BN VIDENSKAB & KLINIK | Oversigtsartikel

ABSTRACT

Fremover formodes
mikrobiologisk diagnostik
at blive en integreret del
af klinisk praksis

Mundhulen er et dbent mikrobiologisk @kosy-
stem, som kontinuerligt pavirkes af udefrakom-
mende faktorer i form af fysiske, kemiske og
termiske stimuli. Det samlede orale mikrobiom
er seerdeles komplekst og bestér primeert af
bakterier, mens andre mikroorganismer sasom
virus, protozoer, svampe og arkebakterier kan
udgere mindre dele af det orale mikrobiom.
Udvikling af molekyleere metoder primeert ba-
seret pa analyse af generne, der koder for det
fylogenetisk velbevarede 16S ribosomale RNA
(16S rRNA), har dokumenteret, at det orale mi-
krobiom udviser veesentlig sterre diversitet og
kompleksitet, end det hidtil var antaget baseret
pa resultater fra mikroskopi og dyrkningsstudi-
er. Det har séledes vist sig, at den orale mikrof-
lora udgeres af mere end 700 forskellige domi-
nante arter, hvoraf op imod 100-200 forskellige
bakteriearter kan pavises fra en enkelt person.
Omkring 35 % af den orale mikroflora kan ikke
dyrkes med nuveerende laboratorieteknikker.
Den permanente orale mikroflora menes at
have en beskyttende effekt mod udvikling af
orale sygdomme, mens forskydninger i denne
som folge af okologiske sendringer synes af-
gerende for udvikling af marginal parodontitis
og caries. Formélet med denne oversigtsartikel
er at preesentere mikrobiologiske metoder til
analyse af orale bakterier, herunder resistensbe-
stemmelse som et led i odontologisk diagnostik.
Derudover diskuteres muligheder for fremtidig
udvikling af molekyleerbiologiske metoder, der
kan benyttes rutinemaessigt til identifikation af
risikopatienter pa tandlaegeklinikken.
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ilstedevaerelsen af mikroorganismer i dental plak blev

forst beskrevet i slutningen af det 17. drhundrede via

analyser gennemfgrt ved hjeelp af simple hjemmela-

vede mikroskoper (1). Siden da har udviklingen af
avancerede molekylerbiologiske metoder medfort detaljerede
beskrivelser af den orale mikroflora, hvilket har demonstreret,
at mundhulen er koloniseret af den naestmest komplekse mikro-
flora i den humane organisme kun overgdet af tarmen (2). De
to hyppigste orale sygdomme, marginal parodontitis og caries,
er begge multifaktorielle sygdomme, hvori 2ndringer i sammen-
seetningen af den lokale mikroflora synes at spille en afggrende
rolle for sygdomsudvikling, hvorfor mikrobiologisk analyse ide-
elt set kunne vere en integreret del af moderne odontologisk ri-
sikovurdering (3). Nyere molekylarbiologiske metoder har i det
vasentlige aflgst dyrkningsanalyser ved videnskabelige studier
af den orale mikroflora, og selvom disse teknikker giver mulig-
hed for analyse af den ikke-dyrkbare andel af den orale mikro-
flora, er de forbundet med praktiske begransninger, som skal
overkommes, fgr de kan erstatte den nuvarende brug af dyrk-
ningsanalyser til klinisk odontologisk diagnostik (3). Séledes
er disse metoder pa nuvarende tidspunkt dyre og ofte tidskree-
vende at gennemfgre, og da de baserer sig pd genetisk analyse af
bakterielt DNA fremfor levende bakterier, kan der ikke foretages
sufficient resistensbestemmelse af den undersggte mikroflora
(1). Fortsat teknologisk udvikling er derfor

EMNEORD en ngdvendighed, for at moderne mikrobio-
mmetho ds: logiske metoder forhabentlig engang i frem-
16S rRNA; tiden vil kunne introduceres til daglig brug
high-throughput pé tandklinikken. I denne oversigtsartikel be-

nucleotide sequencing;
oral microbiome;
oral microbiota den samlede tilstedevarelse af mikroorganis-

nyttes begrebet mikrobiom ved beskrivelse af
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mer (bakterier, virus, protozoer, svampe og arkebakterier), mens
termen mikroflora bruges synonymt omkring bakterielle sam-
mensatninger (2). Litteraturspgning er foretaget pa PubMed da-
tabasen med sggeordene ”oral microbiome”, "oral microbiota”,
“molecular methods”, ”16S-TRNA” og "High-Throughput Nucleo-
tide Sequencing”, og der er ligeledes foretaget MESH-sggninger
med kombinationer af de valgte sggeord. Videnskabelige artikler
er inkluderet i forhold til deres relevans for denne oversigtsar-
tikel, og der er lagt vaegt pa inklusion af artikler af nyere dato.
Brugen af mikrobiologiske metoder diskuteres for overskuelighe-
dens skyld primeert i kontekst af marginal parodontitis og caries,
men deres anvendelse begreenses pa ingen méde til analyse af
mikrofloraens rolle ved disse sygdomme. Tveertimod findes der
i dag bred indikation for anvendelse af mikrobiologiske metoder
til diagnostik af sygdomstilstande, hvori mikroorganismer udger
en vaesentlig eetiologisk faktor.

Mikrobiologiske metoder - fortid — nutid — fremtid

Allerede i et studie fra 1890 blev det konstateret, at kun en lille
andel af de bakterier, der kunne erkendes i plakprgver ved brug
af datidens mikroskoper, kunne dyrkes med davarende labora-
torieteknikker (1). S&ledes har det i mere end 100 &r veeret kendt
viden, at store dele af den orale mikroflora var vanskelig at dyrke.
Den teknologiske udvikling indenfor mikrobiologiske metoder
igennem det sidste drhundrede har bekreftet denne antagelse
og har ligeledes bekreaftet, at den orale mikroflora er veesentlig
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mere kompleks, end hvad der kunne konstateres baseret pa resul-
tater fra tidlige mikroskopi- og dyrkningsanalyser. Udviklingen
i mikrobiologiske analysemetoder er preesenteret i Fig. 1, mens
karakteristika ved udvalgte mikrobiologiske metoder er summe-
retiTabel 1.

Tidlige mikrobiologiske identifikationsteknikker

—mikroskopi og dyrkningsanalyse

I den forste halvdel af det 20. drhundrede foregik den tekno-
logiske udvikling indenfor generel og oral mikrobiologi pé tre
forskellige omréder: 1) brug af selektive og berigede medier
til identifikation af kraesne bakterier, 2) udvikling af metoder
til studie af anaerobe bakterier og, 3) forbedrede mikroskoper
til detaljerede strukturelle studier af bakterielle komponenter.
Identifikation af bakterier foregik sdledes pa denne tid primeert
ved at bekrive bakteriernes morfologiske karakteristika ved
hjeelp af mikroskopi. Udviklingen af selektive medier i kom-
bination med anaerobe dyrkningsteknikker medfgrte identi-
fikation af en reekke hidtil ukendte bakterielle medlemmer af
den orale mikroflora, hvilket illustreres ved to studier fra 1982,
som identificerede 190 og 171 forskellige orale bakterier i sub-
gingivale plakprgver fra patienter med henholdsvis marginal
parodontitis og gingivitis (4,5). Ligeledes blev elektronmikro-
skopi benyttet til at udfgre detaljerede morfologiske analyser
af formodede orale patogener og ggede séledes kendskabet til
visse dyrkbare bakterier (6,7). Samlet set medfgrte den tekno-

Kronologisk udvikling af mikrobiologiske metoder fra kvalitative til kvantitative analyser
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Fig. 1 Skematisk fremstilling af udviklingen af mikrobiologiske metoder. Udviklingen af avancerede molekylaere metoder har
medfert en eget viden omkring den orale mikroflora og har muliggjort detaljerede kvantitative analyser af den orale mikroflora.

Fig. 1 Schematic presentation of the development of microbial methods. The development of sophisticated molecular methods
has resulted in increased knowledge of the oral microbiota, and has enabled detailed quantitative analysis of the oral microbiota.
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Karakteristika ved forskellige mikrobiologiske metoder

Teknik

Mikroskopi og dyrkning Dyrkning og mikroskopi +++
Kloning og sekventering sgisigrg];tse?ifggaengig +++
Checkerboard DNA-DNA hybridisering ++
HOMIM DNA-DNA hybridisering ++
Next generation sequencing séigzr%zgﬁg\aengig +
Coroguanengs |

Tidsforbrug

Antal Mulighed for Mulighed
bakterier, identifikation for
der kan af den ikke- resistens-
identificeres | dyrkbare andel | bestem-
af mikroflora melse
+4++ + - +
+++ + + -
+ + + =
+ ++ + -
A A & =
+ o+ + -

Tabel 1. Sammenligning af mikrobiologiske metoder pa baggrund af teknik, tidsforbrug, pris, antal bakterier, der kan identificeres,
mulighed for identifikation af den ikke dyrkbare andel af mikroflora og mulighed for resistensbestemmelse. Til hver parameter er givet
veerdierne +, ++ 0g +++, hvor +++ indikerer den hgjeste veerdi og + den laveste.

Table 1. Comparison of different microbial methods based on differences in technique, price, number of bacterial identifications,
potential for identifying non-cultivable parts of the microbiota and potential for analysis bacterial resistance. Every parameter is compared
based on levels +, ++ and +++, where +++ indicates the highest and + the lowest value.

logiske udvikling pé det tidspunkt en gget viden omkring den
dyrkbare andel af den orale mikroflora, og i den forbindelse
blev biokemiske studier af visse bakterier benyttet til at afspge
deres potentielle rolle ved oral sundhed og sygdom, eksempel-
vis illustreret ved Streptococcus mutans’ evne til at fermentere
kulhydrater til metaboliske slutprodukter ved lavt pH i forbin-
delse med caries (8). Derimod var det fortsat ikke muligt at
studere den ikke-dyrkbare andel af den orale mikroflora, mens
kvantiteten af den undersggte mikroflora bedst kunne beskri-
ves som en procentuel fordeling af de identificerede bakterier.
Den primere fordel ved dyrkningsmetoder, som stadig er gel-
dende den dag i dag, er at man kan benytte disse til resistens-
bestemmelse af en given mikroflora. Resistensbestemmelse kan
udfgres ved to forskellige metoder: 1) Disc-metoden, hvor den
undersggte mikroflora udplades pé en agarplade, hvorpé der er
placeres flere discs med forskelligt indhold af antibiotikum. Re-
sistensbestemmelse beskrives her ved hjeelp af heemningszonen
af bakteriel veekst, som den enkelte disc resulterer i (Fig. 2). 2)
E-test bruges til at bestemme Minimum Inhibitory Concentra-
tion (MIC) for et givent isolat og udfgres ved hjelp af en strim-
mel, som indeholder stigende koncentrationer af antibiotikum,
der placeres pé et veekstmedie. Den laveste koncentration, som
frembringer komplet haemning af bakteriel veekst, defineres
som MIC. Resistensbestemmelse som led i dyrkning og mikro-
skopi finder saledes fortsat berettigelse som et led i den odon-
tologiske diagnostik, specielt indenfor for det parodontologiske
omréde, i forbindelse med behandlingsplanlegning ved brug af
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Resistensbestemmelse ved hjzelp af Disc-metoden

Fig. 2 Resistensbestemmelse ved hjeelp af Disc-metoden
illustreret ved forskellige forsterrelser. Varierende grad af
resistens kan erkendes i relation til de forskellige typer
antibiotikum.

Fig. 2 Susceptibility testing using the Disc method illustrat-
ed at different magnification. Varying degrees of resistance
associated with different antibiotics can be recognised.

systemisk antibiotikum som del af konventionel parodontalbe-
handling af patienter med aggressiv parodontitis.

Molekylzrbiologisk identifikation

Polymerase Chain Reaction

Polymerase chain reaction (PCR) er en molekylerbiologisk tek-
nik, som bruges til at opformere og identificere en given DNA-
sekvens af interesse (Fig. 3). PCR, der blev udviklet i begyndel-
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Polymerase Chain Reaction (PCR)
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Fig. 3 Skematisk fremstilling af PCR-teknikken. Dobbelt-
strenget DNA splittes, og fremadrettede og bagudrettede
enkeltstrengede DNA-primere bindes til komplementaert
DNA. For hver PCR-cyklus fordobles maengden af DNA.

Fig. 3 Schematic presentation of the PCR technique. Break-
ing of double-DNA enables forward and reverse single-
stranded DNA-primers to bind to complimentary DNA. In
every PCR-circle the amount of DNA is doubled.

sen af 1980’erne, fungerer ved hjelp af primere (enkeltstrenget
DNA), der binder komplementeert til en kendt DNA-sekvens, og
herefter opformerer denne ved hjelp af en syntetisk DNA-poly-
merase. Forméalet med PCR er saledes at gge mangden af DNA
ien prgve, som har interesse i en given sammenhang, uden at
mangden af eksempelvis humant DNA opformeres. Med tiden
har PCR fundet rig udbredelse indenfor en raekke forskellige
felter sdsom retsmedicin, i fadderskabstest og ved screening for
arvelige genetiske defekter. Indenfor oral mikrobiologi er for-
skellige typer PCR blevet benyttet til identifikation af orale bak-
terier, og sddanne teknikker finder fortsat anvendelse (9,10).
Endnu vigtigere er det dog, at PCR-teknikken, via uspecifik op-
formering af bakterielt DNA, dannede grundlag for udvikling
af klonings- og sekventeringsteknikken, der skabte muligheden
for at studere den ikke-dyrkbare del af den orale mikroflora.

Kloning og sekventering af bakterielt

16S ribosomalt rRNA (16S rRNA)

I 1986 prasenteredes en ny og revolutionerende teknologi til
bakteriel identifikation. Denne byggede pa analyse af de gener,
der koder for 16S ribosomalt RNA (16S rRNA), som blev vist at
veere phylogenetisk velbevarede, og sekvensen af disse kunne
séledes benyttes til identifikation af levende organismer, herun-
der orale bakterier (11,12). I forleengelse heraf blev udviklet en
hensigtsmeessig laboratorieteknik til analyse af 16S rRNA gener
i komplekse prgver med mange forskellige bakteriearter, der
blev kendt som “kloning og sekventering”. Denne metode, som
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KLINISK RELEVANS

Orale sygdomme, herunder
marginal parodontitis og ca-
ries, er bakterielt inducerede
multifaktorielle sygdomme, som
formodes at udvikles som folge
af en pavirkning af den home-
ostase, der normalt findes mel-
lem veerten og den permanente
orale mikroflora. Udviklingen
af moderne molekyleerbiolo-
giske metoder har muliggjort
detaljerede studier af orale
bakterier, herunder den andel
af orale bakterier, der ikke kan

dyrkes i laboratoriet, og har
séledes oget den eksisteren-
de viden omkring den orale
mikrofloras estiologiske rolle
ved orale sygdomme betrag-
teligt. Det er derfor afgerende,
at tandleagen har et indgéen-
de kendskab til moderne mo-
lekyleerbiologiske metoder, da
det i fremtiden mé& formodes,
at mikrobiologisk diagnostik af
patienter kan blive en integre-
ret del af den moderne tand-
leegepraksis.

kunne benyttes rutinemeessigt til studier af bade den dyrkbare
og ikke-dyrkbare andel af en given mikroflora, bestar princi-
pielt af tre dele: 1) opformering af bakterielt DNA via univer-
selle bakterielle primere ved hjaelp af PCR, 2) inkorporering af
bakterielt DNA (16S rRNA kodende DNA) i Escherichia coli-bak-
terier for yderligere opformering af bakterielt 16S rDNA og 3)
sekventering af 16S rDNA via datidens sekventeringsmetoder
(Sanger sekventering) (13). Denne metode blev benyttet i for-
skellige sammenhenge, herunder ved studier af mikrofloraen i
subgingivale plakprgver (14). Introduktionen af 16S-baserede
teknikker medfgrte hidtil ukendte muligheder for at studere ik-
ke-dyrkbare medlemmer af den orale mikroflora, og baseret pd
et studie fra 2001 blev det foreslaet, at den preedominante orale
mikroflora udgjordes af mere end 500 forskellige orale bakterie-
arter (14). Samtidig demonstrerede et andet studie ved hjalp af
16S-baseret bakteriel identifikation store forskelle i den fundne
mikroflora pé forskellige orale lokalisationer (15). I takt med at
nye 16S rDNA sekvenser blev identificeret, blev disse registreret
i forskellige centrale databaser med henblik pa at kunne bruges
til bakteriel identifikation ved fremtidige undersggelser. I dag
findes samtlige kendte 16S rDNA-sekvenser for bakterier identi-
ficeret i mundhulen frit tilgeengelige i Human Oral Microbiome
Database (HOMD) databasen (16). Selvom kloning og sekven-
teringsmetoden havde abenlyse fordele i forhold til tidligere mi-
krobiologiske metoder, var denne ogsa forbundet med en rakke
begraensninger. Forst og fremmest var den pa baggrund af klo-
ningsdelen meget tidskraevende og dyr at gennemfgre. Derud-
over blev det klart, at det oftest ikke var muligt at identificere
mere end de 50 mest dominante bakteriearter i en enkelt prgve
ved hjelp af denne teknik (17). Derfor kunne denne metode
ikke beskrive den sande diversitet i hver enkelt prgve, men det

viste sig, at analyse af multiple prover med samme oprindelse (9)
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kunne benyttes til at beskrive den samlede mikrobiologiske di-
versitet og kompleksitet i en given mikroflora (10).

DNA-DNA hybridisering — checkerboard

Udviklingen af sekventeringsmetoder gjorde det ligeledes muligt
at sekventere fulde bakterielle genomer, og pa den baggrund
blev sekventering af det fulde genom af en reekke orale bakterier
gennemfprt. Disse genomiske sekvenser dannede grundlag for
udviklingen af en anden teknik til mikrobiologisk identifikation
af orale bakterier, nemlig DNA-DNA checkerboard. Denne me-
tode muliggjorde samtidig identifikation af 40 forskellige orale
bakteriearter i 43 prgver via DNA-DNA hybridisering mellem
enkeltstrenget bakterielt DNA og enkeltstrengede DNA-prober
baseret pé fulde genomsekvenser fra orale bakterier (18). DNA-
DNA checkerboard var markant billigere og hurtigere at gen-
nemfgre i forhold til kloning og sekventering, hvorfor denne
teknik hurtigt vandt indpas ved analyse af den orale mikroflora
i forbindelse med sundhed og sygdom. I den forbindelse kan det
navnes, at det rigt citerede studie omkring farvekodede bak-
terielle kompleksers association til marginal parodontitis blev
udfgrt ved hjeelp af DNA-DNA checkerboard-analyse (19). Den
primare fordel ved DNA-DNA checkerboard i forhold til andre
tidlige molekyleaerbiologiske teknikker var den lave pris og hgje
grad af reproducerbarhed, mens den veesentligste ulempe var, at
metoden pa forhdnd var begraenset til analyse af de 40 bakterier,
som teknikken kunne identificere. Der var séledes tale om en
simplificering af den orale mikroflora, nar denne blev undersggt
ved hjeelp af DNA-DNA checkerboard (3,10).

Microarray-teknikker — Human Oral Microbe

Identification Microarray (HOMIM)

En anden metode, der blev udviklet i 2008, var Human Oral
Microbe Identification Microarray (HOMIM). HOMIM er en
molekyleer teknik, hvor orale bakterier identificeres ved hjelp
af korte specifikke DNA-prober, der genkender bakterielt DNA
svarende til 16S rDNA regionen. Identifikation sker via DNA-
DNA hybridisering mellem enkeltstrenget bakterielt DNA i prg-
ven og enkeltstrengede DNA-prober, der er specifikke for den
enkelte orale bakterie (20,21). HOMIM er en microarray-baseret
teknik, hvilket vil sige, at de DNA-prober, der bruges til bakte-
riel identifikation, er kovalent bundet til en glasplade. Saledes
bindes bakterielt DNA til komplementeere prober péd en bestemt
position pa mikroarrayet, og den begransende faktor for, hvilke
bakterier der kan identificeres ved hjeelp af HOMIM, er antallet af
DNA-prober, der er plads til pa et enkelt microarray. Fordelen ved
HOMIM i forhold til DNA-DNA checkerboard var, at HOMIM
kunne identificere op imod 300 forskellige orale bakterier i den
samme prgve sammenlignet med 40 forskellige bakterier ved
DNA-DNA checkerboard. Denne teknik var derfor velegnet til
analyse af lokale endringer i mikrofloraen ved sundhed og syg-
dom (10). Den store ulempe ved HOMIM var manglen pé kvan-
titative resultater. Derudover var det ikke muligt at identificere
alle orale bakterier pd speciesniveau pd baggrund af de meget
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korte sekvenser (18-20 baser), hvilket gjorde, at denne metode
i nogle sammenhange blev mere uspecifik end bade kloning og
sekventering og DNA-DNA checkerboard (10,20).

Kloningsuafhengig sekventering — next generation sequencing
Det neeste store skridt i den teknologiske udvikling omkring mo-
lekylaerbiologiske metoder kom i starten af det 21. drhundrede,
hvor de fgrste studier omkring kloningsuafthaengig sekventering
(next generation sequencing) blev preasenteret (22). I arene
2008-2009 blev disse teknikker kommercialiseret, og de kendes
nu som 454 sekventering (pyrosekventering) (23), llumina (17)
og SOLID (17). Fordelen ved disse metoder var, at man nu kunne
gennemfpre sekvensanalyse uden behov for fortlgbende kloning
af bakterielt 16S rDNA, hvilket ggr analyse via disse metoder hur-
tig og effektiv sammenlignet med tidligere sekvensanalyser. Sam-
menlignet med kloningsafthangige sekvensanalyser har det lige-
ledes vist sig, at det ved next-generation sequencing var muligt at
udfgre mere detaljerede beskrivelser af den samlede mikroflora.
Generelt set viste analyser gennemfgrt med disse metoder en hid-
til ukendt diversitet i den orale mikroflora ved oral sundhed og
sygdom og dokumenterede sdledes igen, at vores viden omkring
den orale mikroflora i det veesentlige begraenses af hastigheden
for den teknologiske udvikling (1). De indledende begransninger
ved kloningsuathaengig sekventering var, at disse teknikker var
dyre at gennemfgre og relativt fglsomme for procedurefejl. Der-
udover genererede de fgrste generationer af disse teknikker DNA-
sekvenser af relativt kort leengde (< 100 baser), hvilket umulig-
gjorde identifikation af en reekke orale bakterier pé speciesniveau
(17). Disse begraensninger er i dag i det veesentlige overkommet,
saledes at der kan genereres sekvenser af stgrre lengde (> 400
baser), hvilket ggr, at stgrstedelen af orale bakterier nu kan iden-
tificeres pa speciesniveau ved hjelp af disse teknikker (10).

Human Oral Microbe Identification using

Next Generation Sequecing - HOMINGS

I 2014 blev en ny mikrobiologisk teknik, Human Oral Microbe
Identification using Next Generation Sequencing (HOMINGS),
prasenteret. HOMINGS, der er efterfglgeren til HOMIM, benyt-
ter next generation sequencing i kombination med 16S rDNA
probe-sekvenser fra HOMIM microarrayet til simultan iden-
tifikation af op imod 500 orale bakterier i samme prgve. For-
delen ved HOMINGS er, at denne metode kan identificere et
hejt antal orale bakterier pa speciesniveau til en meget lav pris
sammenlignet med andre sekventeringsanalyser. Ulempen ved
HOMINGS er, at man ved denne teknik udelukkende kan iden-
tificere de bakterier, som er inkluderet i HOMINGS analysen,
hvilket ggr, at information omkring hidtil ukendte orale bakte-
rier muligvis gar tabt (www.forsyth.org/HOMINGS).

PCR-uafhengig identifikation

Et feellestraek ved nyere molekyleere metoder sdsom next genera-
tion sequencing og HOMINGS er, at de er afthengige af, at bak-
terielt DNA fra det originale prgvemateriale opformeres via PCR.
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Karakteristika ved forskellige medier til mikrobiologisk analyse

Indikation for prevetagning Marginal parodontitis
Sveerhedsgrad ved pravetagning +++
Risiko for kontaminering +++
Antal prover +++
Pris +++

Caries Endodonti Multiple Multiple
++ +++ ++ +
+++ ++ +++ +
+++ + ++ +
+++ + + +

Tabel 2. Sammenligning af forskellige medier til mikrobiologisk analyse pa baggrund af indikation for prevetagning, sveerhedsgrad ved
provetagning, risiko for kontaminering, antal prover, der skal indsamles, og pris. Til hver parameter er givet veerdierne +, ++ 0g +++,

hvor +++ indikerer den hgjeste veerdi og + den laveste.

Table 2. Comparison of different media for microbial analysis based on indication for analysis, difficulty of sampling, risk of contamination,
number of samples needed and cost of analysis. Every parameter is compared based on levels +, ++ and +++, where +++ indicates the

highest and + the lowest value.

Dette skyldes, at det naturlige indhold af bakterielt DNA ofte er
veesentligt lavere end detektionsgraensen for disse metoder. PCR
er en glimrende teknik, der pa flere méder revolutionerede mu-
lighederne for at studere genetisk materiale. Pa den anden side
er PCR-teknikken forbundet med risiko for bias, idet det er vist, at
DNA fra forskellige mikroorganismer udviser forskellig fglsom-
hed overfor PCR-teknikker (10,24). Dette betyder i praksis, at
mikrobiologisk analyse af bakterielt DNA fra en given mikroflora
baseret pa fortlobende PCR amplifikation ikke ngdvendigvis er
repraesentativ for mikrofloraen i den oprindelige prove (24,25).
I den forbindelse er det meget interessant, at der pa nuveerende
tidspunkt er blevet introduceret fgrste generation af PCR-uaf-
haengige sekventeringsmetoder (24,25), hvilket m& formodes at
blive fremtiden indenfor mikrobiologisk analyse.

Biologiske medier velegnet til mikrobiologisk analyse

Traditionelt er mikrobiologiske forhold ved lokale parodontitis-
og carieslasioner blevet undersggt ved analyse af henholdsvis
sub- og supragingivale plakprgver, og saledes har det ved stu-
dier af den orale mikroflora veeret lege artis at udfgre separat
analyse af multiple prgver fra lokale sygdomslasioner fra sam-
me individ (26). I den forbindelse er mikrofloraens sammen-
seetning ved lokale parodontale laesioner demonstreret som
vaerende forskellig fra mikrofloraen i raske pocher, fgrst ved
hjeelp af dyrkningsstudier (1,2) og senere ved brug af moleky-
leere metoder, herunder DNA-DNA hybridisering (19), kloning
og sekventering (14), microarray-teknikker (20,27) og senest
next generation sequencing (28-30). Den fundne mikroflora
fra cariesleesioner er ligeledes blevet dokumenteret forskellig
fra mikrofloraen i dental plak pa sunde tandoverflader bade
ved dyrkningsstudier (2) samt ved brug af molekylere meto-
der (31,32). Endelig har mikrobiologiske prgver fra nekrotiske
rodkanaler, ved apikal parodontitis, veeret benyttet til analyse
af mikrofloraens sammensetning ved endodontiske problem-
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stillinger (33,34). Samlet set er der nogenlunde overensstem-
melse vedrgrende den dyrkbare andel af den orale mikroflora,
ndr data fra tidligere dyrkningsstudier sammenlignes med data
fra studier, der har benyttet molekylaerbiologiske metoder (10).
Hvis man skal overholde golden standard og udfere separat
indsamling og analyse af mikrobiologiske prgver fra multiple
sygdomslesioner fra det samme individ, kan mikrobiologisk
diagnostik blive en meget dyr og tidskreevende proces. Saledes
ma det formodes, at denne indgangsvinkel i det vaesentlige kun
kan efterleves i forbindelse med videnskabelige undersggelser af
den orale mikroflora ved oral sundhed og sygdom. Hvis mikro-
biologiske metoder skal benyttes rutinemeessigt i klinikken, er der
derimod behov for udvikling af teknikker, der nemt og billigt kan
benyttes af tandlaegen som supplement til den kliniske og radio-
logiske diagnostik. I denne sammenhang kunne saliva-baserede
mikrobiologiske metoder veere en kandidat (35). I modsatning til
supra- og subgingivale prgver er der ved analyse af saliva kun be-
hov for indsamling og analyse af en enkelt prove fra hvert individ
(35). Ligeledes er indsamling af lokalt materiale (supragingival
plak, subgingival plak, slimhindeskrab) til mikrobiologisk analyse
en teknisk vanskelig procedure, hvorfor sddanne prgver kun kan
anbefales indsamlet af treenet personel. Til sammenligning kan
saliva indsamles let, og dette kan séledes standardiseres og udfg-
res af alle personalegrupper pé klinikken (36) (Tabel 2). Samlet
set synes der altsd at vaere gode argumenter for, at saliva er en
seerdeles velegnet biologisk veaeske til rutinemeessig screening og
risikovurdering af odontologiske patienter (37) (Tabel 3). I den
forbindelse er det interessant, at mikrofloraen i saliva er vist at
vere forskellig hos patienter med marginal parodontitis (38,39)
og caries (40-42) sammenlignet med oralt raske kontrolpersoner.
Man kunne derfor forestille sig, at man i takt med en yderligere
teknologisk udvikling ville kunne benytte screening af mikroflora-
enisaliva til at identificere personer med gget risiko for at udvikle
parodontitis og caries, fgr sygdommene kan erkendes klinisk.
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Fordele og ulemper ved brug af salivaprgver fremfor supra- og subgingivale plakprover til mikrobiologisk diagnostik

Fordele ved brug af salivaprever Ulemper ved brug af salivaprover

Ingen risiko for kontaminering

Kun en prove skal indsamles fra hver patient

Kan indsamles af alle personalegrupper pa klinikken
Patienten kan teoretisk selv indsamle proven

Ideelt til identifikation af biomarkerer

Manglende information omkring lokal mikroflora
Mangelfuld viden omkring ideelle forhold for standardiseret indsamling og analyse

Sparsom viden omkring, hvordan mikrofloraen i saliva pavirkes af vaner og livsstil

Tabel 3. Liste over de vigtigste fordele og ulemper ved at bruge salivaprover fremfor supra- og subgingivale plakprever til mikrobiologisk

diagnostik.

Table 3. List of the major advantages and disadvantages of using saliva samples instead of supra- and subgingival plaque samples

for microbial analysis.

Fremtidsperspektiver

Udviklingen af stadigt mere avancerede molekylerbiologiske
metoder har medfgrt muligheden for at udfgre detaljerede
studier af det orale mikrobiom, herunder hvorledes sammen-
setningen af den orale mikroflora lokalt endres i relation til
oral sundhed og sygdom. Ligeledes har udviklingen af DNA-
baserede metoder gjort det muligt at studere den ikke-dyrkbare
andel af den orale mikroflora. P4 denne baggrund er mere end
700 forskellige bakteriearter blevet identificeret i mundhulen,
og der kommer lgbende flere til (14,43). Samlet set har den
teknologiske udvikling udvidet vores viden omkring mikroflo-
raens atiologiske rolle ved marginal parodontitis og caries, og
pé baggrund af denne viden opfattes disse sygdomme at udvik-
les som fglge af en dysbiose mellem vearten og dennes mikrof-
lora snarere end lokal tilstedeverelse af specifikke formodede
patogene bakterier (44-46). Interessant i denne sammenhzng
er det, at nyere sekventeringsmetoder har muliggjort analyse
af bakterielt messenger RNA (mRNA) i mikrobiologiske prgver
(transriptomics). Dette ggr, at man ved disse teknikker kan fa
et indblik i bakteriernes metaboliske tilstand og dermed en idé
om, hvilke gener de udtrykker ved sundhed og sygdom. Det er
derfor neerliggende at tro pa, at fremtidig molekylerbiologisk
diagnostik ikke vil begreaenses til identifikation af bakterier, men
tilmed ogsa adressere e&ndringer i bakteriernes metaboliske ak-
tivitet.

ABSTRACT (ENGLISH)

Paradoksalt nok har den markante teknologiske udvikling
tilsyneladende skabt en stgrre afstand mellem teoretiske vi-
denskabelige mikrobiologiske analyser og den kliniske brug af
mikrobiologisk diagnostik. Den teoretiske mikrobiologi udfg-
res med tiltagende dyre og avancerede metoder, der genererer
kolossale maengder data, hvilket gor det sveert at applicere sé-
danne metoder til den praktiserende tandleeges hverdag. Der er
séledes behov for fremtidigt fokus pa at udvikle simple og bil-
lige mikrobiologiske metoder, der drager nytte af den teknolo-
giske udvikling, men som samtidig er velegnede til daglig brug
i tandlaegepraksis til risikovurdering for udvikling af marginal
parodontitis og caries, fgr disse sygdomstilstande kan erkendes
ved klinisk diagnostik. Tandlaegen indtager en unik rolle i sund-
hedssystemet, da stgrstedelen af den voksne befolkning besg-
ger tandleaegen flere gange arligt, ogsa selvom de faler sige oralt
og systemisk raske. Dette giver tandlaegen en unik mulighed for
at screene patienter for tilstedevaerelsen af udiagnosticerede sy-
stemiske sygdomme. Det er derfor neerliggende at spekulere i,
om en fortsat teknologisk udvikling vil medfere, at tandleegen i
fremtiden vil kunne udfgre simpel screening i forbindelse med
risikovurdering af orale og systemiske sygdomme. Dette kunne
under gavnlige omstendigheder resultere i, at risikoindivider
identificeres tidligt, sdledes at relevant praeventiv behandling
kan iveerksaettes tidligt i et sygdomsforlgb.

Microbiological diagnostics for oral infections now and
in the future

The oral cavity is an open microbial ecosystem that is continu-
ously influenced by physical, chemical and thermally-derived
factors of external origin. The oral microbiome is highly com-
plex and is primarily constituted of bacteria, although virus,
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protozoa, yeast and archaea may represent minor propor-
tions of the oral microbiome. The development of molecular
methods primarily based on analysis of the phylogenetically
informative 16S ribosomal RNA (16S rRNA) genes have dem-
onstrated that the oral microbiome is far more complex and
diverse, than hitherto anticipated based on result from early

TANDLAGEBLADET 2016 1 120 | NR. 5



culture studies. Thus, it has been shown that the oral micro-
biota is comprises by more than 700 predominant species,
out of which approximately 100-200 species may be isolated
from a single subject. At present, 35% of the oral microbiota
has yet to be cultivated in the laboratory. The resident oral
microbiota is believed to be critically involved in maintenance
of oral homeostasis, whereas local compositional alterations

Mikrobiologisk diagnostik af orale infektioner | VIDENSKAB & KLINIK N

as a consequence of ecological perturbations are suggested
as determinants of development of periodontitis and dental
caries. The purpose of this review is to address modern mo-

lecular methods for analysis of oral bacteria, and to discuss a

future perspective for development of molecular techniques

that can be used chair-side for risk assessment of disease-
prone individuals in the dental clinic.
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