Biofilm og bakterie-
kommunikasjon -
mulige konsekvenser
for oral profylakse

Anne Aamdal Scheie og Fernanda Cristina Petersen

Bortsett i fra fluorider er det fa kjemiske stoffer som

i nevneverdig grad virker forebyggende pa plakkrela-
terte orale sykdommer som karies og periodontitt. En
forklaring kan vaere at bakteriene som er involvert,
organiserer seq i sakalte biofilmer. Biofilmer er kom-
plekse tredimensjonale samfunn av bakterier. Mens mi-
krobiologer tradisjonelt har studert bakterier i flytende
medier i laboratoriet, vet vi na at bakterier i naturen,
biofilmbakterier, uttrykker andre egenskaper enn de
frittflytende. Senere tiders muligheter for & studere
genekspresjon og genrequlering i bakterier har gitt ny
kunnskap om kommunikasjonssystemer, guorum-sen-
sing-systemer, som tillater bakteriene & koordinere sine
genuttrykk. Vi mangler fortsatt informasjon om hvor-
dan bakteriene requlerer sine gener for & danne dentalt
plakk, sdkalt oral biofilm. Mer kunnskap om disse pro-
sessene er viktig for & utvikle nye strategier for a fore-
bygge sykdommer forarsaket av orale biofilm bakterier.
A interferere med bakterienes kommunikasjonssyste-
mer kan vise seg som lovende metoder. Det er derfor
en utfordring for odontologisk forskning a belyse og
forstd hvordan slike kommunikasjonssystemer virker
hos orale bakterier. Denne artikkelen diskuterer disse
aspektene.

rdet biofilm dukker stadig oftere opp i littera-
turen og antall publikasjoner som omhandler
emnet har gkt eksponentielt siden begrepet ble
tatt i bruk pa slutten av syttitallet (1). Men hva er egentlig
biofilm og hvilke konsekvenser har det at bakteriene velger
a leve sammen i biofilm? Tradisjonelt har bakterier blitt sett
pa som enkle, encellede organismer, og mikrobiologer har
i hovedsak studert bakterier som vokser i flytende medier
eller pa bakterieskaler. Dette har gitt oss nyttig kunnskap og
forstdelse av sammenhengen mellom bakterier og sykdom.
Imidlertid har man ved denne tilnaermingen gatt glipp av in-
formasjon om viktige sider av bakterienes liv. Det viser seg
nemlig at bakterier i virkeligheten ikke lever isolert. Som
oftest lever de festet pa overflater organisert i komplekse
bakteriesamfunn som vi kaller biofilm. Dentalt plakk er en
typisk biofilm.

Det er interessant at Antonie van Leeuwenhoek med sitt selv-
konstruerte mikroskop beskrev den orale mikroflora som
en biofilm allerede pa sekstenhundretallet. Han interesserte
seg for plakk, »scurf¢, som han kalte det. Bakteriene han sa
i mikroskopet sitt kalte han »animalcules«. I et brev fra 1683
skriver han om sine observasjoner: »The number of these ani-
malcules in the scurf of a man is so many that I believe they exceed
the number of men in a Kingdom«. Videre gjorde han forsgk med
vineddik som antibakterielt middel. »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 animal-
cules yet remaining 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«. Dette beskriver viktige
egenskaper ved bakterielle biofilmer.

Bakterienes livsstil i en biofilm
En bakteriell biofilm bestir av bakterier festet til et under-
lag i en omgivende matriks. Matriksen som holder bakteri-
ene sammen er en blanding av polysakkarider, proteiner og
DNA som stammer hovedsakelig fra bakteriene (2). Bakte-
rier i biofilm danner tredimensjonale strukturerte samfunn
med veeskekanaler for blant annet transport av naeringssub-
strater, avfallsprodukter og ulike signalmolekyler (3).
Bakterier i biofilm er langt mindre sensitive overfor anti-
mikrobielle stoffer og vertens immunforsvar enn nar de le-
ver fritt i flytende medium (4). Konsentrasjonen av et stoff
som dreper fritt flytende bakterier ma okes, gjerne fra ti
til tusen ganger for a ha tilsvarende effekt nar bakteriene
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Fig. 1. De ulike trinn i biofilmdannelse.

vokser i biofilm (4). Dette er nettopp hva van Leeuwenhoek
i sin tid observerte med vineddiken han testet. Denne til-
synelatende resistensen kan forklare hvorfor mange stoffer
benyttet til oral profylakse har darligere effekt klinisk enn
forventet ut i fra laboratorietester.

En forklaring pa den tilsynelatende resistensen har veert at
strukturen i en biofilm hindrer diffusjon av aktive molekyler
inn i dybden av biofilmen, eller at molekylene inaktiveres i
overflaten av biofilmen.

En annen forklaring pd den tilsynelatende resistensen
kan veere bakterienes varierende veksthastighet i biofilmen.
Det er slik at bakterienes sensitivitet er avhengig av deres
veksthastighet. En bakteriekultur som vokser fort vil veere
mest sensitiv overfor et hemmende stoff. Bakteriene vokser
langsommere i biofilm enn i flytende medium. Derved blir
bakteriene mindre sensitive.

I en biofilm dannes ulike mikromiljger pa grunn av gradi-
enter av for eksempel naring, avfallsprodukter, pH og ok-
sygen. Dette registrerer bakteriene og tilpasser seg de vari-
erende forhold ved & skru av og pa gener etter sine egne be-
hov. En slik tilpasning krever regulering av et stort antall ge-
ner. Nyere forskning har vist at bakteriene pa denne maten
endrer egenskaper nar de befinner seg i en biofilm.

Nar for eksempel Streptococcus mutans vokser i biofilm, blir
ca. 20% av dens gener enten oppregulert eller nedregulert i
forhold til nar den lever i flytende medium (5). Enzymene
som S. mutans bruker til & lage polysakkarider uttrykkes
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ogsa i forskjellig grad avhengig av om biofilmen er tykk og
moden eller tynn og umoden (6). Andre eksempler pa en-
dret genaktivitet i biofilm er enzymet urease i Streptococcus
salivarius og sekretering av en rekke proteiner i Actinobacillus
actinomycetemcomitans (7).

Biofilmdannelse i Pseudomonas aeruginosa, som forarsaker
alvorlig lungebetennelse hos pasienter med cystisk fibrose,
er mye studert. I biofilm sammenlignet med fritt flytende
bakterier og i ulike stadier av biofilmdannelsen har man
funnet mellom 40 og 50% forskjell i uttrykte gener hos den-
ne bakterien (8).

Biofilmdannelse er en trinnvis prosess som starter med
adhesjon av frittflytende bakterier til en proteindekket over-
flate, etterfulgt av kolonisering, koadhesjon, modning og
lpsning av enkelte bakterier (Fig. 1). Det er gode holdepunk-
ter for at uttrykk av gener som er involvert i de ulike proses-
sene er koordinerte og velregulerte (8-10). Dette skjer via
forskjellige signalsystemer som tillater bakteriene 4 kommu-
nisere med hverandre. I bakteriene setter kommunikasjon-
en i gang kaskader av reaksjoner. Resultatet kan veere akti-
vering eller hemning av transkripsjon av ulike gener.

Bakteriene kan reagere pa eksterne stimuli i miljget. I
dette tilfellet kan de bruke signalmolekyler som vi enda
ikke kjenner. I andre signalsystemer er molekylene bedre
kjent. Bakterietetthet er en type stimulus som kan sette i
gang signalsystemer. Slike bakterie-tetthetsavhengige signal-
systemer kalles »quorum sensing«-systemer. Ordet »quorum«
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Fig. 2. Bakteriene produserer signalmolekyler som sendes ut

i omgivelsene. Antall signalmolekyler vil veere en funksjon

av antall bakterier. Nar antall bakterier har nadd en viss ter-

skelverdi, quorum, er bakteriene i stand til a registrere signa-

let som setter i gang transkripsjon av gitte malgener.

Fig. 3. Bioluminisens, lysende blatt lys, uttrykkes ved at

visse gener transkriberes, »skrus pag, ved en viss bakterie-

tetthet, quorum i V. harveyi.

betyr »det minste antall medlemmer av en forsamling som
ma veere tilstede for at forsamlingen skal veere beslutnings-
dyktig«.

Bakteriene benytter ulike molekyler som quorum-signaler
Konsentrasjonen av signalmolekyl vil veere en funksjon av
bakterietettheten. Ikke fgr konsentrasjonen av signalmole-
kyler har nadd en viss terskelverdi, quorum, vil bakterien
vaere i stand til a registrere og respondere pa signalet. Nar
antall bakterier nar det kritiske niva kan de ved hjelp av
quorum-signaler koordinere sine genuttrykk (Fig. 2). For bak-
teriene betyr dette at de kan skru av eller pa viktige gener pa
en koordinert mate. De kan med andre ord »trekke i flokk.

Vi finner mange quorum-signalsystemer i bade gram-
positive og gramnegative bakterier. Bakteriene benytter
ulike signalmolekyler som quorum-signaler. Grampositive
bakterier benytter oligopeptider som signalmolekyler,
mens gramnegative bakterier benytter homoserin-laktoner.
Mange quorum-molekyler er svert spesifikke. Dette inne-
beerer at de kun kan benyttes til kommunikasjon mellom
bakterier av samme spesies. Nylig avdekket man imidlertid
et annet kommunikasjonssystem, autoinduser-2-systemet
(AI-2). I motsetning til de fleste andre quorum-systemer som
benyttes av bakteriene til intra-spesies-kommunikasjon,
kan bakteriene benytte Al-2-systemet som et mer generelt,
interspesies, kommunikasjonssystem. Enkelt kan man si at
ved hjelp av det tidligere beskrevne quorum-systemet kan
bakterien kommunisere med og kontrollere sine likemenn,
mens Al-2 i tillegg kan benyttes til 8 kommunisere med an-
dre (11).

AI-2 ble fgrst beskrevet & stimulere bioluminisens i marine
bakterier slik som Vibrio harveyi (12). I Fig. 3 ser vi hvordan
en bakteriekultur av V. harveyi skrur pa genene for lumini-
sens og lyser med et blalig lys nar tettheten av bakteriekul-
turen ndr et visst niva. Senere studier har bekreftet at en rek-
ke bade grampositive og gramnegative bakterier har gener
for & produsere Al-2-signalmolekyler (13, 14). Strukturen til
Al-2 fra V. harveyi ligner ikke noen andre kjente signalmole-
kyler. For de fleste andre bakterier kjenner man ikke mole-
kylstrukturen for AI-2. Man vet imidlertid at produksjonen
av Al-2 avhenger av et LuxS-enzym. LuxS ser noksa lik ut i
mange bakterier (15).

Kommunikasjon i plakkbiofilm

Det er rimelig a anta at det foregar livlig kommunikasjon
mellom bakteriene i plakkbiofilm. I laboratoriet har man
pavist evnen til kommunikasjon hos ulike orale bakterier
(Tabell 1). Kommunikasjon via signalsystemer ble f@rst vist i
Streptococcus gordonii (16). Ved a inaktivere et gen som regu-

lerer evnen til naturlig transformasjon i S. gordonii, fant man
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Tabell 1. »Quorumc«-signalering i orale bakterier.

Signalmolekyl

CSP)

Al-2Y

Bakterie

Streptococcus mutans

Streptococcus gordonii
Streptococcus intermedius

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

Streptococcus gordonii

Porphyromonas gingivalis

Fusobacterium nucleatum
Prevotella intermedia

Actinobacillus actinomyce-
temcomitans

9 CSP; Kompetansestimulerende peptid
) AI-2; Autoinducer 2

at de ogsd mistet evnen til & danne biofilm. Naturlig trans-
formasjon innebeerer en tilstand der bakteriene er i stand til
a ta opp DNA fra omgivelsene, inkorporere det nye DNA i
sitt eget genom, og derved fi endrete egenskaper. Man ten-
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Fenotypisk effekt

Biofilmdannelse, biofilmstruktur, naturlig transformasjon, stress og

syretoleranse, celleseparasjon

Biofilmdannelse, naturlig transformasjon

Naturlig transformasjon

Biofilmdannelse med Porphyromonas gingivalis, karbohydratmetabolisme

Biofilmdannelse med Streptococcus gordonii, protease og

hemagglutininaktivitet
Ukjent

Ukjent

Adaptasjon til jernlimitert miljg, leukotoksin produksjon

S. mutans biofilm med SCSP

ker seg at streptokokkene ved slik naturlig transformasjon
lett kan til passe seg skiftende miljgforhold ved a tilegne seg
egenskaper fra andre bakterier. Naturlig transformasjon i S.
gordonii reguleres av et quorum-signalsystem. Signalmoleky-

Fig. 4. Biofildannelse av
orale streptokokker ved
quorum-signalering indusert
av syntetisk kompetansesti-
mulerende peptid, SCSP.
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let i dette systemet er et peptid, det sakalte kompetansesti-
mulerende peptid (CSP) (17). Ved a inaktivere gener knyttet
til kompetanseutvikling, for eksemplet genet som koder for
CSP i S. mutans, fant man at bakteriens evne til 4 lage biofilm
ble sterkt redusert (18,19). I Fig. 4 ser vi hvordan vi ved a
tilsette CSP stimulerer bakteriene til & danne mer biofilm. I
tillegg til a indusere naturlig transformasjon regulerer CSP
ogsa bakterienes evne til a tdle stress (20). For eksempel er
dette systemet involvert i evnen S. mutans har til a tilpasse
seg et surt miljg (21).

Signaloverfgring via AI-2 systemet og genet for LuxS er
pavist i flere orale bakterier, for eksempel i Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, A.
actinomycetemcomitans, S. mutans (22,23) og S. gordonii (24-27)
(Tabell 1).

Betydningen av Al-2-signalering for biofilmdannelse i S.
mutans (22,23) og S. gordonii (24) er ikke avklart. Inaktivering
av LuxS-genet synes imidlertid a pavirke S. mutans i biofilm-
dannelsen nar den har tilgang til sukker (23). I S. gordonii
forer tilsvarende inaktivering til endret uttrykk av enzymer
knyttet til karbohydratmetabolismen (24). P. gingivalis en-
drer uttrykk av virulensfaktorer slik som haemagglutinin og
proteaseaktivitet nar LuxS-genet inaktiveres (25,26). I A. ac-
tinomycetemcomitans stimuleres leukotoksinproduksjonen av
AI-2 (26). AI-2 er ogsa involvert i bakteriens tilpasning til et
miljg som har begrenset tilgang pa jern (26,27).

Siden Al-2-systemet benyttes for inter-spesies-kommu-
nikasjon, er studier av biofilmer med flere typer bakterier
seerlig viktig. S. gordonii og P. gingivalis danner normalt bio-
film sammen. Interessant nok ble det nylig vist at inaktive-
ring av LuxS-genet i P. gingivalis og i S. gordonii forte til at
biofilmdannelsen ble sterkt redusert (24).

Profylakse

Den senere tids utvikling og spredning av multiresistente
bakteriestammer og hyppige forekomst av behandlings-
resistente biofilminfeksjoner gjgr at man sgker andre mater
a bekjempe bakterielle infeksjoner pa. Tiden er inne for 4 ga
fra bruk av antibakterielle til antipatogene stoffer. Det vil si,
isteden for 4 ta livet av bakteriene bgr man sgke 4 gjgre dem
mindre farlige ved a regulere og begrense deres uttrykk av
virulensfaktorer.

En mulig vei i fremtiden vil kunne veere a interferere med
bakterienes kommunikasjonssystemer. Ved hjelp av tilgjen-
gelige gensekvensdata fra bakterielle genomer og fra det hu-
mane genom kan man identifisere aktuelle genmal som er
unike for bakterier.

For terapeutiske formal vil essensielle gener for bakteri-
enes liv representere aktuelle mal. For profylaktiske formal
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er det rimelig & interferere med bakterienes muligheter for a
forarsake sykdom uten at balansen i normalfloraen forstyr-
res.

I munnhulen kan man tenke seg & benytte slike mekanis-
mer for eksempel for & etablere en gkologisk balanse som
opprettholder oral helse.

Vi antar at en moden plakkbiofilm er resultatet av en serie
velregulerte prosesser, hvor hver av dem kan representere
et potensielt mal for biofilmkontroll. I det fglgende vil vi
diskutere hvordan vi tenker at interferens med signalover-
fgring kan utnyttes som profylaktisk metode.

Interferens med signaloverfgring

Den australske rgdalgen Delisea pulchra unngdr & bli kolo-
nisert av bakterier ved at den produserer sakalte furanoner
som sekundeere metabolitter. Furanon har en tilsvarende
struktur som quorum-signalmolekylene homoserinlaktoner.
Homoserinlaktoner benyttes som guorum-signal av gram-
negative bakterier. Furanoner kan syntetiseres og er vist a
kunne hemme biofilmdannelse i P. aeruginosa (28). Man har
ogsa funnet andre molekyler i naturen som kan forstyrre
homoserinlaktonmediert signaloverfgring, for eksempel
molekyler produsert av bacillus og variovorax-spesies (29,30).

Ved a fjerne acylgruppen pa homoserinlaktoner vil signal-
overfpringen forstyrres. Enzymet acylase I fra svin ble ny-
lig vist a veere i stand til & deacylere homoserinlaktoner fra
gramnegative bakterier (31). I marine bakterier forte dette til
redusert biofilmdannelse.

En annen mulighet til 4 interferere med signaloverfgring
er a benytte syntetiske signalmolekylanaloger. Det er rap-
portert om bade agonister og antagonister (32,33).

Staphylococcus aureus benytter tiolakton oligopeptider som
signalmolekyler. Disse kan virke bade som aktivatorer og
inhibitorer av quorum-signaler. Naturlig forekommende sig-
nalmolekyler med sma endringer kan redusere virulensen i
S. aureus (34).

I odontologisk sammenheng er det interessant at det bred-
spektrede triclosan som benyttes i blant annet tannpastaer,
hemmer syntese av forlgperen for homoserinlaktoner (35).
Homoserinlaktonsignaler er imidlertid ikke pavist i orale
bakterier (14,25).

De kjente quorum-signalsystemene i orale bakterier inklu-
derer Al-2-systemet og det peptidinduserte signalsystemet
(CSP). Al-2-systemet anses som et universelt quorum-system
som benyttes av bade grampositive og gramnegative bak-
terier. Derfor kan AI-2 representere et interessant mal for
profylakse. Det er vist at AI-2 pavirker bindingen av P. gingi-
valis til S. gordonii i biofilm (24). Vi mang]ler fortsatt kunnskap
om Al-2s rolle i plakkbiofilmer. Slik kunnskap er ngdvendig
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for a vurdere mulighetene for profylaktisk intervensjon via
dette systemet.

A interferere med CSP-signalsystemet kan vere en an-
nen mate a bekjempe biofilmrelaterte sykdommer pa. S.
gordonii og S. mutans evne til a danne biofilm kunne tenkes
redusert ved & interferere med dette systemet. Vi kjenner
forelppig ikke til om tidlig kolonisatorer som Streptococcus
oralis, Streptococcus sanguis, og Streptococcus mitis, som alle
produserer CSP og bruker signalet for & indusere naturlig
kompetanse, ogsd benytter signalet i biofilmdannelse. Det
vil veere interessant a finne ut om tilsetting av syntetisk CSP
kan indusere til biofilmdannelse nar det ngdvendige quorum
ikke er til stede. I tilfelle kunne CSP benyttes til a etablere
en beskyttende biofilm som kunne forhindre kolonisering
av mer virulente stammer. Vi vet at quorum-systemer og an-
dre signalsystemer avhenger av miljgfaktorer. Det er derfor
vesentlig a finne ut om de opererer, ogsa under relevante
kliniske betingelser.

Perspektiv

Dersom forebyggelse av oral sykdom skal basere seg pa
angrep pa, eller forebyggelse av biofilmdannelse, er det ve-
sentlig 4 vite om bakteriene har utviklet spesifikke mekanis-
mer for a leve et liv i biofilm. I sa fall vil mekanismene som
inngar i biofilmdannelsen vere konserverte og egnede mal
for intervensjon. Stadiene i biofilmdannelse synes a fglge
tilneermet samme menster i ulike bakterier, men biofilm-
arkitekturen og de molekyleere mekanismer som er invol-
vert, varierer. Mekanismene for biofilmdannelse i P. aerugi-
nosa er vel karakterisert og tjener som modell for hypoteser
om mekanismene i andre bakterier. Muligheten for a inter-
ferere med quorum-systemer i orale bakterier represente-
rer en interessant mulighet for & forebygge oral sykdom i
fremtiden. Imidlertid mangler vi fortsatt informasjon om de
molekylaere mekanismene og signalveiene som er involvert
i dannelse av plakkbiofilm. Her ligger en viktig forsknings-
messig utfordring.

English summary

Biofilm and bacterial communication — possible consequences for
oral prophylaxis

Few of the existing oral prophylaxsis prophylactic agents
have significant effects on oral diseases. The main reason
is probably because of a neglect of the fact that the micro-
organisms involved organize into complex biofilm com-
munities with features that differ from free floating cells.
Recent approaches to study microbial gene expression and
regulation in non-oral microorganisms have shed light on
quorum sensing systems for transduction of signals that al-
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low coordinated gene expression. Information is still lack-
ing on the genetic regulation of dental plaque formation. A
better understanding of these processes is of considerable
importance for the development of novel strategies for oral
disease prevention. We suggest that interfering with quo-
rum sensing systems represents promising strategies for
prevention of oral diseases. Therefore, defining the func-
tions of such systems in oral biofilms is the challenge for
future studies.
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