delt inn i ulike bakteriekomplekser
av S.S. Socransky (31). Antallet bakterier som
ble pavist fra kliniske prover er gjennom figu-
ren illustrert i relasjon til mdlte lommedybder.
Kompleksene representerer tilstedeveerelse
ved friske forhold og ved ulike trinn av syk-
domsutvikling. Det rode og oransje komplek-
set er assosiert med sykdom. (Gjengitt med
tillatelse, Periodontology 2000).

Molekyleere teknikker

Det er enighet om at bakteriell artsrikdom i et gitt miljg er alvorlig
underestimert ved analyser basert pd dyrkningsbaserte teknikker.
Inntil siste tiar var en stor del av kunnskapen relatert til periodontal
mikrobiota, ved friske og syke forhold, generert enten av dyrknings-
baserte studier eller av metoder som var basert pa dyrkbare bakterier.
I nyere tid er det blitt demonstrert hgy mikrobiell diversitet. Til tross
for vanskelighetene med & katalogisere alle mikroorganismene, samt
& bestemme deres patologiske potensial, er det verdt & merke seg at
de fleste medlemmene i den orale mikrofloraen er pavist fra perio-
dontale lommer. Mer enn 400 bakteriearter er identifisert fra subgin-
givale prover. Molekyleergenetiske teknikker og den okologiske
plakkhypotesen synes 4 ha dpnet et nytt kapittel i forstdelsen av bak-
teriell etiologi knyttet til komplekse orale sykdommer (Figur 1.C).

Socransky-studiene
Det er gjennom arene publisert et stort materiale i mange gode de-
skriptive studier vedrgrende artsrikdom knyttet til diagnosen peri-

Tabell 1. Data som foresldar Porphyromonas gingivalis som en patogen bakterie og etiologisk
faktor ved destruktive periodontale sykdommer

Okt niva av bakterien i lesjoner med periodontitt
Uvanlig forekomst ved friske forhold eller ved gingivitt
Tilstedeveerelse pa gingivale epitelceller subgingivalt

Eliminasjon resulterer i vellykket terapi
Refrakteere lesjoner inneholder bakterien

Okt niva av antistoffer i serum hos pasienter med periodontitt
Okt lokal antistoffrespons mot bakterien hos pasienter med periodontitt

Kollagenase, trypsin-lignende aktivitet, fibrinolysin, andre proteaser,
fosfolipid A, fosfataser, endotoksin, H,S, NH,, fettsyrer, faktorer som
motvirker polymorfonuklezere leukocytter (PMNs)

Viktig rolle i sammensatte infeksjoner
Studier pa aper og hunder
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odontitt, men vi ensker & nevne spesielt en forsk-
ningsgruppe som har utfert et systematisk arbeid
over tid for & utrede mikrobiologiens rolle i etiolo-
gien til periodontitt. Ved & sammenligne en rik mik-
robiell diversitet hos friske individer med tilsva-
rende diversitet hos syke individer har Sigmund S.
Socransky gjennom systematiske studier kartlagt
sammensetningen av bakteriekomplekser ved peri-
odontitt. Med bakgrunn i en rekke observasjoner
registrerte Socransky at noen arter var til stede i et
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stort antall ved dype periodontale lommer (Figur
2). Den identifiserte bakteriefloraen ble delt inn i
ulike komplekser basert pa tilstedeveerelse i ulike
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trinn av sykdomsutvikling. Noen av kompleksene
var assosiert med friske forhold og andre var knyt-
tet til sykdom (31). De ulike kompleksene ble tildelt
fargekoder der det rode og det orange komplekset
er assosiert med sykdom (Figur 2). Neste trinn i ar-

beidet til Socransky gikk ut pa & definere medlem-
mene i det rode komplekset som periodontale pa-

AFOZ3050; (9) T+

WATOC 33520 MT1236 l.!-*l}!'lﬂl'fi HEEATY
Treponema sp, 2H:D 1; AFOZI03E; (T) | ++

Trepomessa sp. 2:C53; AFOII03T; {3+

Trepantma sp, 200G93; AFOZ3032; (30)++

Treponema sp. 2:0:T1; AF023031; (1) +++

sp. JAD24; APOZBOZE; (1) +

Traponema sp FET

Trepanema sp. nlnama AFIEZERS; (1)}

Traponema sp. 3FATOM; AFIEZEI3; (1))
Trapanema sp. EATON3; AF162836; (4)1

Trepomema sp. 1LC:BA21Y; AFD’K!'II '}

togener. I dette arbeidet ble postulatene til legen-
dariske Robert Koch modifisert for & kunne
definere patogene bakterier som gir utvikling og

Trey sp. 9:A:D1; AFOZIO50; (2) %
WHMNHI‘*‘
Trepomema &{1TED36; AFUSG34Z; (1) 144

Trepenema sp. 411 TERD31; .H.Pml:'ll 2)+
s AFO23040; (24) [ # 7 9
ﬁmsp mﬂummz (2) 4+

progresjon av periodontitt. De utvidede kriteriene
inneholder krav om assosiasjon, eliminasjon,
vertsrespons, virulensfaktorer, dyremodeller og ri-
sikovurdering. Tabell 1 viser hvordan Porphyro-
monas gingivalis er vurdert som en patogen bak-
terie. Tre periodontale patogener, P. gingivalis,
Tannerella forsythia og Treponema denticola, ut-
gjor det rode komplekset.

Socransky har i sine systematiske studier utre-
det mikrobielle forandringer relatert til konven-
sjonelle behandlingsstrategier som mekanisk
depurasjon, kirurgi og kombinasjoner av antibio-
tikabehandling. I dette arbeidet har han hatt stor
nytte av teknikken DNA-DNA-hybridisering,
«checkerboard analysis», som han har tilpasset periodontale prover.
Socransky har i hovedsak benyttet systemet til & teste 40 ulike dyrk-
bare bakteriearter mot mer enn 150 000 kliniske prgver ved The
Forsyth Institute. Det mangler fortsatt svar pa mange spersmal ved-
rorende rollen til mikrobiologien ved periodontale sykdommer,
men det systematiske arbeidet som er utfort av Socransky-gruppen
har gitt et stort bidrag til forstaelsen av mikrobielle aspekter ved
komplekse sykdommer. Det er verdt & merke seg at Socransky alle-
rede i en publikasjon fra 1963 anslo at 50% av mikrofloraen i
munnhulen sannsynligvis ikke lot seg dyrke (32). Kunnskap knyttet
til den dyrkbare delen av den orale mikrofloraen vil i drene som
kommer ha stor betydning for arbeidet med a forsta den ikke dyrk-
bare delen av den totale mikrofloraen. For 4 illustrere betydningen
av de siste ars nye molekylsergenetiske teknikker og diversiteten i
den orale mikrofloraen, er det verdt a vise til funnene av Paster og
medarbeidere (33) ved a analysere artsrikdom av spiroketen T. den-
ticola, som inngar i det rode komplekset til Socransky (Figur 3).

Trep sp. 1EA:C25; AFDI3043; (2) +4

Treg [pectimeraru M.TlZ!-T

parvum (T-AZDSENRY) AFOXII0H; {I} !

Thpomm Smibsert-3; AFOZI04: (8) 14

- nva-uw-uﬂaw AFOZI04E; (1)
a0 Treponema sp. SoC:ATOME AF 182834 (4) 11
?h'pnm\p SoAZUFTA; APUERE: (16) ++4

sp. S2TBHOZ2; AFI82837; (100 1]
Simiber-5; AFO33303; (1) ¥
s [ ﬁw I.!I.p &:Hisolate DISA-; AYD0S083
wmwnm! 'l“"'
T, socravkii os. paredic, AFOG1307
um:mmmtmr

AF033305; :mpm

ap BFALEd,

p AFUS6344; (1
T. socramekii 55 uBDIIB-Z.AFD!!N Hra

=
1

Figur 3. Artsrikdom av spiroketen T. denticola, som inngdr i det rede komplekset,
demonstrert ved bruk av dyrkningsuavhengige molekylcere teknikker og tilstedevcerelse
av 16S rRNA-gener i friske og syke periodontale lommer (33). Lengden pd 5 %-linjen
representerer 5% genetisk forskjell (nucleotidsekvenser) mellom de ulike bakteriearter
eller fylotyper. (Gjengitt med tillatelse, Journal of Clinical Microbiology).

16S rRNA-gener

Innferingen av molekylaere teknikker har gitt nye dimensjoner til
den orale mikrobielle diversitet. I det rode komplekset til Socransky
ble T. denticola fremstilt som en av tre ulike bakteriearter (Figur 2).
Paster og medarbeidere (33) viste senere at dette ikke handlet om
bare én bakterieart, men identifiserte ved hjelp av molekyleere tek-
nikker 54 ulike Treponema-arter eller fylotyper (Figur 3) fra sub-
gingivale prover (33). Fylogeni kan defineres som den evolusjonae-
re utviklingen og historien til alle arter eller hoyere taksonomiske
grupperingen av organismer. En fylotype av den orale mikrofloraen
er definert som bakterier med mer enn 98 % genetisk likhet i funk-
sjonelle gener som f. eks. 16S rDNA. Ved hjelp av fylogeni kan det
fremstilles slektstreer av artene som viser hvor i den evolusjonzere
utviklingen artene ble separert (34). De genetiske forskjellene i se-
kvensene av sammenlignbare gener tiltar med gkende avstand i
slektstreet. 16S rRNA-genet inngar i translasjonsapparatet for pro-
teinsyntesen, og alle bakterier har dette genet. For identifisering av
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Dental biofilm

4 PCRav bakterielt DNA|

l Sekvensering

PCR produkt
165 rRNA gener

l Kol a

A

Identifisering av arter

Figur 4. Identifisering av bakterier med molekylcere teknikker. DNA av bakterier fra
kliniske prover blir isolert og renset, 16S rRNA-gener kopiert (PCR), klonet og sekvensert.
Basesekvenser av 16S rRNA-gener blir ssmmenlignet mot internasjonale genbanker for
identifisering av bakterier. 165 rRNA-genet inneholder ulike regioner som er tilgjengelige
for kopiering (PCR). Basert pd molekylstrukturen til 16S rRNA-genet er de ulike regionene
av genet klassifisert etter grad av tilgjengelighet (grad 1 - lett, grad 6 - vanskelig).

bakterier fra dental biofilm blir DNA fra bakteriene isolert og renset
(Figur 4). Ved hjelp av polymerase kjedereaksjon (PCR) kan 16S
rRNA-genet pa DNA-molekylene kopieres i et stort antall, som er
nedvendig for videre analyser. 16S rRNA-genet bestir av omréder
som i ulik grad er forskjellig fra en bakterieart til en annen. Enkelte
omrdder har like basesekvenser for alle bakterier mens andre om-
rader kan veere helt forskjellige og spesifikke for en enkelt bakte-
rieart. Dette blir utnyttet avhengig av om det er spesifikke bakterier
eller grupper av bakterier som skal identifiseres. PCR-teknikken gir
flere millioner kopier av de aktuelle 16S rRNA-genene. For sekven-
sering og identifisering av enkelte bakterierarter, fra et stort antall
av 16S rRNA-gener, er det vanlig a benytte kloningsteknikk (Figur
4). Escherichia coli-bakterier, modifisert for dette formalet, har ev-
nen til 4 ta opp kun ett 16S rRNA-gen per bakterie, slik at hver bak-
teriekoloni vil representere en bakterieart fra den opprinnelige kli-
niske preven. Ved hjelp av sekvensering blir 16S rRNA-genet avlest
og basesekvensen kan sammenlignes mot basesekvenser fra regis-
trerte bakterier i internasjonale genbanker. Bakteriene blir pd denne
maten identifisert basert pa sitt DNA, og de nevnte molekylaere tek-
nikkene er ikke avhengig av dyrkning. Analyser av mikrobielle
samfunn basert pd dette genet vil pavise bade dyrkbare og ikke
dyrkbare arter, og det er ingen begrensninger i kompleksiteten av
populasjonen som undersgkes. Det er antatt at mindre enn 2% av
de eksisterende mikroorganismer pd jorda er pavist med dyrknings-
baserte teknikker. Identifiseringen av alle medlemmene i mikroflo-
raen som representerer friske forhold og sykdom er helt nodvendig
for & forsta etiologien og utviklingen av infeksjonssykdommer. Det
er i dag identifisert 770 arter eller fylotyper fra munnhulen (34).

Metagenomikk

Det er frem til i dag utfert mange deskriptive stu-
dier i arbeidet med & identifisere medlemmene av
den totale mikrofloraen. Mangfoldet av arter som
er pavist med molekylaere teknikker apner for
mange nye spgrsmal. For en bedre forstielse av
mikrofloraen vil videre forskning fokusere pa ge-
netisk diversitet, funksjon, ekologiske roller og po-
pulasjonsstruktur.

Klaner Dette arbeidet har allerede startet i form av
komplekse analyser av mikrobielle samfunn.
Metagenomikk er en funksjons- og sekvense-
ringsanalyse av hva som er genetisk til stede og
uttrykt i en klinisk preve. Analysene gir innsyn
i det genetiske potensialet til komplekse mikro-
bielle samfunn ved et gitt tidspunkt, inkludert
den ikke dyrkbare delen av bakteriefloraen.
Behovet for denne kunnskapen har initiert store
sekvenseringsprosjekter av mikrobielle samfunn
og store sett av metagenomiske sekvenser fra
ulike kliniske tilstander. Med tilgangen til meta-
genomiske sekvenser og det stadig ekende antal-
let komplette sekvenser av bakteriegenomer, er
det mulig & inkludere postgenomiske teknikker
som proteomikk i analysene av mikrobielle sam-
funn. Analysene av proteinene som er uttrykt,
gjenspeiler de funksjonelle dimensjonene ved mikrobielle sam-
funn. I tillegg kan man oppné et av hovedmalene med teknikkene,
nemlig & knytte individuelle bakteriearter til funksjon. To meta-
genomiske bibliotek ble konstruert av DNA fra fecesprgver fra
friske individer og individer med Crohns sykdom. Individer med
Crohns sykdom hadde en péfallende lav diversitet blant bakte-
riene i en av de mest sentrale bakteriegruppene (Firmicutes) i
tarmfloraen. Forfatterne av denne studien mener disse resultatene
stotter hypotesen om at tarmfloraen spiller en viktig rolle ved
utvikling av Crohns sykdom (35). Det knyttes store forventninger
til tilsvarende studier p&4 de komplekse infeksigse orale sykdom-
mene.

English summary

Aas JA, Olsen |.
Periodontal microflora; from specificity to complexity

Nor Tannlegeforen Tid 2008; 118: 648-54.

Periodontitis is known as a complex multifactorial disease includ-
ing etiological factors of the host. The literature shows that the sub-
gingival microbiota is accepted as a major etiological factor of
periodontal diseases. Bacterial identification based on the presence
of 16S rRNA-genes has revealed a diverse bacterial flora of the oral
cavity. A previous focus on a few pathogenic bacteria is now repla-
ced by the attention to complex microbial communities to under-
stand infectious diseases. Metagenomics is a technology established to
expand the understanding of how complex microbial communities
function and how microbes interact with each other. The ecological
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plaque hypothesis and new molecular techniques will contribute
with new knowledge to complex oral diseases.
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