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STRESZCZENIE

W ostatnich latach dokonat si¢ ogromny postep w zakresie wiedzy o biofilmach. Sg to wielowarstwowe
skupiska bakterii lub grzybow, otoczonych wielocukrami wytwarzanymi przez te drobnoustroje, jak réwniez
substancjami pochodzacymi ze $liny lub plynu dziaslowego. Nowoczesne metody badawcze wykazaty duze
zréznicowanie srodowiska w obrebie biofilmu oraz istnienie metod komunikowania si¢ drobnoustrojow migdzy
soba (,,quorum sensing”), co sprzyja ich przetrwaniu.

Obecnie uwaza si¢, ze wigkszo$¢ zakazen, zwlaszcza o przebiegu przewlektym z zaostrzeniami, spowodowa-
nych jest wytworzeniem si¢ biofilmu, zwlaszcza w obecnosci biomateriatlow. Nalezy podkresli¢, ze przenikanie
antybiotykow i innych lekéw przeciwdrobnoustrojowych do giebszych warstw biofilmu jest znikome, co powo-
duje trudnosci terapeutyczne w leczeniu tych zakazen i niekiedy koniecznos$¢ usuniecia implantu lub protezy.

Biofilmy maja coraz wigksze znaczenie w stomatologii, ze wzgledu na coraz szersze stosowanie w praktyce
dentystycznej tworzyw sztucznych i materiatow wszczepialnych. Biofilmy wytwarzane sa przez drobnoustroje
na powierzchni zeboéw w postaci ptytki nazebnej, w zatokach przynosowych, na protezach, implantach denty-
stycznych, a takze w przewodach wodnych w unitach dentystycznych, stanowiac szczegdlne zagrozenie dla
pacjentow z gtebokimi zaburzeniami odpornosci. W trakcie opracowania sag nowe metody leczenia zakazen
zwigzanych z biofilmami.

Stowa kluczowe: biofilm, stomatologia, protezy zebowe, implanty, przewody wodne w unicie stomatologicznym

WSTEP

Zbyt mato uwagi zawraca si¢ na biofilmy tworzace
si¢ w przewodach wodnych w unicie stomatologicz-

Drobnoustroje bytujace na powierzchni lub we-
wnatrz organizmu cztowieka okresla si¢ mianem mi-
krobiomu. Szacuje si¢, ze organizm cztowieka sktada
si¢ z okoto 10" komorek, podczas gdy liczba komérek
mikrobiomu jest 10 razy wyzsza i liczy 10" komorek,
ktore waza okoto 1 — 2 kg (1).

Flora fizjologiczna — oprocz wielu innych funkcji
—ma duze znaczenie w ochronie gospodarza przed drob-
noustrojami patogennymi, niekiedy jednak sama moze
powodowac trudne do leczenia zakazenia, zwlaszcza
jesli wytworzyt si¢ biofilm (2). Powstawaniu biofil-
mu w organizmie gospodarza (np. cztowieka) sprzyja
obecnos¢ ciat obcych. W stomatologii dotyczy to m.in.
protez dentystycznych, obturatorow lub implantow
zebowych.

nym jako na przyczyne¢ zakazen w obrgbie jamy ustnej
1 ogblnoustrojowych, szczegolnie u 0sob z zaburzeniami
odpornosci.

STRUKTURA I FUNKCJE BIOFILMOW

Biofilmy sg to wielowarstwowe skupiska bakterii
lub grzybow, ztozone z jednego lub wielu gatunkoéw
drobnoustrojow (3, 4). Struktury te wystepuja po-
wszechnie w $rodowisku zewnetrznym (np. zbiorniki
wodne, rury kanalizacyjne, krany), lecz rowniez w obre-
bie makroorganizméw. Obecnie obowigzujaca definicja
biofilmu okresla go jako populacje osiadtych komorek
drobnoustroju, nieodwracalnie zwigzanych z podtozem
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i zanurzonych w matriksie pozakomoérkowych substan-
cji polimerowych (wytworzonych przez te komorki),
wykazujacych zmieniony fenotyp w odniesieniu do tem-
parozmnazania si¢ bakterii 1 transkrypcji ich genow (4).

W procesie powstawania biofilmu wstgpnym eta-
pem jest przyleganie (adhezja) komoérek drobnoustroju
do powierzchni, np. zebdw lub protez wskutek interakcji
powierzchniowych substancji drobnoustroju ze sktad-
nikami $liny znajdujacymi si¢ w niezbednej do procesu
adhezji ostonce nabytej, pokrywajacej powierzchnie
szkliwa zebow, lub substancjami zawartymi w plynie
dzigstowym (5-8). Poczatkowo dochodzi do odwracal-
nego nieswoistego przylegania drobnoustrojéw do ma-
teriatu abiotycznego lub zywej tkanki wskutek dziatania
sit van der Waalsa, elektrostatycznych i hydrofobowych.

W dalszym etapie dochodzi do specyficznej reakcji
miedzy adhezynami bakterii a powierzchnig ostonki
nabytej. Sciste przyleganie komérek drobnoustroju
do podtoza przez odpowiednio dtugi okres czasu po-
woduje, ze to polaczenie staje si¢ nieodwracalne (4).
Stopien przylegania zalezy w wigkszosci przypadkow
od gatunku drobnoustroju i liczby komorek, szybkosci
przeptywu cieczy oraz fizykochemicznych cech danej
powierzchni. Nastgpnie dochodzi do wytwarzania przez
drobnoustroje zewnatrzkomdrkowych wielocukrowych
polimeréw (ang. extracellular polymer substances —
EPS) (3).

Po nieodwracalnym zwigzaniu si¢ komorek z podto-
zem 1 wytworzeniu pozakomoérkowych polisacharydow,
tempo i zakres zwickszania si¢ liczby warstw komorek
tworzacych biofilm zalezy nie tylko od szybkosci
przeptywu cieczy, ale rowniez od zawartosci czyn-
nikow odzywczych w podtozu, dostepnosci zelaza,
pH, osmolarnos$ci, zawartosci tlenu, st¢zenia lekéw
przeciwbakteryjnych oraz temperatury otoczenia (8).
W miar¢ trwania tego procesu nastgpuje wytwarza-
nie mikrokolonii oraz dojrzewanie biofilmu (ryc. 1).
Utworzony biofilm moze wywola¢ proces patologiczny
nawet w miejscach odlegtych anatomicznie — wskutek
odrywania si¢ jego fragmentow zawierajgcych agre-
gaty komorek bakteryjnych, wytwarzania endotoksyn,
unikania uktadu immunologicznego gospodarza, jak
rowniez wskutek powstania niszy do rozmnazania si¢
komoérek drobnoustrojéw opornych na leki przeciw-
drobnoustrojowe.

Obecnie wiadomo, ze struktura i funkcje drobno-
ustrojow w biofilmie moga przypominaé organizmy
wielokomorkowe dzigki interakcjom i komunikacji
migdzy komdrkami, nawet nalezagcymi do réznych ga-
tunkow. W obrebie matriksu biofilmu funkcjonuja one
jako konsorcjum, wspotpracujac w stosunkowo skompli-
kowany i skoordynowany sposob (4). Badania struktury
biofilmu wskazujg na jej ztozono$¢ — istnieje w nim
system kanatow, ktory umozliwia komunikacje komor-
kom drobnoustrojow oraz dostarcza im substancje od-

zywcze i tlen, usuwajgc jednoczesnie zbedne produkty
przemiany materii (9). W obrebie biofilmu obserwuje
si¢ zroznicowanie metaboliczne drobnoustrojow — ko-
morki glebiej lezace sa mniej aktywne niz znajdujace si¢
w warstwach blizej powierzchni biofilmu (10). System
komunikowania si¢ drobnoustrojow migdzy sobg (,,qu-
orum sensing”) w obrgbie biofilmu sprzyja ich przetrwa-
niu (6, 9). Migdzykomorkowa komunikacja w obrebie
biofilmu, a takze obecno$¢ substancji pozakomoérkowych,
mogg warunkowac tempo wzrostu bakterii, wptywac na
ekspresje genow, wspotprace metaboliczng i wspolzawod-
nictwo komorek, ich kontakt fizyczny oraz wytwarzanie
egzoproduktow o dziataniu przeciwdrobnoustojowym (4,
7). W obrgbie konglomeratu moze dochodzi¢ do zmiany
ekspresji setek gendw. Badania wykazaly réwniez, ze
zaleznie od gestosci komoérek w biofilmie obserwuje
sie koordynacje aktywacji okre§lonych genow, co moze
prowadzi¢ do dalszego zwickszenia jego objetosci (11).

Zakazenia przebiegajace z tworzeniem si¢ biofil-
méw rzadko sa eliminowane przez uktad immunolo-
giczny gospodarza. Mimo iz bakterie tworzace biofilm
uwalniajg antygeny i stymulujg produkcje przeciwcial,
jednak komorki w obrebie biofilmu sg chronione przed
dziataniem mechanizméw obronnych gospodarza.
Struktura biofilmu hamuje bowiem dostep przeciwciat,
lizozymu, laktoferyny i granulocytéw do tworzacych go
drobnoustrojow, co sprzyja ich przetrwaniu. Co wigcej,
ta odpowiedz immunologiczna moze wrecz dopro-
wadzi¢ do uszkodzenia sasiednich tkanek, sprzyjajac
utrzymywaniu si¢ procesu zapalnego (4, 12).

Obecnie uwaza si¢, ze wickszos¢ bakterii i grzybow
— jesli nie wszystkie — mogg tworzy¢ biofilm, jednak
badania naukowe w tym zakresie wskazuja na szcze-
gblne znaczenie niektorych gatunkow, takich jak zia-
renkowiec Gram-dodatni Staphylococcus epidermidis,
pateczka Gram-ujemna Pseudomonas aeruginosa oraz
drozdzak Candida parapsilosis (9, 13, 14). Przyleganie
do powierzchni abiotycznych oraz wytwarzanie biofil-
mu przez bakterie i grzyby jest obecnie oceniane jako
wazne czynniki wirulencji tych patogenow.

Niektoére antybiotyki dziataja na drobnoustroje
dzielace sie¢, totez komorki w glebszych warstwach
biofilmu — mniej aktywne metabolicznie — mogg by¢
bardziej oporne na leki przeciwdrobnoustrojowe, a takze
detergenty i Srodki dezynfekcyjne lub antyseptyczne,
niz komorki znajdujace si¢ blizej powierzchni biofilmu
lub wolno zyjace (15). Wiadomo tez, ze przenikanie
antybiotykow do biofilmu jest ograniczone lub zniko-
me, co powoduje trudnosci terapeutyczne w leczeniu
tych zakazen. Jak wynika z wielu doniesien naukowych
wrazliwo$¢ komorek w biofilmie na antybiotyki jest do
1000 razy mniejsza niz poza tg strukturg (4, 16). Nie-
kiedy powoduje to konieczno$¢ usuniecia implantu lub
protezy. Inne mechanizmy odpowiedzialne za opornos¢
bakterii na leki przeciwbakteryjne w obrebie biofilmu
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to inaktywacja antybiotykow przez polimery pozako-
morkowe lub enzymy modyfikujace antybiotyki (4, 10).
Aktualnie uwaza si¢, ze antybiotyki moga mody-
fikowa¢ funkcjonowanie biofilmu. Wazng role w in-
aktywacji komorek bakteryjnych w biofilmach moga
odgrywaé¢ makrolidy, ze wzgledu na ich zdolno$¢ do
hamowania ,,quorum sensing”, jak réwniez dzigki
immunomodulacyjnemu dzialaniu tej grupy lekéw, co
znalazto juz zastosowanie terapeutyczne (17).

ZNACZENIE KLINICZNE BIOFILMOW

Obecnie szacuje si¢, ze przyczyna ponad 60%
wszystkich zakazen bakteryjnych, zwtaszcza o przebiegu
przewlektym, jest biofilm (6). Obejmuja one zakaze-
nia zwigzane z coraz powszechniejszym stosowaniem
w medycynie tworzyw sztucznych w postaci central-
nych i obwodowych cewnikow naczyniowych, cew-
nikoéw moczowych, ukladu zastawkowego do drenazu
komorowego, stentow czy implantéw (4, 8). Biofilmy
wytwarzane sg przez drobnoustroje rowniez na po-
wierzchni lub w obrgbie takich struktur, jak soczewki
kontaktowe, beziglowe taczniki, rurki dotchawicze,
wktladki wewnatrzmaciczne, sztuczne zastawki serca,
rozruszniki, cewniki do dializy otrzewnowej, protezy
stawowe, dreniki tympanostomijne czy protezy glo-
sowe krtani. Zakazenia zaliczane obecnie do infekcji
zwigzanych z wytwarzaniem biofilmow obejmuja takze
zapalenie natywnych zastawek wsierdzia, przewlekte
bakteryjne zapalenie gruczotu krokowego lub infekcje
zwigzane z mukowiscydoza.

Ze wzgledu na blisko$¢ anatomiczng duze znacze-
nie w stomatologii moze mie¢ biofilm znajdujacy si¢
w zatokach przynosowych. Jego obecnos¢ stwierdza si¢
na powierzchni bton §luzowych 75-100% o0s6b z prze-
wleklym zapaleniem zatok (18, 19). Mladina i wsp.
stwierdzili obecno$¢ biofilmu w 62/65 (95,4%) probek
»zdrowej” blony sluzowej zatok przynosowych (20).

Infekcje zwigzane z tworzeniem biofilméw cha-
rakteryzujg si¢ nawracaniem objawow chorobowych,
nawet po wielokrotnych kuracjach antybiotykowych.
Standardowa terapia antybiotykowa eliminuje bowiem
tylko komorki planktonowe (swobodnie pltywajace),
podczas gdy komorki przylegajace do podtoza sg zdolne
do rozmnazania si¢ w obrgbie biofilmu i moga nadal
rozsiewac si¢ po ukonczeniu leczenia antybiotykami (8).

BIOFILM ZEBOWY

Plytka nazebna jest najwczesniej i jak dotad naj-
lepiej opisanym biofilmem w organizmie cztowieka.
Najnowsze badania molekularne wskazuja, ze zawiera
ona do 1000 gatunkéw bakterii (21, 22).

Istnieje zroznicowanie flory bakteryjnej na po-
wierzchni zebow w plytce naddzigstowej w poréwnaniu
do ptytki poddzigstowej (tab. 1). W ptytce naddzigsto-
wej dominujg bakterie Gram-dodatnie, a w poddzigsto-
wej —w duzej mierze Gram-ujemne. Biofilm w obrebie
ptytki naddzigstowej ma znaczenie w etiologii proch-
nicy korony i korzenia ze¢ba (tzw prochnica cementu
korzeniowego) oraz prochnicy przy wypetnieniach (tzw.
prochnica wtdérna). Biofilm wystepuje takze w zainfe-
kowanych kanatach korzeniowych.

Drobnoustroje wchodzace w sktad ptytki, takie jak
Streptococcus mutans i Streptococcus sobrinus, uznaje
si¢ za pierwotne patogeny w etiologii préchnicy szkli-
wa oraz cementu korzeniowego, natomiast pateczki
z rodzaju Lactobacillus sa odpowiedzialne za postep
choroby (23). Inne bakterie, w tym Streptococcus ora-
lis, Streptococcus milleri, Streptococcus salivarius, jak
rowniez Enterococcus faecalis, Actinomyces naeslundii
i1 Actinomyces viscosus prawdopodobnie réwniez moga,
w sprzyjajacych warunkach, wywolywac¢ préchnice
(24). Ostatnio ukazala si¢ obszerna praca pogladowa
na ten temat (25).

Bakterie tworzace biofilm ptytki poddzigstowej sg
przyczyna trudnosci w leczeniu zapalen dzigset i1 przy-
zgbia. W zapaleniach dzigset czynnik zapaleniotworczy
stanowi niespecyficzna flora bakteryjna, natomiast
w zapaleniach przyzebia w szczelinie dzigstowej
wystepuja gtownie takie bakterie, jak Porphyromo-
nas gingivalis, Tannerella forsythia, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia oraz
Fusobacterium nucleatum (26).

PLYTKA PROTEZ

W praktyce dentystycznej duzym problemem kli-
nicznym jest biofilm zwany ptytka protez (ang. denture
plagque) w zwiazku z powszechnym ich stosowaniem
w populacji (27). Rozlegle uzupethienia protetyczne sa
najczesciej wykonywane z tworzywa akrylowego, ktore
stwarza korzystne warunki do odktadania si¢ plytki
protez. Wykazano latwe przywieranie komorek grzy-
bow do powierzchni akrylu. W badaniach mikrosko-
powych stwierdza si¢ niejednorodng strukture i liczne
porowatos$ci tworzywa akrylowego oraz wnikajaca we
wszystkie zaglebienia plytke protez wraz z komorkami
Candida albicans (28). Szczego6lnie silng adhezje do
akrylu wykazuje posta¢ mycelialna grzybow, poprzez
wnikanie strzgpek i pseudostrzepek do mikroporow.
Duza wilgotnos¢ i podwyzszona temperatura oraz brak
mozliwo$ci samooczyszczania przez sling, wystepujace
zwlaszcza pod plyta protezy gomej, a takze zaniedbania
w higienie protez, utatwiaja gromadzenie si¢ ptytki
i rozmnazanie bakterii i grzybow.
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Protezy stanowia podtoze sprzyjajace wytwarzaniu
biofilmu przez bakterie lub grzyby, ktérych gestos¢
moze wynosi¢ do 10" komoérek/mg ptytki protez (29).
Tworza go najczesciej drozdzaki Candida spp., a takze
bakterie z rodzaju Streptococcus, Staphylococcus, Veil-
lonella, Lactobacillus, Prevotella oraz Actinomyces (30,
31). Stomatopatie protetyczne zwigzane sg najczesciej
z zakazeniami grzybiczymi o etiologii Candida spp.
oraz z infekcjami bakteryjnymi. Obecno$¢ biofilmow
bakteryjnych i grzybiczych stwierdza si¢ rowniez na
powierzchni obturatoréw (32).

W profilaktyce zakazen niezmiernie istotne jest
wiec dbanie przez uzytkownikow uzupetnien protetycz-
nych o higieng jamy ustnej i protez. Nalezy podkresli¢,
ze biofilmy te moga by¢ przyczyna nie tylko zakazenia
w obrebie jamy ustnej, lecz takze groznych infekcji
uktadowych 1 ogolnoustrojowych (33).

IMPLANTY

Ogromnym postepem w stomatologii jest moz-
liwos¢ stosowania implantow zebowych (7). Ma to
coraz wigksze znaczenie w stomatologii estetycznej,
urazowej oraz w chirurgii szczekowo-twarzowe;j.
Istnieje jednak problem powstawania biofilmu na ich
powierzchni i zwigzanych z tym zakazen, ktore moga
prowadzi¢ nawet do koniecznosci usunigcia implantu.
W kieszonkach okotoimplantowych objetych stanem
zapalnym wykazano obecno$¢ Gram-ujemnych pate-
czek charakterystycznych dla zapalen przyzgbia. Na
uwage zasluguje rowniez obecnos¢ bakterii z rodzaju
Staphylococcus 1 z rodziny Enterobacteriaceae oraz
grzybow z rodzaju Candida, ktore nie maja pierwotnego
zwiazku z periodontitis. Czynnikami ryzyka powstania
biofilmu zwigzanego z implantem z¢gbowym jest m.
in. rodzaj powierzchni wszczepu oraz obecnosc¢ biatek
adhezyjnych wytwarzanych przez dany drobnoustroj,
a takze inne czynniki miejscowe lub ogélnoustrojowe
(34). W implantologii znajduja zastosowanie materiaty
charakteryzujace si¢ jak najmniejsza zdolnoscig przy-
legania drobnoustrojow i tworzenia si¢ biofilmu (np.
tytan i stopy tytanu) (35).

BIOFILMY W PRZEWODACH WODNYCH
UNITU STOMATOLOGICZNEGO

Przewody wodne unitu stomatologicznego stanowig
przyjazne srodowisko dla drobnoustrojow tworzacych
biofilm, zwlaszcza w przypadku zastoju wody wskutek
jej rzadkiego stosowania (w czasie przerwy w dziataniu
gabinetu dentystycznego). Zawarto$¢ bakterii w mili-
litrze wody unitu stomatologicznego siega 10* — 10°
jednostek tworzacych kolonie (jtk/ml), podczas gdy

zalecana norma zawartosci bakterii w wodzie podczas
niechirurgicznych zabiegé6w stomatologicznych wynosi
<500 jtk/ml (36). Wedtlug zalecen ADA (American
Dental Association) woda z unitu stomatologicznego
powinna zawiera¢ nie wi¢cej niz 200 jtk/ml (37).

Ryzyko zakazenia zwigzanego z tg florg jest szcze-
g6lnie duze u pacjentow wymagajacych leczenia sto-
matologicznego w okresie immunosupresji. W wodzie
znajdujacej si¢ w przewodach unitu stomatologicznego
szczegoblnie czgsto wystepuja niefermentujace pateczki
Gram-ujemne, takie jak Pseudomonas aeruginosa lub
Acinetobacter baumannii, czg¢sto odpowiedzialne za
zakazenia oportunistyczne w tej grupie pacjentow (38).
Wykryto tez pratki (Mycobacterium spp.) oraz drozdza-
ki z rodzaju Candida. Opisano rowniez zwigzane z le-
czeniem stomatologicznym zakazenie wywotane przez
pateczke Legionella pneumophila (39). Bzdega i wsp.
zalecajg badanie mikrobiologiczne wody z przewodow
wodnych unitu dwa razy w roku, w tym w kierunku
Legionella spp. (40). Wykazano, ze czgsto$¢ wystepo-
wania Legionella pneumophila w wodzie z unitu stoma-
tologicznego moze si¢gacé 25 — 36% urzadzen (41, 42).

W profilaktyce zakazen zwigzanych z woda w li-
niach wodnych unitu stomatologicznego stosuje si¢ fil-
try, chemiczng dezynfekcje przewodow (wedlug zalecen
producenta) oraz zastawki zapobiegajace cofaniu si¢
wody (43). Dentystom zaleca si¢ tez przeptukanie prze-
wodow wodnych unitu stomatologicznego przez 2 — 5
minut przed rozpoczeciem pracy w danym dniu oraz
przez 30 sekund przed uzyciem u kolejnego pacjenta.
Hamowaniu wytwarzania biofilmu w liniach wodnych
unitu stomatologicznego moze sprzyjac tez impregno-
wanie tych przewoddw substancjami o dziataniu prze-
ciwdrobnoustrojowym, np. fluorkiem poliwinylidenu
(PVDF) (44).

PERSPEKTYWY LECZENIA ZAKAZEN
ZWIAZANYCH Z BIOFILMAMI

Obecnie trwajg intensywne badania naukowe majace
na celu okreslenie nowych mozliwosci terapii zakazen
zwigzanych z biofilmami poprzez doboér odpowiedniego
antybiotyku (np. makrolidu) lub zastosowanie nowych
substancji przeciwdrobnoustrojowych wykazujacych
dziatanie w obrebie biofilmu. Nalezg do nich biatka ka-
tionowe, kationowe monomery, leki hamujace ,,quorum
sensing” (ang. quorum sensing inhibitors — QSIs) lub
,fozpuszczajace” biofilmy (45-47). Szczegolne nadzieje
zwigzane s3 z opracowaniem substancji o szerokim
spektrum dzialania, ktore moglyby by¢ stosowane u pa-
cjentow — w trakcie badan klinicznych jest m. in. zwig-
zek NVC-422 (N-chlorotauryna). Najnowsze badania
wskazujg na perspektywy leczenia zakazen zwigzanych
z biofilmem z wykorzystaniem synergistycznego dziata-
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nia polaczen antybiotykdéw z innymi substancjami, np.
N-acetylcysteing o dziataniu mukolitycznym, etanolem
lub EDTA (48). Co wiecej, biofilmy wytworzone przez
Candida albicans moga by¢ zwalczane skojarzona
terapia leku przeciwgrzybiczego (np. amfoterycyna B,
kaspofungina lub flukonazol) z antybiotykiem dzia-
lajacym na drobnoustroje Gram-dodatnie, takim jak
doksycyklina lub tigecyklina (48, 49).

W implantologii stomatologicznej dazy si¢ obecnie
do stosowania materialdow o podwojnej funkcji — ha-
mujacych adhezje drobnoustrojow, a jednoczesnie sty-
mulujacych integracje implantu z tkankami, np. dzieki
zawarto$ci aminokwasow, takich jak arginina, glicyna
1 kwas asparaginowy (50).
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