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ABSTRACT Hvad sker der i den dentale

biofilm ved cariesaktivitet?

Caries er en ikkesmitsom sygdom i de harde tand-
vaev initieret af ubalance, dyshiose, i det orale gko-
system og en funktionel modifikation af det dentale
mikrobiom. Langvarigt indtag af en sukkerholdig | METTE ROSE JGRGENSEN, Odontologisk Institut, Det Sundhedsvidenskabelige
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biomarkgrer for sygdommen. Hgj sukkereksponering
fgrer til gget metabolisk aktivitet og til funktionelle
andringer i det dentale mikrobiom, hvis rumlige
struktur er af afggrende betydning i cariesproces-
sen. Hos cariesaktive patienter har analyser pavist
lokaliserede "virulens-hotspots” sammensat af flere
bakteriearter arrangeret i en coronalignende struk-
tur med en teet indre kerne af Streptococcus mutans.
Disse cirkulaere hotspots skaber lokaliserede omra-
der med meget lave pH-forhold ved biofilm/tand-
graensefladen, som hurtigt fgrer til demineralisering
af tandens hardtvaev.

SVANTE TWETMAN, Odontologisk Institut, Det Sundhedsvidenskabelige Fakultet,
Kgbenhavns Universitet

AKTERIER FINDES PA N/ESTEN ALLE KROP-
PENS OVERFLADER, pd huden, pé teenderne,
i maven og i tarmene. Mikrobiota er et mi-
kroskopisk gkosystem, hvor mikroorganis-
mer som svampe, virus og bakterier lever
sammen i symbiose. Summen af mikroor-
ganismerne, deres genetiske information og
det miljg, de befinder sig i, kaldes for mikro-
biomet. Vi lever i symbiose med vores mi-
krobiom, og i Ipbet af de fgrste leveér grundlaegges forudseat-
ningerne for et godt helbred og en god tandsundhed igennem
barndommen og voksenlivet. Vores viden om disse forhold er
pget de seneste ar ved hjlp af de moderne molekylarbiologi-
ske metoder. Naeste generations sekventering (NGS) er i dag
en almindeligt anvendt analysemetode inden for odontologien,
og 16S-sekventering anvendes til at bestemme, hvilke bakterier
der er til stede i en klinisk prgve (1). Sekventering indebeerer,
at man analyserer den genetiske kode ved at undersgge raek-
kefplgen af nukleotiderne ("bogstaverne”) i DNA. Ved hjelp af
computerkraft (bioinformatik) leegges overlappende sekvenser
derefter sammen til genomets komplette DNA-sekvens, og et
stort antal forskellige bakterier kan identificeres i samme prgve.

Det humane mikrobiom &ndres langsomt igennem livet. Det
tidlige mikrobiom giver barnet forudsetninger for en normal
udvikling af bl.a. immunsystemet, centralnervesystemet og for-
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er mikrobiomet relativt stabilt pd individniveau, men sammen-
seetningen pévirkes af faktorer, der heenger sammen med ge-
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Fig. 1. Udviklingen af det orale mikrobiom i barnets fgrste levear. Artsrigdom-

men og kompleksiteten gges i takt med barnets kontakt med omgivelserne og
tandfrembrud. Fra Ptasiewicz et al. 2022 (3).

Fig. 1. The development of the oral microbiome during the first year of life. The
diversity and complexity increase with the child’s external contacts and eruption

of teeth. From Ptasiewicz et al. 2022 (3).
|

netik, kostvaner og livsstil. I de senere livsfaser er der tendens
til, at mangfoldigheden igen mindskes. Lignende forandringer
kan ogsé pavises i det orale mikrobiom. Formalet med denne
fokusartikel er i korthed at beskrive det orale mikrobiom og
belyse, hvad der sker i den dentale biofilm ved cariesaktivitet.

Det orale mikrobiom

Der er bakterier omkring barnet allerede under graviditeten,
og ved fgdslen findes der et etableret mikrobiom i det nyfadte
barns mundhule (2). Bakteriernes funktion er bl.a. at beskytte
barnet og bidrage til omsatning af de stoffer, der kommer ind i
barnets mund. Den fgrste population af bakterier har gener for
spaltning af meelkeproteiner, hvilket ggr det muligt for barnet at
fé naering via modermeelken. I de forste degn af barnets liv do-
mineres det orale mikrobiom af streptokokker. Siden udvikles
det kontinuerligt igennem de forste levedr, og artsrigdommen
tiltager, efterhdnden som barnet eksponeres for bakterier fra
omgivelserne. Barnets mundhule koloniseres med bade sund-
hedsfremmende og sygdomsfremkaldende bakterier, fgrst og
fremmest fra den neermeste familie.

Med stigende alder tilfgres det orale mikrobiom flere bakte-
rier (Fig. 1), og de forskellige arter har forskellige funktioner.
Nogle er afhangige af ilt/oxygen (aerobe), andre kan leve i
béde iltrige og iltfattige miljger (fakultativt anaerobe), og atter
andre overlever uden adgang til ilt (anaerobe). Bakterieslagter,
som tilhgrer vores normale orale mikrobiom, er blandt andre
Streptococcus, Veillonella, Lactobacillus og Actinomyces (3).
Tandfrembruddet har stor gkologisk indvirkning pd sammen-
setningen af det orale mikrobiom, da der opstér nye nicher
i form af emaljeoverflader og tandkgdslommer. Bakterierne
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har forskellige adhaesioner, som afggr, hvor de setter sig fast,
og omkring 20 % af alle bakterier i mundhulen findes pé teen-
derne, hvor de danner den dentale biofilm (plakken). Plakken
dannes kontinuerligt og bestér af polysakkarider og mikroorga-
nismer. Plakdannelsen er en dynamisk proces, hvor nogle bak-
terier satter sig fast, mens andre lgsrives og siden atter saetter
sig fast. Forskellige typer af mikroorganismer konkurrerer om
pladsen og naringsstofferne, men de beskytter ogsd hinanden
mod veertens immunforsvar og antimikrobielle substanser.

Den dentale biofilm, som sidder pa de permanente teender,
har en hgjere andel af bAde Gram-positive og Gram-negative
anaerobe arter end de primare teender. Forskellene er serligt
udtalte i den subgingivale plak (4).Iforbindelse med puberte-
ten gges kompleksiteten i biofilmen. De vigtigste stressfaktorer
er hormoner og vekstfaktorer, som, i kombination med let la-
vintensiv inflammation, fgrer til en gget forekomst af veevsned-
brydende bakterier som fx Prevotella- og Capnocytophaga-ar-
ter. Efter puberteten kan disse bakteriers andel igen mindskes.
Ivoksenlivet er det orale mikrobiom som regel stabilt, medmin-
dre det udseettes for store gkologiske forandringer. Aldring in-
debarer oftest, at mangfoldigheden mindskes i munden savel
som iresten af kroppen, og bakterier, som normalt er harmlgse,
kan give anledning til opportunistiske infektioner ved alders-
relaterede sygdomme og i forbindelse med medicinering og
nedsat spytproduktion. Fx ses forskellige typer af gaersvampe
oftere hos aldre med mundtgrhed og individer med svakket
immunforsvar.

Symbiose og dyshiose

En artsrig oral biofilm med mange forskellige typer af funk-
tionelle bakteriegrupper (cluster) er forbundet med god oral
sundhed. Biofilmen er i sa fald i symbiotisk balance, hvilket
betyder, at den er relativt stabil og modstandsdygtig over for
miljgpavirkninger. De ”gode” streptokokker (Streptococcus mi-
tis, Streptococcus gordonii, Streptococcus sanguinis) domi-
nerer i den dentale biofilm. Der findes ogsa et fatal patogene
bakterier, men de ggr ingen skade. Hvis biofilmen udsattes for
ydre pavirkninger eller lengevarende gkologisk stress, forstyr-
res balancen, og bakteriesammensatningen andres (5). Dette
kaldes dysbiose og kan give anledning til sygdomme med gde-
leeggende konsekvenser. Caries er et resultat af en sddan pH-
drevet dysbiose, som opstar, nar et individ igennem leengere
tid eksponeres for en spd og klabrig kost uden regelmeessig
tandbgrstning. Det sure miljg, som opstér i mundhulen, gi-
ver en gkologisk fordel for syretolerante og syreproducerende
bakterier, og andelen af disse gges derfor i den dentale biofilm
(Fig. 2). Dette fgrer til en negativ spiral, hvor de syreprodu-
cerende bakterier gradvist indtager uforholdsmaessigt meget
plads i biofilmen. Bade antallet og andelen af disse mikroor-
ganismer gges samtidig med, at deres funktion i biofilmen en-
dres. En hgj sukkereksponering trigger de syreproducerende
bakteriers metaboliske aktivitet og forgger deres evne til at
nedbryde sukker og stivelse fra kosten (6). Dette gger efterfol-
gende produktionen af syrer, som giver en seenkning af mund-
hulens pH-veerdi, hvilket fgrer til demineralisering af emaljen
og udvikling af caries. >
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Fra symbiose til dyshiose
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Fig. 2. Sammensatningen af den dentale biofilm skifter fra symbiose til dys-
biose, nar den "stresses” af uregelmaessig tandbgrstning og hgjt sukkerindtag.
Mangfoldigheden mindskes, og de syreproducerende og syretolerante bakterier
(rgde) vil dominere, hvilket fgrer til demineralisering af emaljen og udvikling af
caries.

Fig. 2. The composition of the dental biofilm shifts from symbiosis to dysbiosis
due to stress from excessive intake of sugars and irregular disruption (tooth
brushing). Acid producing and acid tolerant bacteria (marked red) become
abundant on expense of diversity. Eventually, this leads to demineralization

of hard tissues and formation of caries lesions.
|

I den aktive cariesproces dominerer S. mutans, men flere an-
dre syreproducerende bakterier er indblandet med en vis alder-
svariation. Hos fgrskolebgrn er fx Scardovia wiggsiae, Slackia
exigua, Granulicatella elegans og Candida albicans staerkt kob-
let til tidlig og avanceret smébgrnscaries (7,8). Individer med
kontinuerligt hgjt sukkerindtag i kosten (mad og drikke) udvi-
ser et tydeligt skifte i mundhulen mod en overrepraesentation
af Streptococcus, Scardovia, Veillonella, Rothia, Actinomyces og
Lactobacillus (9). Omvendt vil en regelmeessig tandbgrstning
med fluoridtandpasta modvirke dysbiose og stimulere til en
pget andel af ikkecariogene, sundhedsrelaterede bakterier
(10). Dette gaelder ogsé for cariesaktive individer og under-
streger vigtigheden af, at tandplejepersonalet via motiverende
samtaler deltager aktivt i arbejdet med at reducere indtaget af
frie sukkerarter.

Rod- og dentincaries adskiller sig fra emaljecaries ved, at
disse typer hardtvaev har et hgjere indhold af organisk matrix,
og bade acidogene og proteolytiske bakterier er involveret i
den progressivt nedbrydende proces (11). S. mutans og under-
grupper til Actinomycetes, som fx Actinomycesviscosus serovar
2, anses for at spille en stor rolle ved rodcaries. Laktobaciller
kan ofte pavises inde i carieret dentin med lave pH-vardier;
men det er ikke afklaret, om de spiller en @tiologisk rolle eller
er en biomarkgr for sygdommen (12). Det bgr bemaerkes, at
nogle laktobaciller har en probiotisk effekt ved at producere
bakteriociner som fx brintoverilte, som har en antagonistisk
funktion i den dentale biofilm og kan bidrage til et sundhedsre-
lateret mikrobiom. Ved standset caries ses en tydelig reduktion
iandelen af acidogene og aciduriske bakterier pa den demine-
raliserede tandflade (13).
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Fig. 3. Dannelsen af "virulens-hotspots” i den dentale biofilm, som forbindes
med lokale cariesangreb. A. Blandet dental biofilm med et fatal patogener. B.
Overgang til dysbiose, hvor biofilmen opbygges af ekstracellulzere polysakka-
rider (EPS) og en gget andel af caries-associerede bakterier. €. De syreprodu-
cerende bakterier ophobes i en rund struktur af EPS og beskyttes yderst af
ikkepatogene bakterier. Her produceres store maengder syre (H+), som lokalt
demineraliserer de harde tandvav. Billede af Eva Marie Reinwald fra Kim et al.
2020 (14).

Fig. 3. Formation of virulence-hotspots” in the dental biofilm, associated with
the localized nature of caries lesions. A. Mixed dental biofilm with few patho-
gens (for example S. mutans), B. the biofilm shift to dysbiosis with a frame of
extracellular polysaccharides (EPS) and an increased proportion of caries-asso-
ciated acid-producing bacteria, €. The acid-producing bacteria are concentrated
in a “rotund” structure covered by EPS and protected by an outer layer of non-
pathogens. In these hotspots, large amounts of acids (H+) are produced, causing
a localized demineralization of the enamel. Redrawing by Eva Marie Reinwald
from Kim et al. 2020 (14).
|

Rumlig struktur

Biofilmens mikrobielle sammensatning alene giver ikke et fyl-
destggrende billede af dysbiosen; plakkens rumlige struktur
har ogsé stor betydning. Den viser, hvor i biofilmen forskellige
typer af bakterier er lokaliseret, og hvordan de er orienteret i
forhold til hinanden. S&danne analyser har vist, at en specifik
”coronalignende” struktur i den supragingivale plak ofte ses
hos cariesaktive individer (14). En ydre skal af forskellige ik-
kepatogene organismer deekker over en indre kerne, som do-
mineres af en teet population af S. mutans (Fig. 3). Under den
yderste skal ligger et lag af ekstracellulere polysakkarider, som
heenger sammen og beskytter strukturen. Disse runde struktu-
rer skaber lokale mikromiljger, sékaldte "virulence hotspots”,
med meget lave pH-veerdier (4,0-4,5), som hurtigt fordrsager
lokale afkalkninger af tandens hérdtvaev. Dette forklarer ogsé
det kliniske billede ved tidlige carieslasioner, som typisk ikke
er jeevnt fordelt over tandfladen, men optraeder lokaliseret. Dis-
se hotspots skal fjernes med regelmassige intervaller, og den
mekaniske mundhygiejne i form af tandbgrstning morgen og
aften samt brug af tandtrad hos stgrre bgrn og voksne spiller
en central rolle.

DISKUSSION

Det er kun ca. 50 % af den orale mikrobiota, som kan dyrkes
med konventionelle teknikker, og hele 32 % beskrives som "via-
ble but not cultivable” (VBNC). Det betyder, at bakteriecellerne
lever, men ikke kan dyrkes i et laboratoriemiljg eller i noget
kendt dyrkningsmedium (15). De moderne molekylarbiolo-
giske teknikker har derfor udvidet perspektivet omkring cari-
essygdommens atiologi og biologi. Man bgr dog ogsa kende



til teknikkernes begransninger. 16S-rRNA-sekventering kan
”kun” identificere den bakterielle sammensatning pa sleegts- og
artsniveau og giver ingen information om de forskellige stam-
mer og deres funktionelle kapacitet. Dette er en ulempe, ef-
tersom der er stor variation mellem de forskellige stammers
egenskaber og virulens inden for samme familie (16). En ny
metode til analyse af bakteriernes funktionalitet i biofilmen
er metabolomet, som analyserer metabolitter, der er relateret
til forskellige feenotyper i biofilmen (10). En anden metode er
proteomet, hvor proteiner identificeres og kvantificeres i fx en
salivaprgve. Derved bliver det muligt at studere, hvordan pro-
teinprofilerne fra individer med og uden caries adskiller sig.
Béde metabolom- og proteomanalyser er lovende metoder til
fremtidig cariesdiagnostik.

Prgvetagningsteknikken kan ogsa veere af betydning ved un-
derspgelser af den orale mikrobiota. Salivaprgver anvendes ofte
af praktiske drsager som en afspejling af det orale mikrobiom
(teender, slimhinder, tunge, svalg), men saliva er ikke fuld-
kommen reprasentativ for sammensetningen af det dentale
mikrobiom. For at kunne studere den dentale biofilms rumlige
struktur kreeves prgvetagningsteknikker og analysemetoder,
som ikke forstyrrer biofilmens tredimensionelle biogeografi
(17). Desuden er plakprgver mere tidskreevende og vanske-
ligere at indsamle pé en reproducerbar méde over tid, hvilket
begraenser mulighederne for at indsamle stgrre meengder ma-
teriale under "feltmaessige” forhold.

Forskningsundersogelsers design har ogsa betydning for,
hvordan resultaterne kan tolkes. De fleste undersggelser af det
orale mikrobiom og caries er udfgrt som tvaersnitsstudier af
case-kontrol-typen, hvor cariesfrie bgrn og bern med forskellige
grader af caries er undersggt ved hjalp af salivaprgver. Disse
undersggelser giver vigtig information om sammenhangen

ABST

WHAT HAPPENS IN THE DENTAL BIOFILM DURING
CARIES ACTIVITY?

Caries is a non-communicable disease initiated by imba-
lance, or dysbiosis, of the oral ecosystem and a pH-driven
functional modification of the dental microbiome. Long-term
consumption of a high-sugar diet has a significant effect of
the diversity of the oral microbiota, decreasing the popula-
tion of some genera and species and increasing the abun-
dance of others. Acid-tolerating and aciduric genera such as
Streptococcus, Scardovia, Veillonella, Rothia; Actinomyces
and Lactobacillus are biomarkers of the disease. Functional

|
Kklinisk relevans

De moderne molekylzerbiologiske metoder har givet nye per-
spektiver pa den dentale biofilms sammensatning, funktion
og struktur ved aktiv caries og kan give indikationer pa, hvor-
dan sygdommen kan forebygges pa en langtidsholdbar made.

mellem cariesaktivitet og diverse bakterier, og det er 8benlyst,
at sleegter som Streptococcus, Veillonella, Rothia og Actinomyces
er betydelige biomarkgrer, som kan anvendes i praediktive mo-
deller. Til belysning af arsagssammenhange er det imidlertid
pakraevet at foretage prospektive studier med gentagne prg-
vetagninger, som kan pavise lokale @&ndringer i den dentale
biofilm, inden sygdommen opstér. Der er publiceret enkelte
sédanne kohortestudier omkring tidlig smébgrnscaries, og nye
genetiske og epigenetiske risikofaktorer er blevet identificeret
(18). Der mangler i hgj grad tilsvarende information vedrg-
rende caries hos voksne, heriblandt i relation til udvikling af
rodcaries. Der er sdledes behov for yderligere klinisk forskning
til undersggelse af, hvad der sker i biofilmen omkring tanden og
iden demineraliserede tandsubstans ved cariesaktivitet, samt
hvad der styrer begivenhederne.

KONKLUSION

Nye analysemetoder af den dentale biofilms sammensetning,
funktion og rumlige struktur har gget vores forstéelse af caries-
processen. Opretholdelse af symbiose og afvikling af dysbiose
hos cariesaktive patienter er centrale koncepter for en langtids-
holdbar behandling af sygdommen. ¢

(T (ENGLISH)

alterations in the dental microbiome are evident as the sugar
exposure triggers pathways increasing the metabolic acti-
vity. The spatial structure of the microbial community is of
pivotal importance. Analyses have detected localized “viru-
lence hotspots” in caries-active patients. Such communities
are composed of multiple species arranged in a corona-like
structure with a dense inner core of mutans streptococci.
Rotund communities create localized regions of highly low
pH conditions at the biofilm/tooth interface that is associated
with enamel demineralization.

W
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