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N calym $wiecie niezliczona liczba drobno-
a. ustrojow powoduje wiele ostrych i przewlek-
tych zakazen u ludzi i zwierzat dzieki zdolnosciom do
tworzenia dynamicznej, przestrzennie ztozonej i wie-
lowarstwowej struktury zawierajgcej bakterie otoczo-
ne macierza zbudowanag gtéwnie z polimerdéw cukréw
i bialek (extracellular polimeric substances - EPS; 1).
Obecnie wiadomo, ze w $rodowisku naturalnym po-
nad 99% bakterii wystepuje w formie biofilmu, a nie
jak sadzono prawie do korica XX w. w postaci pojedyn-
czych, rozproszonych komdrek okreslanych plankto-
nem (2). Formowanie biofilmu przez patogenne bakterie
jest uwazane za gtéwny czynnik wirulencji, zabezpie-
czajacy nie tylko przed niesprzyjajacymi warunkami
srodowiska oraz mechanizmami odpowiedzi immu-
nologicznej gospodarza, ale réwniez przed ukierun-
kowanym dziataniem $rodkéw przeciwbakteryjnych
(3). Obecnie szacuje sie, ze zakazenia o podtozu bio-
filmowym odpowiadajg za okolo 80% wszystkich za-
kazen dotykajacych zwierzeta i ludzi (4).

Biofilm moze powsta¢ na powierzchni zywych
komorek, gdyz jego formowanie jest cecha natural-
ng wszystkich bakterii tworzacych mikroflore skory
i bton §luzowych. Réwniez bakterie chorobotworcze
wnikajace do organizmu w postaci planktonicznej,
po wstepnym etapie adhezji do komoérek gospodarza,
tworzg we wrotach zakazenia biofilm (5). Bakterie for-
mujace biofilm sg réwniez w stanie trwale i skutecz-
nie kolonizowaé¢ powierzchnie abiotyczne, co nasila
problem zakazen o podtozu biofilmowym z racji co-
raz powszechniejszego stosowania w medycynie lu-
dzi i weterynaryjnej biomateriatéw w postaci cewni-
kéw moczowych, cewnikéw naczyniowych, ukladu
zastawkowego do drenazu komorowego, stentow oraz
implantéw itp.

Kolejnym waznym aspektem zakazen bakteryjnych
z towarzyszacym biofilmem jest fakt, ze okoto 61% za-
kazen odnotowywanych u ludzi ma pochodzenie zoo-
notyczne (6). Przykladem zakaZenia odzwierzecego
o podiozu biofilmowym s3 przewlekle, trudno goja-
ce sie rany powstate na skutek pogryzienia przez psa
lub kota. Wydltuzenie czasu gojenia tak powstatych ran
zwiazane jest z chorobotwdrczym potencjatem wyste-
pujacego na zebach wielogatunkowego biofilmu, czyli
plytki nazebnej (7). Kolejnym przykladem jest zakaZenie
ukladu moczowego czlowieka uropatogennym szcze-
pem Escherichia coli izolowanym od psa. Badania ekspe-
rymentalne wykazaly, ze biofilm formowany przez ten
szczep wykazuje cytotoksycznos¢ wobec komoérek na-
btonka pecherza moczowego (8). Powyzsze dane pod-
kreslaja role zakazen o podtozu biofilmowym u ludzi
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Bacterial biofilm is defined as a sessile, tridimensional microbial community that
is attached to the abiotic or living surface and composed of bacteria embedded
in a polysaccharide matrix. This polymicrobial community has an altered
phenotype and is physiologically different from planktonic growing bacteria.
It is known that 99% of all bacteria forming biofilms, with only 1% existing

in the planktonic state. Biofilm-forming bacteria has increased resistance

to

inconvenient environmental conditions, antimicrobial agents and host's immune
system. According to epidemiological studies bacterial biofilm is responsible
for about 80% of infections affecting animal and human and approximately
61% of human biofilm infections are of zoonotic origin. This article presents the
current understanding of biofilm formation. It is considered a crucial approach
to develop techniques for biofilm eradication and for better control of biofilm-

related infections in animals and humans.
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i zwierzat oraz wskazuja potrzebe poznania mecha-
nizméw formowania i funkcjonowania biofilmu jako
kluczowego postepowania niezbednego do opracowania
skutecznych i bezpiecznych strategii prewencji i zwal-
czania, zapobiegania oraz przeciwdzialania skutkom
obecnosci tej formy zycia drobnoustrojow.

Formowanie biofilmu

Powstawanie struktury biofilmu jest procesem wie-
loetapowym zaleznym od budowy i wtasciwosci po-
wierzchni kolonizowanej, a takze od wtasciwosci
mikroorganizméw. Tworzenie biofilmu sktada sie
z czterech etapow (ryc. 1). W pierwszym etapie swobod-
nie plywajace bakterie w formie planktonicznej osia-
daja i przyczepiaja sie do podtoza. Poczatkowo komor-
ki wiaza sie z podlozem na zasadzie niespecyficznych,
odwracalnych oddziatywan, takich jak: sity grawita-
cyjne, elektrostatyczne, hydrofobowe van der Waalsa.
W tej fazie istotna role odgrywaja zewnatrzkomoérko-
we struktury bakteryjne, zwlaszcza biatkowe wyrostki
- fimbrie. Wystepujace na fimbriach grupy hydrofobo-
we ulatwiajg bakteriom pokonywanie sity odpychania
pomiedzy ujemnie naladowanymi komérkami gospo-
darza i powierzchnig drobnoustroju.
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Ryc. 1. Nastepnie ma miejsce swoista reakcja pomiedzy ad- DNA (eDNA), glikoproteiny, lipidy oraz kwasy lipotej-

Etapy hezynami bakterii a podtozem. Sciste przyleganie ko-
powstawania morek drobnoustroju do podtoza przez odpowiednio
biofilmu  dlugi czas sprawia, Ze powstale polaczenie staje sie

nieodwracalne. Stopien przylegania zalezy w wiekszo-
$ci przypadkéw od gatunku drobnoustroju i liczby ko-
morek, szybkosci przeplywu cieczy oraz cech fizyko-
chemicznych danej powierzchni. W tej fazie dochodzi
do wytwarzania przez drobnoustroje pozakomdrko-
wej substancji polisacharydowej (extracellular polyme-
ric substance — EPS) okreslanej macierza zewnatrzko-
morkowa. Po nieodwracalnym zwigzaniu si¢ komérek
z podlozem i wytworzeniu EPS obserwuje si¢ namna-
Zanie i r6znicowanie drobnoustrojow. Tempo i zakres
zwiekszania sie warstw komorek tworzacych biofilm
zalezy m.in. od: szybkos$ci przeptywu cieczy, zawar-
todci czynnikéw odzywczych w podtozu, dostepnosci
zelaza, pH, osmolalnosci, zawartos$ci tlenu, stezenia
lekéw przeciwbakteryjnych oraz temperatury otocze-
nia. W konicowym etapie formowania biofilmu komor-
ki bakteryjne odczepiajg sie od uformowanej struktu-
ry i w wyniku przemieszczenia sie z krwig czy innymi
plynami ustrojowymi dokonuja ekspansji na nowe po-
wierzchnie, dajac poczatek nowemu biofilmowi (9, 10).

Struktura biofilmu

Dojrzaly biofilm jest zwarta, tréjwymiarowa struktu-
ra zlozong z kilku do kilkudziesieciu warstw bakterii
tego samego lub réznych gatunkéw, zyjacych w EPS.
Pomiedzy poszczegolnymi strukturami biofilmu znaj-
duje sie sie¢ kanatéw wypetnionych ptynem, tgczacych
wnetrze biofilmu ze $rodowiskiem, w ktérym sie znaj-
duje, oraz rozprowadzajgcych w obrebie biofilmu tlen
oraz skladniki odzywcze.

Waznym skladnikiem biofilmu jest EPS tworzaca
rusztowanie dla jego tréjwymiarowej struktury i od-
powiadajaca za przyleganie do powierzchni oraz utrzy-
manie sp6jnosci w jego wnetrzu.

W dojrzatym biofilmie bakterie stanowig okoto 10%,
a EPS okoto 90% catej masy. Gldéwnymi sktadnikami
EPS s3: polisacharydy, biatka, zewnatrzkomdrkowe
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chojowe i lipopolisacharydy (LPS). Ponadto znaczng
czes$¢ macierzy (okoto 97%) stanowi woda chronigca
biofilm przed wysuszeniem (11, 12, 13).

Komponenty macierzy chronig drobnoustroje przed
otaczajacym Srodowiskiem, w tym czynnikami: fizycz-
nymi (np. promieniowanie UV), chemicznymi (leki,
$rodki dezynfekcyjne), biologicznymi (bakteriofagi,
pierwotniaki, czynniki uktadu odporno$ciowego go-
spodarza). Ponadto uczestniczg w procesie powstawa-
nia oraz dojrzewania biofilmu, stabilizuja strukture
biofilmu, a takze sg zrédlem sktadnikéw odzywczych
i wody. Wykazano, ze hydrofilowe egzopolimery za-
trzymuja w obrebie struktury biofilmu wode, ktéra
moze zosta¢ wykorzystana przez drobnoustroje w mo-
mencie odwodnienia srodowiska wzrostu bakterii. Po-
nadto EPS w przypadku braku substancji odzywczych
moze by¢ zrédtem pierwiastkéw biogennych (11, 12, 14).

Zjawisko ,quorum sensing”

Znaczacy role w procesie formowania i funkcjono-
wania biofilmu odgrywa zjawisko ,,quorum sensing”
(QS) znane tez m.in. jako ,wyczuwanie liczebnosci”.
Quorum sensing nalezy rozumiec jako system komu-
nikacji pomiedzy drobnoustrojami z udziatem zwiaz-
kéw chemicznych, regulowany przez okreslone geny
w odpowiedzi na liczebnos$¢ populacji drobnoustrojow.
Poza formowaniem biofilmu mechanizm QS reguluje
takze inne wtasciwosci bakterii, m.in. sporulacje, wy-
twarzanie bakteriocyn, apoptoze oraz wirulencje (15).
Wyniki badan wskazujg, ze mikroorganizmy wy-
twarzaja sygnaly chemiczne zwane autoinduktorami,
ktérych wzrost stezenia zalezy od liczebnosci rozwi-
jajacej sie populacji bakterii (16, 17). Po przekrocze-
niu progowego stezenia autoinduktoréw (co $wiad-
czy o osiagnieciu przez populacje mikroorganizmow
odpowiedniej liczebnosci, czyli kworum) dochodzi do
skoordynowanej zmiany ekspresji genéw, niezbednej
do efektywnego wspdtdziatania catej populaciji (18).
System komunikacji QS wystepuje u bakterii tego sa-
mego gatunku, jak i r6znych gatunkéw (19). Wykazano,
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ze system przekazywania czastek sygnatowych jest
inny u bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych,
co determinowane jest odmienng strukturg $ciany
komoérkowej (20). Funkcje autoinduktoréw u bakte-
rii Gram-ujemnych pelnig acylowane laktony homo-
seryny (AHL), natomiast u bakterii Gram-dodatnich
specyficzne oligopeptydy powstale w wyniku trawie-
nia wiekszych prekursoréw biatkowych. Autoinduk-
tory stuza do komunikowania sie komérek w popula-
cjach okreslonych szczepdw oraz gatunkéw, natomiast
komunikowaniu sie¢ komoérek w mieszanych, miedzy-
gatunkowych populacjach bakterii uczestniczy cza-
steczka sygnatowa Al-2. Uwaza sie, ze ten sposéb glo-
balnej, skoordynowanej regulacji waznych procesow
zyciowych w catej populacji komoérek pozwolit bakte-
riom osiagna¢ niektére wlasciwosci organizméw wie-
lokomérkowych, stad autoinduktory okreslane sg jako
yhormone like molecules”. Dlatego tez biofilm uwa-
zany jest za prymitywny organizm wielokomdrko-
wy (18, 21, 22).

Opornos¢ hiofilmu
na substancje przeciwdrobnoustrojowe

Istotng whasciwoscia komoérek bakteryjnych stano-
wiacych integralng czes¢ biofilmu jest ich zwiekszo-
na opornos$¢ na dziatanie czynnikéw zewnetrznych,
w tym antybiotykéw. W poréwnaniu z formami plank-
tonowymi bakterie wzrastajace w formie biofilmu ce-
chuje zwiekszona, nawet 1000-krotnie, opornos¢ wo-
bec antybiotykéw (23, 24). Stosowanie antybiotykéw
do walki z biofilmem moze zmniejszy¢ liczbe komé-
rek bakterii w biofilmie, jednak nie prowadzi do catko-
witej jego eradykacji, czego konsekwencja jest rozwoj
przewleklych i/lub nawracajacych zakazen. Wysoka to-
lerancja biofilmu na dziatanie antybiotykéw zalezy od
gatunku bakterii, fazy wzrostu drobnoustrojow, obec-
nosci EPS, indukcji mechanizméw opornosci, produk-
cji enzymow degradujacych antybiotyki oraz obecno$-
ci subpopulacji komérek przetrwatych (persister cells;
9, 25, 26, 27, 28).

Macierz zewnatrzkomérkowa stanowi mechaniczng
bariere uniemozliwiajaca dyfuzje antybiotyku w glab
biofilmu, stad tez destrukcji ulegaja jedynie komor-
ki bakterii wystepujace na powierzchni. Natomiast
bakterie osiadle w glebszych warstwach sa w stanie
przetrwac zastosowang antybiotykoterapie. Przykta-
dem wplywu EPS na efektywnos¢ antybiotykoterapii
jest biofilm P. aeruginosa rozwijajacy sie u pacjentéw
z mukowiscydoza. Paleczki P. aeruginosa wytwarzajg
trzy gtéwne polisacharydy: Pel, Psl i alginian, pelnigce
rézne funkcje w biofilmie. Spo$réd nich alginian (sub-
stancja o charakterze sluzowym) uwazany jest za nie-
zwykle wazny czynnik wirulencji P. aeruginosa (29). Al-
ginian chroni mikroorganizmy przed opsonizacja przez
przeciwciala gospodarza oraz zapobiega dyfuzji anty-
biotykow w glgb biofilmu. Szczepy syntetyzujace ten
zwigzek s3 nawet 1000 razy bardziej oporne na anty-
biotyki (np. tobramycyne) w poréwnaniu z bakteriami
niesyntetyzujacymi $luzu (30). Kolejnym przyktadem
moze byc¢ egzopolimer — cepacian wytwarzany przez
Burkhololderia cepacia complex (Bcc), ktéry jest odpo-
wiedzialny za inhibicje przeciwbakteryjnego dziatania
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peptydéw przeciwdrobnoustrojowych oraz ostabianie
chemotaksji neutrofilow. Ponadto zwigzek ten jest ak-
ceptorem reaktywnych form tlenu (12).

Macierz biofilmu moze pelni¢ rowniez role aktyw-
nej chemicznie bariery. Wykorzystujgc odmiennos¢
tadunkéw elektrycznych reagujacych ze soba czastek,
anionowa macierz moze biosorpcjowac i immobilizo-
wac jony metali ciezkich, kationowe peptydy przeciw-
drobnoustrojowe oraz antybiotyki (np. aminoglikozydy).

Kolejnym czynnikiem warunkujgcym opornos$¢ bio-
filmow bakteryjnych na antybiotyki jest zréznicowanie
metaboliczne bakterii w obrebie biofilmu. Komorki mi-
kroorganizmoéw, zwlaszcza wystepujace w jego gleb-
szych warstwach, majac ograniczony dostep do tle-
nu i sktadnikéw odzywczych, obnizaja tempo wzrostu
i przechodza w stan zblizony do anabiozy. Ta zreduko-
wana aktywno$¢ metaboliczna moze przyczyniaé sie
do zwiekszonej tolerancji wobec antybiotykow, ktdrych
celem jest modyfikacja proceséw zachodzacych w ko-
morce, takich jak replikacja i translacja DNA. Stoso-
wane w leczeniu réznych choréb antybiotyki wykazuja
swoje dziatanie gldwnie wobec aktywnych metabolicz-
nie rosngcych komoérek. Zmniejszona aktywnos$¢ me-
taboliczna bakterii wystepujacych w glebszych war-
stwach biofilmu moze prowadzi¢ do rozwoju opornosci
na antybiotyki i jego przetrwania.

Jednym z niedawno odkrytych mechanizmoéw wa-
runkujgcych oporno$¢ bakterii na antybiotyki jest obec-
nos¢ aktywnych biatek o wtasciwosciach pompy (drug
efflux pumps). Dzialanie pomp efluksowych majace na
celu utrzymanie wewnatrzkomorkowej homeostazy po-
lega na wypompowywaniu poza komoérke ubocznych
produktéw przemiany materii, autoinduktoréw oraz
substancji toksycznych, w tym antybiotykéw. Pompy
efluksowe r6znia sie budowg, liczba struktur transbto-
nowych, swoistoscig substratowa oraz mechanizmem
dziatania. Ze wzgledu na liczbe komponentéw trans-
blonowych, lokalizacje, Zrédta energii, usuwane sub-
stancje podzielone zostaly na 6 klas: MFS (major faci-
litator superfamily), SMR (small multidrug resistance
family), MATE (multidrug and toxic compound extru-
sion family), ABC (ATP binding cassette superfamily),
RND (resistance nodulation cell division family) i DMT
(drug metabolite transporter; 31).

Pompy efluksowe wystepuja zaréwno u bakterii
Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich. U bakterii
Gram-ujemnych biatka transportowe tworza potrdjng
strukture, ztozona z biatka wewnetrznej blony cytopla-
zmatycznej, biatka zewnetrznej btony tworzacego ka-
natl transportowy oraz z biatka przestrzeni periplazma-
tycznej, taczacego oba wczesniejsze biatka. U bakterii
Gram-dodatnich pompy efluksowe s3 mniej skompli-
kowane, zbudowane z pojedynczego biatka blonowego
(31, 32). Pompy efluksowe charakteryzuja sie swoisto-
$cig substratowa. Niektore z nich moga by¢ lekoswo-
iste i eksportowac konkretng, charakterystyczng dla
danego biatka klase zwigzkéw antybakteryjnych, na-
tomiast inne zdolne s3 wypompowywac antybiotyki
nalezace do réznych klas (33, 34). Przykltadowo wyste-
pujaca u P. aeruginosa pompa MexAB-OprM zwigzana
jest z opornoscig struktury biofilmu na dziatanie az-
treonamu, gentamycyny, tetracykliny oraz tobramy-
cyny, a pompa efluksowa PA1874-1877 z opornoscig
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na dzialanie cyprofloksacyny, gentamycyny oraz to-
bramycyny (35).

Znaczaca role w zjawisku opornosci biofilmu na an-
tybiotyki odgrywaja komoérki przetrwate, tzw. persi-
sters. Komorki te stanowig niewielkg liczbowo czesé
populacji biofilmu. Z racji tego, Ze nie wykazujg wzro-
stu (stan spoczynku), zdolne s3 tolerowac bardzo wy-
sokie stezenia antybiotykow. Komorki persisters nie
s3 mutantami bakterii opornych na antybiotyki, lecz
rodzajem komorek o dzikim fenotypie, ktdre powstajg
stochastycznie w populacji klonalnej genetycznie iden-
tycznych komorek. Powstawanie komorek przetrwatych
moga indukowac rézne czynniki stresowe, np. gtodze-
nie, stres oksydacyjny i cieplny oraz aktywacja modu-
16w toksyna-antytoksyna. Stosowane do walki z bio-
filmem antybiotyki zabijajag komdrki planktonowe oraz
znaczg ilo$¢ komorek zawieszonych w biofilmie, po-
zostawiajgc komorki persisters nienaruszone. Po za-
przestaniu terapii antybiotykowej komorki persisters
reaktywuja sie ze stanu u$pienia, odbudowuja biofilm,
co w konsekwencji prowadzi do nawrotu zakazenia (9).

Zaobserwowano, ze w opornosci biofilmu na sub-
stancje przeciwdrobnoustrojowe uczestniczy takze
systemem QS. Wykazano, Ze wysoka tolerancja bio-
filmu P. aeuroginosa na dziatanie antybiotykéw zwig-
zana jest z formowaniem wielolekoopornych komad-
rek persisters w odpowiedzi na molekuty sygnatowe
AHL. Ponadto potwierdzono, Ze zastosowanie inhibi-
toréw QS zwieksza wrazliwos$¢ biofilmu P. aeurogino-
sa na dziatanie antybiotykéw (36, 37). Jednakze zwig-
zek QS i molekut sygnatowych z opornoscia biofilmu
na substancje przeciwdrobnoustrojowe nie jest w pet-
ni wyjasniony i wymaga dalszych badan.

Terapia przeciwbiofilmowa

Drobnoustroje wystepujace w biofilmie charakteryzuja
sie wysoka opornosciag na dziatanie srodkéw przeciw-
drobnoustrojowych oraz odpowiedZ uktadu immuno-
logicznego gospodarza (28). Antybiotykoterapia wciaz
stanowi najpowszechniejsza metode walki z zakaze-
niami bakteryjnymi, jednak jej efektywnos$¢ niszcze-
nia biofilmu jest ograniczona. Badania in vitro i in vivo
wykazaly, ze minimalne stezenie hamujace (MIC) i mi-
nimalne stezenie béjcze (MBC) dla komorek bakteryj-
nych biofilmu sg zazwyczaj znacznie wyzsze (okoto
10-1000 razy) niz dla ich form planktonowych (24, 38,
39). Zaobserwowane réznice s3 wynikiem odmiennych
profili farmakokinetycznych i farmakodynamicznych
srodkéw przeciwdrobnoustrojowych pomiedzy bio-
filmem a forma planktoniczng. Uzycie w terapii an-
tybiofilmowej wysokich dawek antybiotykow nie jest
praktykowane z racji mozliwych powiklan w posta-
ci uszkodzenia i dysfunkcji nerek oraz watroby. Dla-
tego tez odnalezienie skutecznej i bezpiecznej terapii
przeciwbiofilmowej stalo sie nowym wyzwaniem dla
$wiata nauki.

Terapia fagowa
Jedna z efektywnych terapii przeciwbiofilmowych

stosowanych u ludzi oraz zwierzat jest terapia fago-
wa (fagoterapia). Bakteriofagi infekuja i namnazaja sie

wylacznie w komorkach bakteryjnych wrazliwych na
danego faga. W komoérce gospodarza mozliwe sg 4 cykle
zyciowe fagéw — lityczny, lizogenny, pseudolizogen-
ny oraz przewlektego zakazenia. Spo$réd wymienio-
nych cykli zyciowych jedynie cykl lityczny, w ktérym
zachodzi namnazanie fagow, prowadzi do $mierci ko-
morki gospodarza. Unikalng wtasciwoscia bakterio-
fagéw jest ich duza swoisto$¢ — zdolno$¢ do zakaza-
nia jednego gatunku bakterii. Dzigki tej wiasciwosci
eliminowane sg tylko patogenne szczepy bakterii bez
niszczenia naturalnej flory gospodarza, co ma miejsce
podczas klasycznej antybiotykoterapii. Kolejng, nie-
zwykle istotng wlasciwoscia fagow jest zdolnosé do
wykladniczego wzrostu, co oznacza, Ze wraz z nasile-
niem wzrostu bakterii wzrasta liczba wiruséw, nato-
miast w chwili zmniejszania sie liczby komdrek maleje
liczba fagéw. Fundamentalng cecha fagéw jest zdol-
no$¢ do zabijania bakterii antybiotykoopornych. Wtas-
ciwo$¢ ta zwigzana jest z mutacjami w genomie faga,
co daje mozliwos$¢ adaptacji do ewoluujgcych komérek
bakteryjnych. Liczne badania in vitro i in vivo potwier-
dzity skutecznosc terapii fagowej w walce z biofilmem,
zaré6wno dla bakterii wrazliwych, jak i opornych na
standardowaq antybiotykoterapie (40, 41, 42, 43, 44, 45).

W uszkodzeniu komoérek bakterii oraz macierzy
biofilmu znaczaca role odgrywaja enzymy fagowe
- lizyny i depolimerazy polisacharydéw (DP). Lizy-
ny odpowiedzialne sg za niszczenie bakterii i uwol-
nienie wiruséw potomnych, a DP degraduja otoczko-
we i strukturalne polisacharydy, w tym EPS biofilmu
(46, 47). Z racji, ze w sSrodowisku biofilmy formowane
sa z roznych gatunkow bakterii, efektywnos¢ fagote-
rapii, pomimo zastosowania mieszaniny r6znych fa-
gow, nie zawsze przynosi pozadane rezultaty (48, 49).
Z tego tez powodu podjeto proby taczenia terapii fago-
wej z np. antybiotykoterapia, Srodkami dezynfekcyj-
nymi, jonami metali (50, 51). Wyniki badan wykaza-
ly, ze niskie stezenie cefotaksymu (CTX) prowadzito
do 7-krotnego zwiekszenia liczby fagéw potomnych
uwolnionych podczas lizy zakaZonego, uropatogenne-
go szczepu E. coli w poréwnaniu z liczbg fagéw uzyska-
nych podczas zakazenia bakterii hodowanych na pod-
lozu bez dodatku antybiotyku (50). Synergizm dziatania
fagéw z antybiotykami zostal nazwany synergizmem
fagowo-antybiotykowym (Phage-Antibiotic Synergy,
PAS). Synergizm dziatania fagéw i chemioterapeuty-
kow wykazano takze w stosunku do biofilmu bakte-
ryjnego. Laczne zastosowanie bakteriofaga T4 i CTX
skutkowato znaczaco wyzszym stopniem degradacji
biofilmu w stosunku do monoterapii CTX. Z kolei przy
eradykacji biofilmu Klebsiella pneumoniae B5055 za-
obserwowano, ze amoksycylina do 4. dnia inkubacji
efektywniej niszczy biofilm w poréwnaniu z fagami,
natomiast w kolejnych dniach inkubacji skuteczniej-
sze w eliminacji biofilmu okazaly sie bakteriofagi (52).
Laczne zastosowanie fagéw wraz z cyprofloksacyna
réwniez okazato sie efektywniejsze w walce z biofil-
mem K. pneumoniae niz dzialanie samego antybiotyku
(47)- Poza antybiotykami synergistyczny efekt dziala-
nia przeciwbiofilmowego wykazano przy tgcznym za-
stosowaniu fagéw i Srodkow dezynfekcyjnych, m.in.:
chloru, podchlorynu, czwartorzedowych zwigzkow
amoniowych (48, 53).
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Laktoferyna

Substancja o potwierdzonych wtasciwo$ciach przeciw-
biofilmowych jest laktoferyna (Lf). Laktoferyna jest
biatkiem odpornos$ci nieswoistej wrodzonej, wyste-
pujacym w ptynach i wydzielinach sluzowych ssakéw,
m.in. w siarze, mleku, }zach, $linie, nasieniu. Maga-
zynowana jest w ziarnistosciach drugo- i trzeciorze-
dowych granulocytéw obojetnochtonnych. Laktofery-
na nalezy do rodziny transferyn i tak jak inne biatka
Z tej rodziny, posiada bardzo duze powinowactwo do
jonow zelaza. Sekwestracja zelaza przez laktoferyne
uniemozliwia wykorzystanie tego metalu przez drob-
noustroje (w tym biofilm), co zaburza ich prawidlowy
wzrost i z t3 zdolnoscia wigzania zelaza niegdys 13-
czono jej whasciwosci bakteriostatyczne (54). Obecnie
wiadomo, ze laktoferyna wykazuje takze wlasciwo-
$ci bakteriobojcze niezalezne od sekwestracji zelaza
(55). W przypadku bakterii Gram-ujemnych laktofe-
ryna wiaze sie z biatkami obecnymi na powierzchni
bakterii, prowadzac do uwolnienia LPS. Konsekwen-
cja powyzszego jest wzrost przepuszczalnosci blo-
ny komorkowej i uwrazliwienie na zmiany ci$nienia
osmotycznego, dzialanie lizozymu oraz innych czyn-
nikéw o wlasciwosciach antybakteryjnych. Niszczenie
bakterii Gram-dodatnich odbywa sie poprzez laczenie
sie fragmentow biatka posiadajacych dodatni tadunek
z btong komorki bakteryjnej. Po zwigzaniu blona ko-
moérkowa ulega zniszczeniu (56).

W literaturze przedmiotu odnalez¢é mozna dane
wskazujace na synergistyczne dzialanie laktoferyny
i antybiotykéw w walce z biofilmem. Zaobserwowa-
no, ze laktoferyna ALX-109 (kombinacja laktoferyny
z hipotiocyjanianem) wzmacnia zdolno$¢ tobramycyny
i aztreonamu do hamowania formowania oraz redu-
kowania dojrzalego biofilmu P. aeuroginosa PAO1 wy-
izolowanego od pacjentéw z mukowiscydoza. Zastoso-
wanie samej laktoferyny ograniczato formowanie sie
biofilmu P. aeuroginosa PAO1, jednak nie wptywato na
dezintegracje dojrzatego biofilmu (57). Réwniez uzy-
cie w terapii wylacznie tobramycyny i/lub aztreona-
mu nie ograniczalo toczacego sie procesu zapalnego
w drogach oddechowych. Synergistyczny efekt dzia-
fania odnotowano takze dla laktoferyny i rifampicyny
w odniesieniu do biofilmu Bcc (58). Odkrycie wsp6t-
dzialania laktoferyny i rifampicyny bylo niezwykle
istotne, gdyz Bcc cechuje sie wrodzong opornoscia na
wiele klas antybiotykéw i sSrodkow dezynfekcyjnych,
co znacznie komplikuje leczenie zakazen bakteryjnych.
Synergizm dzialania odnotowano takze dla laktofery-
ny i ksylitolu. Jednoczesne zastosowanie obu substancji
zaburzalo wzrost biofilmu oportunistycznego szczepu
P. aeruginosa oraz MRSA wyizolowanych z przewlek-
tych, trudno gojacych sie ran (59, 60).

Inhibitory quorum sensing

Obecnie do walki z biofilmem wykorzystuje sie tak-
ze inhibitory systemu QS (quorum sensing inhibitors,
QSIs). Ingerencja w system QS jest obiecujagca metoda
kontroli formowania biofilmu i zwigzanych z nim za-
kazen. Interferencja w QS przebiega na réznych plasz-
czyznach, m.in. hamowanie generowania sygnatu,
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ingerencja w dystrybucje sygnatu, blokowanie recep-
torow sygnatowych oraz hamowanie odpowiedzi na
molekuty sygnatowe. Gtéwna zaleta QSI w poréwna-
niu z antybiotykami jest brak indukcji bakterii opor-
nych. Zaobserwowano, ze wiele zwigzkéw chemicz-
nych produkowanych przez rosliny, algi, wodorosty
ma zdolno$¢ ingerencji w prawidtowe funkcjonowanie
QS. Przykladem hamowania systemu QS jest zdolnos¢
biosyntezy halogenowanych furanonéw przez wodo-
rost morski Delisea pulchra wystepujacy u wybrzezy
Australii. Halogenowane furanony jako kompetycyjne
analogi AHL, konkurujac o miejsce wigzania na biat-
ku receptorowym LuxR, skutecznie zapobiegaty two-
rzeniu biofilmu przez bakterie Gram-ujemne (22). Za-
kres dzialania furanonéw obejmuje takze zaburzenie
dzialania AI-2 pomiedzy bakteriami Gram-ujemnymi
i Gram-dodatnimi. Oprécz naturalnych furanonéw ich
syntetyczne analogii takze charakteryzuje zdolnos¢
zaburzania QS (61).

Wartg uwagi naturalng substancja ingerujaca w QS
jest ekstrakt z czosnku - ajoen. Zwigzek ten zmniejsza
produkcje molekut sygnatowych w biofilmie P. aerugi-
nosa oraz wykazuje synergizm dzialania z tobramycyna
w hamowaniu formowania biofilmu (62). Kolejng wazng
zaletg QSI jest ich wplyw na wzrost wrazliwosSci bio-
filmu na dziatanie antybiotykow. Jednoczesne zasto-
sowanie inhibitora QS FS3 i daptomycyny w celu zapo-
biegania formowania biofilmu S. aureus na protezach
naczyniowych prowadzito do obnizenia wartosci MIC
i MBC dla daptomycyny (63). Wykazano takze, ze QSIs
interferujace z AHL zwiekszajg efektywno$¢ dziatania
tobramycyny wobec bioflmu P. aeruginosa i Bcc (64).

Inhibitory pomp efluksowych

Majac na uwadze znaczenie pomp efluksowych w opor-
nosci biofilmu na antybiotykoterapie, podjeto badania
nad substancjami blokujgcymi ich dziatanie - inhibi-
tory pomp efluksowych (efflux pump inhibitors, EPIs).
Hamowanie dziatania pomp efluksowych moze by¢
osiggniete m.in. poprzez zakldcenie ekspresji biatek
niezbednych do budowy pompy, blokowanie zewnetrz-
nych kanaléw biorgcych udzial w wypompowywaniu
antybiotykow, zmiane struktury antybiotyku maja-
c3 na celu ograniczenie jego powinowactwa do wig-
zania z bialkiem transportowym, dezintegracje ele-
ment6éw sktadowych pompy, ograniczenie dostepu do
Zrddet energii oraz zastosowanie substancji chemicz-
nych o wyzszym od antybiotyku powinowactwie do
biatek transportowych pompy. Dotychczas udalo sie
zidentyfikowa¢ kilka grup zwigzkéw chemicznych
hamujacych dziatanie pomp efluksowych, do ktérych
naleza m.in. peptydomimetyki, chinoliny, arylopipe-
razyny i pirydopirymidyny. Jedng z pierwszych po-
znanych substancji o wlasciwosciach inhibitujacych
dzialanie EP byt MC-207,110 nalezacy do peptydomi-
metykéw. Mechanizm dziatania MC-207,110 polega na
konkurencyjnym taczeniu sie z miejscem wigzania dla
antybiotykéw (gltéwnie cyprofloksacyny i lewoflok-
sacyny) na biatku transportowym pompy, co skutku-
je wypompowywaniem tego zwigzku poza komorke
i wzrostem stezenia antybiotyku wewnatrz komarki
(65). Niestety ze wzgledu na znaczna toksyczno$¢ EPI
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ich zastosowanie w terapii zakazen o podtozu biofil-
mowym jest ograniczone.

Terapia fotodynamiczna i ultradZzwiekowa

Obiecujacy, alternatywng metodg zwalczania zakazen
zwigzanych z formowaniem biofilmu jest terapia foto-
dynamiczna (photodynamic therapy, PDT). Opiera sie
ona na dziataniu nietoksycznych barwnikéw zwanych
fotouczulaczami, ktore pod wpltywem Swiatta widzial-
nego generowanego przez niskoenergetyczne zrodla
w obecnosci tlenu prowadza do powstawania zwigz-
kow o charakterze cytotoksycznym, gtéwnie tlenu sin-
gletowego oraz wolnych rodnikéw. Role fotoutleniaczy
moga petnic porfiryny, ich prekursory oraz pochodne,
chloryny, ftalocyjaniny, barwniki fenotiazynowe. Za-
leta PDT jest brak selekcji bakterii opornych na dzia-
tanie fotoutleniaczy (66). Na podstawie badan in vitro
stwierdzono znacznie wieksza skutecznos¢ PDT w eli-
minacji biofilmu w poréwnaniu z klasycznymi anty-
biotykami. Terapia fotodynamiczna okazala sie efek-
tywna metodaq eliminacji bakterii formujacych ptytke
nazebng oraz biofilméw formowanych m.in. przez P.
aeruginosa, S. epidermidis, S. aureus, w tym szczepow
metycylinoopornych (MRSA). Wyniki badan potwier-
dzity takze, ze laczne zastosowanie PDT i wankomy-
cyny charakteryzuje sie¢ wyzsza efektywnoscig w eli-
minacji biofilmu S. aureus z powierzchni implantéw
w poréwnaniu z monoterapia (67).

W ostatnim czasie podejmowane sg proby wyko-
rzystania ultradZwiekéw (ultrasound, US) jako meto-
dy wspomagajacej efektywnosc¢ klasycznej antybioty-
koterapii w walce z biofilmem. Mechanizm dzialania
US prowadzacy do wzrostu aktywnosci antybioty-
kéw zwiagzany jest gléwnie z indukcja kawitacji, wy-
sokiego ci$nienia, naprezen oraz powstawaniem wol-
nych rodnikow i wzrostem temperatury (68). Efektem
dziatania US na komdrki s3 zmiany w btonie komor-
kowej (wzrost przepuszczalnosci), zmiany whasciwosci
wzrostu komoérek, modyfikacje drég syntezy makro-
czgsteczek i ultrastruktury komérkowej oraz uszko-
dzenia DNA. Z dostepnych danych wynika, ze zastoso-
wanie US ulatwia m.in. transport wankomycyny przez
biofilm S. epidermidis RP62A, co prowadzi do elimina-
¢ji znacznego odsetka komorek bakteryjnych i zmniej-
szenia gestosci biofilmu (69, 70).

Podsumowujgc, mozna jednoznacznie stwierdzic,
ze biofilm bakteryjny jest dominujgca forma zycia
bakterii ulatwiajgca im przyjmowanie i przetwarza-
nie sktadnikéw pokarmowych, usuwanie potencjal-
nie szkodliwych produktéw przemiany materii, stwa-
rzajaca dogodne warunki Srodowiskowe dla szybkiego
wzrostu oraz zapewniajaca nisze chroniaca przed ne-
gatywnym wplywem czynnikow Srodowiska, w tym
dzialaniem antybiotykéw. Zmniejszona wrazliwos¢
komorek bakteryjnych biofilmu na wiekszo$¢ obec-
nie stosowanych lekéw przeciwbakteryjnych obni-
za skuteczno$¢ prowadzonego leczenia, co powoduje
komplikacje terapeutyczne. Dlatego tez kluczowe dla
ochrony zdrowia ludzi i zwierzat oraz ograniczenia in-
dukcji opornych na antybiotyki szczepow bakterii jest
poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za rozwéj
i wysoka tolerancje biofilmu na dzialanie substancji

przeciwdrobnoustrojowych. Zdobyta wiedza bedzie
szansg na wdrozenie efektywnych metod walki z za-
kazeniami o podlozu biofilmowym.
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