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De invloed van biofilms op wondgenezing
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Het normale wondgenezingsproces bestaat uit hemostase, inflammatie, prolife-
ratie en remodellering (17,44). Tijdens de inflammatiefase worden bacterién
gefagocyteerd door neutrofielen en macrofagen (17). Deze inflammatoire
reactie is een essentieel onderdeel van het genezingsproces. Neutrofielen
elimineren bacterién door middel van fagocytose en de afgifte van zuurstofra-
dicalen. Vervolgens worden neutrofielen afgebroken door de macrofaag (22).
Het wordt verondersteld dat biofilms het wondgenezingsproces vertragen

door het immuunsysteem van de gastheer te beinvloeden en een hyper

inflammatoire reactie uit te lokken (3,46).

Biofilms

Biofilms zijn alom vertegenwoordigd in de natuur (4) en
worden gedefinieerd als door een matrix omgeven bacteri-
ele populaties die aan elkaar en/of aan een oppervlak
verbonden zijn (9). Deze zogenoemde exopolysaccharide
(EPS) matrix wordt geproduceerd door bacterién (21) en
bestaat uit polysaccharides, nucleinezuren, lipiden,
proteinen, DNA en cellulair debris (1,15,46). Biofilms
kunnen bestaan uit een of meerdere soorten bacterién. De
meest voorkomende bacterién in wonden zijn Pseudomo-
nas aeruginosa en Staphylococcus aureus (14,21,23). 60%
van de chronische wonden bevat een biofilm in tegenstel-
ling tot slechts 6% van de acute wonden (23).

De vorming van een biofilm bestaat uit
verschillende fasen

Een biofilm beschermt bacterién tegen de afweer van de
gastheer en tegen antibiotica (19,34). Biofilms spelen een
belangrijke rol in het ziekteproces van cariés, urinewegin-
fecties, chronische bronchitis bij cystic fibrosis (CF),
kolonisatie van medische implantaten en endocarditis (15).
Daarnaast wordt gedacht dat bacterién in biofilms, in
tegenstelling tot losse bacterién (35), infecties veroorzaken
en de wondgenezing vertragen (6,10,23,34,40). Een
wondinfectie treedt op wanneer microflora zich vermeerde-
ren zonder dat de gastheer dit kan controleren (4).

Het kenmerk van chronische wonden is de aanwezigheid
van verhoogde cytokinen, matrix metalloproteases

(MMP’s) en cellulaire activiteit (3). De wonden zijn ‘vastge-

lopen’ in de inflammatoire fase van de wondgenezing,
welke wordt gekarakteriseerd door de continue input van
neutrofielen in het wondbed. Neutrofielen geven op hun
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beurt cytotoxische enzymen, vrije zuurstofradicalen en
inflammatoire cellen af, die aanzienlijke schade veroor-
zaken aan het lichaamseigen weefsel (3,16,29). Wonden
blijven in de chronische fase door de aanwezigheid van
grote hoeveelheden bacterién (3). Hoe bacterién precies de
vertraagde wondgenezing veroorzaken is een voortdurend
debat (36). Dit artikel beschrijft het ontstaan en de opbouw
van een biofilm en de invloed hiervan op wondgenezing.

Vorming van een biofilm

Biofilmformatie start in reactie op de omgeving van de
bacterién en is afhankelijk van voedsel, temperatuur,
osmolariteit, pH, zuurstof en ijzer (31). Bacterién hebben
adhesinen die specifiek matrixcomponenten van de
gastheer herkennen (11) en zich hiermee kunnen binden
aan de extracellulaire matrixcomponenten, zoals collageen,
fibronectine en vironectine (46). Tijdens het wondgene-
zingsproces zijn deze componenten blootgesteld aan de
omgeving en daardoor een ideaal oppervlak voor bacterién
voor aanhechting.

Figuur 1. De vorming van biofilm



De vorming van een biofilm bestaat uit verschillende fasen:
omkeerbare aanhechting, onomkeerbare aanhechting,
eerste en tweede rijpingsfase en verspreiding (32,38). Een
rijpe biofilm heeft een structuur die vergelijkbaar is met
pilaren en paddenstoelen met waterkanalen tussen de
bacteriegroepen (41) (figuur 1). Twee belangrijke stappen
in de ontwikkeling van een biofilm zijn toegenomen
synthese van de EPS en de ontwikkeling van resistentie
tegen antibiotica. P.aeruginosa produceert een alginaat
welke een belangrijk onderdeel van de EPS is, en waar-
schijnlijk is dit een belangrijke factor in de ontwikkeling
vorming resistentie van P. aeruginosa (7).

Wonden met P.aeruginosa biofilms
bevatten een aanzienlijk groter aantal
neutrofielen vergeleken met wonden
met S.aureus biofilms

Daarnaast hebben bacterién verschillende genetische
mogelijkheden om signalen af te geven om de vorming van
een biofilm te starten. Gram-positieve bacterién gebruiken
bijvoorbeeld kleine peptiden als signaleringsmoleculen (3).
Om te communiceren tussen verschillende cellen is een
bepaalde concentratie van bacterién vereist. Wanneer dit
het geval is, kunnen bepaalde genen geactiveerd worden.
Dit proces wordt quorum sensing (QS) genoemd (13). De
belangrijkste rol van QS is directe genexpressie tussen de
verschillende bacterién in de biofilm (1,47).

Hoe biofilm de wondgenezing beinvloedt

Men denkt dat de EPS matrix van biofilms de mogelijkheid
heeft om de fagocyterende werking van antilichamen tegen
te houden. Hierdoor is de afweer van de gastheer tegen
bacterién in de biofilm niet effectief (33). In vitro onderzoek
laat zien dat alginaat in staat is om de vrije radicalen van
fagocyterende cellen op te ruimen, waardoor bacterién
kunnen overleven (43). Daarnaast zorgt de QS van bacte-
rién ook voor de regulering van exotoxinen en extracellu-
laire enzymen. Wanneer bacterién deze enzymen uitschei-
den zijn ze in staat om vanuit de wond dieper in het
weefsel door te dringen. Exotoxinen kunnen de functie van
de immuuncellen van de gastheer beinvloeden en dit
resulteert in verdere afbraak van weefsel van de gastheer

(8)-

De functie van de neurofiel kan worden geblokkeerd door
het QS systeem van de P. aeruginosa (2). Daarnaast is P.
aeruginosa in staat om neutrofielen uit te schakelen door
de productie van rhamnolipids (24). Dit is waarschijnlijk
het geval in chronische wonden (4). De rhamnolipids
houden de wond gevangen in een chronisch inflammatoire
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staat. Wonden met P.aeruginosa biofilms bevatten een
aanzienlijk groter aantal neutrofielen vergeleken met
wonden met S.aureus biofilms (18), daarom kan worden
aangenomen dat P.aeruginosa een grotere inflammatoire
reactie uitlokt, wat weer schadelijk is voor de wondgene-
zing.

Wolcott et al. (46) veronderstellen dat bacterién in een
biofilmcommunie een parasitaire relatie met de gastheer
onderhouden. Door meer gebruik te maken van hun
virulente eigenschappen, veroorzaken bacterién necrose
aan het weefsel van de gastheer, wat weer voor voeding
van de bacterién dient. In het normale wondgenezingspro-
ces, worden neutrofilen vervangen door macrofagen
gedurende de inflammatiefase. Macrofagen geven diverse
groeifactoren af die de proliferatiefase in gang zetten (s).
Doordat biofilms continu planktonic ‘zaadjes’ van bacte-
rién afgeven veroorzaken ze een voortdurende inflamma-
toire reactie van de neutrofielen (38,46). Deze cyclus
resulteert in een ongereguleerde afgifte van proteasen en
pro-inflammatoire cytokinen, welke leidt tot schade aan de
gastheer (37,46). Bacterién in de biofilm geven lipopolysac-
chariden af aan het wondbed, met een destructief niveau
van inflammatie als gevolg. Hierdoor zijn wonden niet
instaat om over te gaan naar de proliferatiefase.

Wanneer een twee dagen oude biofilm wordt vergeleken
met een zeven dagen oude biofilm, ziet men dat de
inflammatoire reactie minder sterk is bij een oudere
biofilm. Dit suggereert dat een biofilm in staat is om de
normale immuunreactie tijdens de wondgenezing te
onderdrukken (27,40).

Verschillende onderzoekers hebben de invloed van biofilm
op de verschillende fasen van het wondgenezingsproces
onderzocht (tabel 1). Tijdens het normale wondgenezings-
proces start de re-epithelialisatie al een paar uur na de
verwonding. Epidermale cellen migreren vanuit de won-
dranden in het wondbed en herstellen het defect zo snel
mogelijk (17) De studie van Schiere et al. (39) laat zien dat
dit proces verstoord wordt door de biofilm. Nog specifieker
demonstreerde Secor et al. (40) dat een biofilm apoptosis
van de keratinocyten induceert. Apoptosis is een vorm van
gereguleerde celdood en is een belangrijk onderdeel in de
ontwikkeling van nieuw weefsel (30). Apoptosis komt
tijdens het wondgenezingsproces voor bij fibroblasten en
inflammatoire cellen (20). Normaal differentiéren keratino-
cyten en ondergaan ze geen celdood (45). Waarschijnlijk
wordt apoptosis bij keratinocyten veroorzaakt door een
verhoogd TNF-a.. Deze studie demonstreert dat een
biofilm de re-epithelialisatie afremt en dat een gestoorde
inflammatoire reactie kan leiden tot een infectie. In een
vergelijkbare studie van Kirker et al. (25) kwamen onder-
zoekers tot vergelijkbare resultaten.
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Tabel 1. Invloed van biofilm op wondgenezing

Type onderzoek Interventie

In vivo (muis)

Auteur
Schierle et al. (39)

Secor et al. (40) In vitro

keratinocyten
Kirker et al. (26) In vitro

fibroblasten
Malic et al. (28) In vitro

op elkaar

Dalton et al. (12)  In vivo (muis)

bacterién

Seth et al. (42) In vivo (konijn)

Zhao et al. (48) In vivo (diabetische

muis) in wond

Wonden geinjecteerd met S. aureus
en S. epidermis
S. aureus biofilm en menselijke

MRSA biofilm en menselijke

Invloed van vier soorten bacterién
Wonden geinjecteerd met P.
aeruginosa of getransplanteerd

met biofilm van vier verschillende

Wonden geinjecteerd met
verschillende soorten bacterién

P. aeruginosa biofilm infectie

Uitkomst

Biofilm formatie waardoor
verstoorde reepithelialisatie

Biofilm induceert apoptosis
keratinocyten en remt epithelialisatie
Beperkte migratie fibroblasten en
verminderde productie van cytolinen,
groeifactoren en proteasen

P. aeruginosa en S. aureus zijn
dominant over andere bacterién
Wonden met polymicrobiéle infectie
bleef achter t.o.v. één soort bacterie,
maar alleen op dag acht was dit
statistisch significant

[l-18 en TNFa meer verhoogd en
minder nieuw epitheel en granulatie
weefsel bij poli- microbiéle biofilm
Vertraging in wondgenezing en geen
angiogenese

De proliferatie fase wordt vooral gekenmerkt door de
migratie van fibroblasten. Wanneer de fibroblasten in de
wond migreren produceren ze matrixproteinen om de
nieuwe extracellulaire matrix (ECM) op te bouwen (17).
Kirker et al (26) demonstreerde een beperkte migratie van
fibroblasten en een verminderde productie van cytokinen,
groeifactoren en proteasen na blootstelling aan biofilm.
Naar aanleiding hiervan suggereren onderzoekers dat alle
fasen van de wondgenezing worden verstoord door de
aanwezigheid van bacterién.

Percival et al. (35) beschrijven twee verschillende hypothe-
sen over de invloed van biofilms op wonden. De ‘specifieke
bacteriéle hypothese’ suggereert dat ondanks de grote
verscheidenheid aan bacterién in wonden er slechts enkele
soorten bacterién betrokken zijn bij de vertraging van de
wondgenezing. De ‘niet specifieke bacteriéle hypothese’
suggereert dat een infectie in de wond wordt veroorzaakt
doordat de biofilm een samengestelde overall functione-
rende eenheid is. De ‘specifieke bacteriéle hypothese’
wordt ondersteund door Malic et al. (28). Seth et al (42)
suggereren met hun onderzoek dat er een synergie is
tussen verschillende soorten bacterién, wat weer de
‘niet-specifieke bacteriéle hypothese’ ondersteunt.

Dalton en collega’s (12) concludeerden dat polimicrobiéle
infecties niet perse de wondgenezing vertragen. Dit is in
tegenstelling tot de opinie van andere onderzoekers die
wel een vertraging in wondgenezing zagen na een infectie
(34, 40). Tot slot werd door Zhao at al. (48) een vertraging
van twee weken in de wondgenezing gedemonstreerd bij
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diabetische muizen met een P.aeruginosa biofilm infectie.
Daarnaast rapporteerden onderzoekers dat er geen
angiogenese werd gezien in de biofilmwonden, in tegen-
stelling tot de wonden uit de controle groep. Angiogenese
is een belangrijk onderdeel van de wondgenezing (44) en
de afwezigheid hiervan leidt tot een ernstige verstoring van
de normale wondgenezing.

Conclusie

Om een biofilm te kunnen vormen hebben bacterién een
aantrekkelijke ondergrond, zoals een wond, nodig om zich
aan te hechten. Tijdens de vorming van een biofilm
gebruiken bacterién QS om te communiceren. Het is niet
precies duidelijk of verschillende soorten bacterién
samenwerken op een gelijkwaardige manier of dat
bepaalde soorten bacterién, bijvoorbeeld P.aeruginosa,
dominant zijn (12,18).

Een biofilm beschermt bacterién tegen de afweer van de
gastheer door fagocytose door neutrofielen te voorkomen
en weerstand te geven tegen de vrije zuurstofradicalen van
de neutrofielen. Daarnaast geeft een biofilm weer nieuwe
losse bacterién af, die weer een continue inflammatoire
reactie van de gastheer uitlokken. Deze voordturende
inflammatoire reactie leidt tot schade aan het weefsel van
de gastheer en aangezien het beschadigde weefsel een
voedingsbodem voor bacterién is, leidt dit tot chroniciteit
van de wond.
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