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Biofilm och
bakteriekommunikation

—mojliga konsekvenser for oral profylax

® Manga avde amnen som i dag anvands for oral profylax har inte tillrackligt
god effek pa orala sjukdomar. Det beror sannolikt pa bristen pa kunskap om
att de mikroorganismer som orsakar orala sjukdomar oftast lever organiserade
i komplexa bakteriesamhallen i stallet for som isolerade encelliga organismer.
Nya forsok att studera genuttryck och reglering hos mikroorganismer som
inte harstammar fran munnen har kastat ljus over ett signalsystem som gor
det mojligt for bakterierna att kommunicera med varandra, ett sa kallat
quorum sensing-system. Vi saknar dock fortfarande information om de
molekylara mekanismer och signalvagar som medverkar vid bildandet
av plackbiofilm.
En battre forstdelse for dessa processer ar avgorande for majligheten
att kunna utveckla nya strategier for att forebygga orala sjukdomar. Att kunna
paverka quorum sensing-systemen anser vi vara en lovande strategi. Att lara sig
forsta hur dessa system fungerar i orala biofilmer ar en viktig utmaning for
framtida forskning.
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rdet biofilm dyker allt oftare upp 1i litteratu-

ren och antalet publikationer som avhandlar

amnet har okat stort sedan begreppet togs i
bruk i slutet av sjuttiotalet [1]. Men vad dr egentligen
biofilm och vilka konsekvenser har det faktum att bak-
terierna viljer att leva tillsammans i biofilm? Bakterier
har traditionellt setts som enkla, encelliga organismer.
Mikrobiologer har ocksa i huvudsak studerat bakte-
rier som véxer i flytande medier eller i odlingsskalar.
Detta har gett oss nyttig kunskap om och forstaelse for
sammanhangen mellan bakterier och sjukdom. Men
man har ocksd missat information om viktiga sidor
av bakteriernas liv. Det visar sig nimligen att bakte-
rier i verkligheten inte lever isolerade som encelliga
organismer. Oftast lever de fista pa ytor och 4r orga-
niserade i komplexa bakteriesamhillen som vi kallar
biofilm. Dentalt plack ér en typisk biofilm.

Redan pd1800-talet beskrev Antonie van Leeuwen-
hoek med sitt egenkonstruerade mikroskop den ora-
la mikrofloran som en biofilm. Han intresserade sig
for plack, ”scurf”, som han kallade det. Bakterierna
han ség i sitt mikroskop kallade han “animalcules” I
ett brev frdn 1683 skriver han om sina observationer:
“The number of these animalcules in the scurf of a
man is so many that I believe they exceed the number
of men in a Kingdom.”

Vidare gjorde han fors6k med vinittika som anti-
bakteriellt medel. ”I took in my mouth some very
strong wine-vinegar, and closing my teeth, I gargled
and rinsed them very well with the vinegar. Afterwards
I washed them very well with fair water, but there
were an innumerable quantity of animalcules yet re-
maining in the scurf upon the teeth. I took a very little
wine-vinegar and mixed it with the water in which the
scurf was dissolved, whereupon the animalcules died
presently. From hence I conclude, that the vinegar with
which I washed my teeth, killed only those animalcules
which were on the outside of the scurf, but did not pass
through the whole substance of it.”

Dettaiakttagande beskriver viktiga egenskaper hos
bakteriella biofilmer.

Bakterier i biofilm

En bakteriell biofilm bestér av bakterier som dr fasta
vid ett underlag i en omgivande matris. Matrisen
som binder samman bakterierna dr en blandning av
polysackarider, proteiner och pNA som hirstammar
fran bakterierna [2]. Bakterier i biofilm bildar tredi-
mensionella samhéllen som innehéller vitskekanaler
for bland annat transport av naringssubstrat, avfalls-
produkter och olika signalmolekyler [3].

Bakterier som lever i biofilm 4r mindre kénsliga for
antimikrobiella zmnen och virdens immunforsvar dn
bakterier som lever fritt i ett flytande medium [4, 5].
Koncentrationen av det iamne som dodar fritt flytande
bakterier méste 6kas helst upp till tusen génger for att
ha motsvarande effekt pa bakterier i biofilm [5]. Det dr
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det van Leeuwenhoek observerade pé sin tid nir han
gjorde sina studier med vinittikan. Denna tydliga re-
sistens kan forklara varfér manga dmnen som anvints
for oral profylax har samre klinisk effekt dn vintat
jamfort med resultat frdn laboratorietester.

En forklaring till bakteriers resistens i biofilm dr att
strukturen i en biofilm hindrar aktiva molekyler fran
atttranga neridjupet avbiofilmen. Detkan dven vara
sd att molekylerna inaktiveras pd biofilmens yta.

En annan forklaring till den specifika resistensen
kan vara bakteriernas varierande tillvixthastighet i
biofilm. Bakteriernas sensitivitet dr beroende av de-
ras tillvixthastighet. En bakteriekultur som vixer
fort dr mest sensitiv for ett himmande dmne. Efter-
som bakterierna vixer langsammare i biofilm dn i ett
flytande medium blir de mindre sensitiva.

Pé grund av mingden niring, avfallsprodukter, pH
och syre bildas olika mikromiljoer i biofilmen. Bakte-
rierna har formdga att ldsa av och anpassa sig till olika
forhallanden genom att sla av och pé gener efter sina
egna behov. Anpassningsformagan kréver att bakte-
rierna kan reglera ett stort antal gener. Ny forskning
har visat att bakterierna pd detta sitt dndrar sina egen-
skaper nir de befinner sig i en biofilm.

Nir till exempel Streptococcus mutans vixer i biofilm
regleras cirka 20 procent av bakteriens gener antingen
upp eller ned jamfort med nir den lever i ett flytande
medium [6]. De enzymer som S. mutans anvinder
for att gora polysackarider uttrycks ocksa i olika grad
beroende pa om biofilmen ir tjock och mogen eller
tunn och omogen [7]. Andra exempel pa fordndrad
genaktivitet i biofilm dr enzymen urease i Streptococcus
salivarius [8] och avsondringen av en rad proteiner i
Actinobacillus actinomycetemcomitans [8].

Den biofilmbildning i Pseudomonas aeruginosa
som orsakar allvarlig lunginflammation hos patien-
ter med cystisk fibros dr noga studerad. Hos denna
bakterie har man funnit mellan 40 och 50 procents
skillnad i antalet genuttryck beroende pa om bak-
terierna lever fritt flytande eller i olika stadier av
biofilmbildning [9].

Biofilmbildning dr en stegvis process som inleds
med att fritt flytande bakterier fister vid en prote-
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Figur 1. De olika stegen
i biofilmbildning.
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Figur 2. Bakterierna producerar signalmolekyler som skickas ut i omgiv-
ningarna. Antalet signalmolekyler ar avhangigt av antalet bakterier. Nar
antalet bakterier har natt ett visst troskelvarde, quorum, kan bakterierna
registrera signalen som satter i gang transkription av givna malgener.

Figur 3. Bioluminiscens,

genom att vissa gener
transkriberas, slds pa, vid
en viss bakterietathet,
quorum i V. harveyi.
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Figur 4 a-b. Biofilmbildning av orala streptokocker som satts igdng med
quorum-signalering framkallad av en syntetisk kompetensstimulerande
peptid, scsp. Figur 4 a visar biofilm utan scsp och 4 b med scsp.
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lysande blatt ljus, uttrycks

intdckt yta. Ytan koloniseras och enskilda bakterier
lockas till platsen. Dessa bakterier mognar sa sma-
ningom och lossnar till slut. (Figur 1). Det har pé sa
sitt skapats goda forutsittningar for att uttrycket av
de gener som dr involverade i de olika processerna
ska kunna koordineras och regleras ritt [9—12]. Detta
sker via olika signalsystem som gor att bakterierna
kan kommunicera med varandra. I bakterierna sit-
ter kommunikationen igdng kaskader av reaktioner.
Resultatet kan bli antingen aktivering eller himning
av transkription av olika gener.

Bakterierna kan reagera pé externa stimuli i den
omgivande miljon och anvinda signalmolekyler som
vi dnnu inte kinner till. I andra signalsystem 4r mo-
lekylerna bittre kidnda. Bakterietitheten dr en typ
av stimuli som kan sitta igdng olika signalsystem.
Bakterietdthetsberoende signalsystem kallas quorum
sensing-system (quorum=det minsta antal medlem-
mar av en forsamling som méste vara nirvarande for
att forsamlingen ska vara beslutsmassig).

Bakterierna anvidnder olika molekyler som quo-
rum-signaler. Koncentrationen av signalmolekyler dr
ett resultat av bakterietitheten. Nar koncentrationen
av signalmolekyler har nétt ett visst troskelvirde,
quorum, kan bakterien registrera och svara pd sig-
nalen. Nir antalet bakterier nar den kritiska nivan
kan de med hjilp av quorum-signaler koordinera
sina genuttryck (Figur 2). For bakterierna betyder
detta att de kan skruva av eller pa viktiga gener pa
ett koordinerat sitt. De kan med andra ord ”dra at
samma hall”.

Det finns mdnga quorum-signalsystem i béade
grampositiva och gramnegativa bakterier. Bakterierna
anvinder dessutom olika signalmolekyler som quo-
rum-signaler. Grampositiva bakterier anvinder oligo-
peptider som signalmolekyler medan gramnegativa
bakterier anvinder homoserinlaktoner. Ménga quo-
rum-molekyler dr mycket specifika och innebdr att de
endast kan anvindas fér kommunikation mellan bak-
terier av samma art (intra specieskommunikation).
Nyligen uppticktes ett annat kommunikationssystem,
autoinducer-2-systemet (a1-2). I motsats till de flesta
andra quorum-system som anvinds av bakterierna for
intra-specieskommunikation kan Ar-2 anvindas som
ett mer generellt kommunikationssystem. Férenklat
kan man siga att med hjilp av det forsta quorum-sys-
temet kan bakterien kommunicera med och kontrol-
lera sina likar medan A1-2 dessutom kan anvindas for
att kommunicera med andra [13].

A1-2 beskrevs forst for sin forméga att stimulera
biologiskt ljus i marina bakterier, exempelvis Vibrio
harveyi [14].1 figur 3 ser vi hur en bakteriekultur av
V. harveyi slar pd generna f6r luminiscens och lyser
med ett bldaktigt ljus nér titheten i bakteriekulturen
ndr en viss niva. Senare studier har bekriftat att en
rad grampositiva och gramnegativa bakterier har
gener som producerar Ar-2-signalmolekyler [15-17].
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Strukturen for ar-2 i V. harveyi liknar inte ndgra
andra kinda signalmolekyler. Man kinner inte hel-
ler till molekylstrukturen hos a1-2 i de flesta andra
bakterier. Ddremot vet man att produktionen av Ar-2
ar beroende av ett enzym som genen LuxS kodar for.
DNA-sekvensen for LuxS genen ser ut att vara lika i
mdnga bakterier (Schauder et al 2002).

Kommunikation i plackbiofilm

Det dr rimligt att anta att det sker en livlig kommu-
nikation mellan bakterierna i plackbiofilm. I labora-
torieforsok har man visat olika orala bakteriers kom-
munikationsférmaga (Tabell 1). Kommunikation via
signalsystem visades forst i Streptococcus gordonii
[18]. Genom att sla ut den gen som reglerar formagan
till naturlig omvandling, transformation, i S. gordo-
nii fann man att den ockséd forlorade formégan att
bilda biofilm. Transformation innebdr att bakterier-
na kan ta upp pNa frdn sin omgivning, inforliva det i
sitt eget genom och didrmed fd dndrade egenskaper.
Man tidnker sig att streptokockerna genom en trans-
formation kan anpassa sig till olika miljoer
genom att de tillignat sig egenskaper fran andra bak-
terier. Transformationen i S. gordonii regleras av ett
quorum-signalsystem. Signalmolekylen dr en peptid,
kompetensstimulerande peptid, csp [19,20]. Genom
att sld ut gener som &r knutna till kompetensut-
veckling fann man att bakteriens formaga att bilda
biofilm reducerades kraftigt [21—23]. I figur 4 ser vi
hur csp kan stimulera bakterier att bilda mer biofilm.

Biofilm och oral profylax

Foérutom att sitta igdng transformationen reglerar
csp bakteriernas formaga att téla stress [24]. Detta
system dr till exempel inblandat i S. mutans formaga
att anpassa sig till en sur miljo [25].

Signaloverforing via Ar-2-systemet och genen for
LuxS idr pévisad i flera orala bakterier (till exem-
pel Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Fusobacteriumnucleatum, A. actinomycetemcomitans,
S. mutans [26,27] och S. gordonii [28—32]) (Tabell 1).

A1-2-signaleringens betydelse for biofilmbildning
i S. mutans [26, 27] och S. gordonii [28] 4r inte fdr-
digutredd. Inaktivering av LuxS-genen tycks emeller-
tid paverka S. mutans i biofilmbildningen om den har
tillgéng till socker [27].1S. gordoniileder inaktivering
till ett dndrat uttryck av enzymer som 4r knutna till
kolhydratmetabolismen [28]. Om LuxS-genen slés
ut dndrar P. gingivalis uttrycket av virulensfaktorer
som hemagglutinin- och proteasaktivitet [29, 30].
I A. actinomycetemcomitans stimuleras leukotoxin-
produktionen av Ar-2 [31]. A1-2 dr ocksd inblandad
i bakteriens anpassning till en miljé6 med begrinsad
tillgdng till jarn [31, 32].

Eftersom ar1-2-systemet anvinds fér kommunika-
tion mellan bakterier dr studier av biofilmer med
flera typer av bakterier sdrskilt viktiga. S. gordonii
och P, gingivalis bildar normalt biofilm tillsammans.
Intressant nog visades nyligen att inaktivering av
LuxS-geneni P. gingivalisochiS. gordoniiledde till att
biofilmbildningen reducerades kraftigt [28].

Tabell 1. “Quorum”-signalering i orala bakterier

Signalmolekyl Bakterie

Fenotypisk effekt pa

Streptococcus mutans

cspa) Streptococcus gordonii
Streptococcus intermedius

Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
Streptococcus sanguis
Streptococcus crista
Streptococcus anginosus
Streptococcus constellatus

Biofilmbildning, biofilmstruktur, naturlig transformation,
stress- och syretolerans, cell-separation

Biofilmbildning, naturlig transformation

Naturlig transformation

AI-2b) Streptococcus gordonii

Porphyromonas gingivalis

Actinobacillus
actinomycetemcomitans

Biofilmbildning med Porphyromonas gingivalis,
kolhydratmetabolism

Biofilmbildning med Streptococcus gordonii,
proteas- och hemagglutininaktivitet
Fusobacterium nucleatum Okand

Prevotella intermedia Okand

Adaptation till jarnbegransad miljo, leukotoxin-produktion

a) CspP; Kompetensstimulerande peptid
b) Al-2; Autoinducer 2
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Profylax

Utvecklingen och spridningen av multiresistenta
bakteriestammar och det faktum att det ofta fore-
kommer behandlingsresistenta biofilminfektioner
gor att man forsoker hitta nya sitt att bekdmpa bak-
teriella infektioner pa. Det 4r dags att ga fran anti-
bakteriella till antipatogena dmnen: I stillet for att
sla ut bakterierna bér man forsoka gora dem mindre
virulenta genom att reglera och begrdnsa deras ut-
tryck av virulensfaktorer.

En mojlig vig i framtiden kan vara att forsoka
péaverka bakteriernas kommunikationssystem. Med
hjilp av gensekvensdata frén bakteriella genom och
det humana genomet kan man identifiera genmaél
som dr unika for bakterier.

Ur terapeutisk synvinkel dr gener som ar livsvik-
tiga for bakteriernas overlevnad ett aktuellt mél. Ur
profylaktisk synvinkel 4r malet att kunna stora bak-
teriernas mojligheter att orsaka sjukdom utan att
balansen i normalfloran paverkas. I munhalan kan
man tdnka sig att anvinda sdidana mekanismer for
att till exempel etablera en ekologisk balans som
uppritthaller oral hilsa.

Vi antar att en mogen plackbiofilm &r resultatet
av en serie vil reglerade processer dir var och en kan
representera ett potentiellt méal for biofilmkontroll.
Hir diskuterar vi hur vi tinker oss att paverkan
genom signaldverforing skulle kunna anvandas som
profylaktisk metod.

Interferens med signal6verforing

Den australiska rodalgen Delisea pulchra klarar sig
fran att bli koloniserad av bakterier genom att den
producerar s kallade furanoner som sekundira me-
taboliter. Furanon har en struktur som motsvarar
quorum-signalmolekylerna homoserinlaktoner. Ho-
moserinlaktoner anvinds som quorum-signal av
gramnegativa bakterier. Furanoner kan syntetiseras
och har visat sig kunna himma biofilmbildning i
P. aeruginosa [33]. Man har ocksd funnit andra mole-
kyler i naturen som kan stéra homoserinlaktonme-
dierad signaloverforing, till exempel molekyler som
produceras av bacillus- och variovoraxarter [34—36].

Genom att sld ut acylgruppen pa homoserinlak-
toner kan man stora signaloverforingen. Enzymet
acylas I frén svin visade sig nyligen kunna sld ut
homoserinlaktoner frin gramnegativa bakterier [37].
I marina bakterier ledde detta till minskad biofilm-
bildning.

En annan mojlighet att pdverka signaloverforingen
ar att anvinda syntetiska signalmolekylanaloger, biade
agonister och antagonister [38—40]. Staphylococcus au-
reus anvander tiolakton oligiopeptider som signalmo-
lekyler. De kan bade aktivera och hdmma quorum-sig-
naler. Naturligt forekommande signalmolekyler med
smd forandringar kan minska virulensen i S. aureus
[41].Iodontologiska sammanhang dr det intressant att

det bredspektrade triklosan som anvinds i tandkrdm
hdmmar syntes av foregingaren till homoserinlak-
toner [42]. Homoserinlaktonsignaler har dock inte
pévisats i orala bakterier [17, 30, 43].

De kinda quorum-signalsystemen i orala bak-
terier dr Ar-2-systemet och det peptidinducerade
signalsystemet csp. AI1-2-systemet dr ett universellt
quorum-system som anvinds av bade grampositiva
och gramnegativa bakterier. Ddrfér kan Ar-2 vara
ett intressant mél for profylax. ar-2 pdverkar bind-
ningen av P. gingivalis till S. gordonii i biofilm [28].
Vi saknar dock fortfarande kunskap om ar-2:s roll i
plackbiofilmer. Den kunskapen dr nédvindig for att
vi ska kunna bedéma méjligheterna till profylaktisk
intervention.

Att forsoka stora csp-signalsystemet kan vara ett
annat sitt att bekdmpa biofilmrelaterade sjukdomar.
S. gordonii och S. mutans formaga att bilda biofilm
skulle kunna minska om man kan léra sig att stora
csp-signalsystemet. Vi vet dnnu inte om tidiga ko-
lonisatorer som Streptococcus oralis, Streptococcus
sanguis och Streptococcus mitis, anviander signalen
vid biofilmbildning. Det skulle vara intressant att ta
reda pd om man genom att tillsétta syntetiskt csp kan
sdtta igdng biofilmbildning. I s fall skulle csp kunna
anvindas for att etablera en skyddande biofilm som
kan hindra kolonisering av mer virulenta stammar.
Vi vet att quorum-system och andra signalsystem
ar beroende av milj6faktorer. Det dr dérfor viktigt
att ta reda pa om de dven fungerar under kliniska
forhéllanden.

Framtidsvisioner

Om forebyggandet av oral sjukdom ska baseras pa att
angripa eller forebygga biofilmbildning dr det viktigt
att kinna till om bakterierna har utvecklat specifika
mekanismer for att kunna leva i biofilm. Om det dr
sd, 4r de mekanismer som ingdr i biofilmbildningen
limpliga mal for intervention. De olika stadierna i
biofilmbildning tycks folja i stort sett samma mons-
ter hos de flesta bakterier men biofilmarkitekturen
och de molekyldra mekanismer som dr inblandade
varierar. Mekanismerna for biofilmbildning i P. ae-
ruginosa ar karaktiristiska och kan tjana som modell
for hypoteser om funktionen hos andra bakterier.
Att kunna stora quorum-systemen i orala bakterier
ar en intressant mojlighet att kunna forebygga oral
sjukdom i framtiden. Vi saknar dock fortfarande
information om de molekyldra mekanismer och sig-
nalvigar som medverkar vid bildandet av plackbio-
film. Hir ligger en viktig utmaning for forskningen.
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English summary

Biofilm and communication between bacteria

- possible strategies for prevention of oral diseases
Anne Aamdal Scheie & Fernanda Cristina Petersen
Tandldkartidningen 2006; 98 (2): 34—9

Few of the existing oral prophylactic agents have
significant effects on oral diseases, which could be
due to the failure to recognise that the microorga-
nisms involved organize into complex biofilm com-
munities with features that differ from free floating
cells. Recent approaches to study microbial gene ex-
pression and regulation in non-oral microorganisms
have shed light on quorum sensing systems for the
transduction of signals that allow coordinated gene
expression. Information is still lacking on the genetic
regulation of dental plaque formation.Thus, a better
understanding of these processes is of considerable
importance for the development of novel strategies
to prevent oral disease. We suggest that interfering
with quorum sensing systems represents promising
strategies for the prevention of oral diseases. There-
fore, defining the functions of such systems in oral
biofilms is the challenge for future studies.
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