
Na całym świecie niezliczona liczba drobno-
ustrojów powoduje wiele ostrych i przewlek­

łych zakażeń u ludzi i zwierząt dzięki zdolnościom do 
tworzenia dynamicznej, przestrzennie złożonej i wie-
lowarstwowej struktury zawierającej bakterie otoczo-
ne macierzą zbudowaną głównie z polimerów cukrów 
i białek (extracellular polimeric substances – EPS; 1). 
Obecnie wiadomo, że w środowisku naturalnym po-
nad 99% bakterii występuje w formie biofilmu, a nie 
jak sądzono prawie do końca XX w. w postaci pojedyn-
czych, rozproszonych komórek określanych plankto-
nem (2). Formowanie biofilmu przez patogenne bakterie 
jest uważane za główny czynnik wirulencji, zabezpie-
czający nie tylko przed niesprzyjającymi warunkami 
środowiska oraz mechanizmami odpowiedzi immu-
nologicznej gospodarza, ale również przed ukierun-
kowanym działaniem środków przeciwbakteryjnych 
(3). Obecnie szacuje się, że zakażenia o podłożu bio-
filmowym odpowiadają za około 80% wszystkich za-
każeń dotykających zwierzęta i ludzi (4).

Biofilm może powstać na powierzchni żywych 
komórek, gdyż jego formowanie jest cechą natural-
ną wszystkich bakterii tworzących mikroflorę skóry 
i błon śluzowych. Również bakterie chorobotwórcze 
wnikające do organizmu w postaci planktonicznej, 
po wstępnym etapie adhezji do komórek gospodarza, 
tworzą we wrotach zakażenia biofilm (5). Bakterie for-
mujące biofilm są również w stanie trwale i skutecz-
nie kolonizować powierzchnie abiotyczne, co nasila 
problem zakażeń o podłożu biofilmowym z racji co-
raz powszechniejszego stosowania w medycynie lu-
dzi i weterynaryjnej biomateriałów w postaci cewni-
ków moczowych, cewników naczyniowych, układu 
zastawkowego do drenażu komorowego, stentów oraz 
implantów itp.

Kolejnym ważnym aspektem zakażeń bakteryjnych 
z towarzyszącym biofilmem jest fakt, że około 61% za-
każeń odnotowywanych u ludzi ma pochodzenie zoo-
notyczne (6). Przykładem zakażenia odzwierzęcego 
o podłożu biofilmowym są przewlekłe, trudno goją-
ce się rany powstałe na skutek pogryzienia przez psa 
lub kota. Wydłużenie czasu gojenia tak powstałych ran 
związane jest z chorobotwórczym potencjałem wystę-
pującego na zębach wielogatunkowego biofilmu, czyli 
płytki nazębnej (7). Kolejnym przykładem jest zakażenie 
układu moczowego człowieka uropatogennym szcze-
pem Escherichia coli izolowanym od psa. Badania ekspe-
rymentalne wykazały, ze biofilm formowany przez ten 
szczep wykazuje cytotoksyczność wobec komórek na-
błonka pęcherza moczowego (8). Powyższe dane pod-
kreślają rolę zakażeń o podłożu biofilmowym u ludzi 

i zwierząt oraz wskazują potrzebę poznania mecha-
nizmów formowania i funkcjonowania biofilmu jako 
kluczowego postępowania niezbędnego do opracowania 
skutecznych i bezpiecznych strategii prewencji i zwal-
czania, zapobiegania oraz przeciwdziałania skutkom 
obecności tej formy życia drobnoustrojów.

Formowanie biofilmu

Powstawanie struktury biofilmu jest procesem wie-
loetapowym zależnym od budowy i właściwości po-
wierzchni kolonizowanej, a  także od właściwości 
mikroorganizmów. Tworzenie biofilmu składa się 
z czterech etapów (ryc. 1). W pierwszym etapie swobod-
nie pływające bakterie w formie planktonicznej osia-
dają i przyczepiają się do podłoża. Początkowo komór-
ki wiążą się z podłożem na zasadzie niespecyficznych, 
odwracalnych oddziaływań, takich jak: siły grawita-
cyjne, elektrostatyczne, hydrofobowe van der Waalsa. 
W tej fazie istotną rolę odgrywają zewnątrzkomórko-
we struktury bakteryjne, zwłaszcza białkowe wyrostki 
– fimbrie. Występujące na fimbriach grupy hydrofobo-
we ułatwiają bakteriom pokonywanie siły odpychania 
pomiędzy ujemnie naładowanymi komórkami gospo-
darza i powierzchnią drobnoustroju.
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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.

Keywords: bacterial biofilm, antimicrobial resistance, therapeutic strategies.

Prace poglądowe

765Życie Weterynaryjne • 2018 • 93(11) 765



Ryc. 1.  
Etapy  

powstawania 
biofilmu

Następnie ma miejsce swoista reakcja pomiędzy ad-
hezynami bakterii a podłożem. Ścisłe przyleganie ko-
mórek drobnoustroju do podłoża przez odpowiednio 
długi czas sprawia, że powstałe połączenie staje się 
nieodwracalne. Stopień przylegania zależy w większo-
ści przypadków od gatunku drobnoustroju i liczby ko-
mórek, szybkości przepływu cieczy oraz cech fizyko-
chemicznych danej powierzchni. W tej fazie dochodzi 
do wytwarzania przez drobnoustroje pozakomórko-
wej substancji polisacharydowej (extracellular polyme-
ric substance – EPS) określanej macierzą zewnątrzko-
mórkową. Po nieodwracalnym związaniu się komórek 
z podłożem i wytworzeniu EPS obserwuje się namna-
żanie i różnicowanie drobnoustrojów. Tempo i zakres 
zwiększania się warstw komórek tworzących biofilm 
zależy m.in. od: szybkości przepływu cieczy, zawar-
tości czynników odżywczych w podłożu, dostępności 
żelaza, pH, osmolalności, zawartości tlenu, stężenia 
leków przeciwbakteryjnych oraz temperatury otocze-
nia. W końcowym etapie formowania biofilmu komór-
ki bakteryjne odczepiają się od uformowanej struktu-
ry i w wyniku przemieszczenia się z krwią czy innymi 
płynami ustrojowymi dokonują ekspansji na nowe po-
wierzchnie, dając początek nowemu biofilmowi (9, 10).

Struktura biofilmu

Dojrzały biofilm jest zwartą, trójwymiarową struktu-
rą złożoną z kilku do kilkudziesięciu warstw bakterii 
tego samego lub różnych gatunków, żyjących w EPS. 
Pomiędzy poszczególnymi strukturami biofilmu znaj-
duje się sieć kanałów wypełnionych płynem, łączących 
wnętrze biofilmu ze środowiskiem, w którym się znaj-
duje, oraz rozprowadzających w obrębie biofilmu tlen 
oraz składniki odżywcze.

Ważnym składnikiem biofilmu jest EPS tworząca 
rusztowanie dla jego trójwymiarowej struktury i od-
powiadająca za przyleganie do powierzchni oraz utrzy-
manie spójności w jego wnętrzu.

W dojrzałym biofilmie bakterie stanowią około 10%, 
a EPS około 90% całej masy. Głównymi składnikami 
EPS są: polisacharydy, białka, zewnątrzkomórkowe 

DNA (eDNA), glikoproteiny, lipidy oraz kwasy lipotej-
chojowe i  lipopolisacharydy (LPS). Ponadto znaczną 
część macierzy (około 97%) stanowi woda chroniąca 
biofilm przed wysuszeniem (11, 12, 13).

Komponenty macierzy chronią drobnoustroje przed 
otaczającym środowiskiem, w tym czynnikami: fizycz-
nymi (np. promieniowanie UV), chemicznymi (leki, 
środki dezynfekcyjne), biologicznymi (bakteriofagi, 
pierwotniaki, czynniki układu odpornościowego go-
spodarza). Ponadto uczestniczą w procesie powstawa-
nia oraz dojrzewania biofilmu, stabilizują strukturę 
biofilmu, a także są źródłem składników odżywczych 
i wody. Wykazano, że hydrofilowe egzopolimery za-
trzymują w obrębie struktury biofilmu wodę, która 
może zostać wykorzystana przez drobnoustroje w mo-
mencie odwodnienia środowiska wzrostu bakterii. Po-
nadto EPS w przypadku braku substancji odżywczych 
może być źródłem pierwiastków biogennych (11, 12, 14).

Zjawisko „quorum sensing”

Znaczącą rolę w procesie formowania i  funkcjono-
wania biofilmu odgrywa zjawisko „quorum sensing” 
(QS) znane też m.in. jako „wyczuwanie liczebności”. 
Quorum sensing należy rozumieć jako system komu-
nikacji pomiędzy drobnoustrojami z udziałem związ-
ków chemicznych, regulowany przez określone geny 
w odpowiedzi na liczebność populacji drobnoustrojów. 
Poza formowaniem biofilmu mechanizm QS reguluje 
także inne właściwości bakterii, m.in. sporulację, wy-
twarzanie bakteriocyn, apoptozę oraz wirulencję (15).

Wyniki badań wskazują, że mikroorganizmy wy-
twarzają sygnały chemiczne zwane autoinduktorami, 
których wzrost stężenia zależy od liczebności rozwi-
jającej się populacji bakterii (16, 17). Po przekrocze-
niu progowego stężenia autoinduktorów (co świad-
czy o osiągnięciu przez populację mikroorganizmów 
odpowiedniej liczebności, czyli kworum) dochodzi do 
skoordynowanej zmiany ekspresji genów, niezbędnej 
do efektywnego współdziałania całej populacji (18).

System komunikacji QS występuje u bakterii tego sa-
mego gatunku, jak i różnych gatunków (19). Wykazano, 
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że system przekazywania cząstek sygnałowych jest 
inny u bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, 
co determinowane jest odmienną strukturą ściany 
komórkowej (20). Funkcje autoinduktorów u bakte-
rii Gram-ujemnych pełnią acylowane laktony homo-
seryny (AHL), natomiast u bakterii Gram-dodatnich 
specyficzne oligopeptydy powstałe w wyniku trawie-
nia większych prekursorów białkowych. Autoinduk-
tory służą do komunikowania się komórek w popula-
cjach określonych szczepów oraz gatunków, natomiast 
komunikowaniu się komórek w mieszanych, między-
gatunkowych populacjach bakterii uczestniczy czą-
steczka sygnałowa AI-2. Uważa się, że ten sposób glo-
balnej, skoordynowanej regulacji ważnych procesów 
życiowych w całej populacji komórek pozwolił bakte-
riom osiągnąć niektóre właściwości organizmów wie-
lokomórkowych, stąd autoinduktory określane są jako 
„hormone like molecules”. Dlatego też biofilm uwa-
żany jest za prymitywny organizm wielokomórko-
wy (18, 21, 22).

Oporność biofilmu  
na substancje przeciwdrobnoustrojowe

Istotną właściwością komórek bakteryjnych stano-
wiących integralną część biofilmu jest ich zwiększo-
na oporność na działanie czynników zewnętrznych, 
w tym antybiotyków. W porównaniu z formami plank-
tonowymi bakterie wzrastające w formie biofilmu ce-
chuje zwiększona, nawet 1000-krotnie, oporność wo-
bec antybiotyków (23, 24). Stosowanie antybiotyków 
do walki z biofilmem może zmniejszyć liczbę komó-
rek bakterii w biofilmie, jednak nie prowadzi do całko-
witej jego eradykacji, czego konsekwencją jest rozwój 
przewlekłych i/lub nawracających zakażeń. Wysoka to-
lerancja biofilmu na działanie antybiotyków zależy od 
gatunku bakterii, fazy wzrostu drobnoustrojów, obec-
ności EPS, indukcji mechanizmów oporności, produk-
cji enzymów degradujących antybiotyki oraz obecnoś-
ci subpopulacji komórek przetrwałych (persister cells; 
9, 25, 26, 27, 28).

Macierz zewnątrzkomórkowa stanowi mechaniczną 
barierę uniemożliwiającą dyfuzję antybiotyku w głąb 
biofilmu, stąd też destrukcji ulegają jedynie komór-
ki bakterii występujące na powierzchni. Natomiast 
bakterie osiadłe w głębszych warstwach są w stanie 
przetrwać zastosowaną antybiotykoterapię. Przykła-
dem wpływu EPS na efektywność antybiotykoterapii 
jest biofilm P. aeruginosa rozwijający się u pacjentów 
z mukowiscydozą. Pałeczki P. aeruginosa wytwarzają 
trzy główne polisacharydy: Pel, Psl i alginian, pełniące 
różne funkcje w biofilmie. Spośród nich alginian (sub-
stancja o charakterze śluzowym) uważany jest za nie-
zwykle ważny czynnik wirulencji P. aeruginosa (29). Al-
ginian chroni mikroorganizmy przed opsonizacją przez 
przeciwciała gospodarza oraz zapobiega dyfuzji anty-
biotyków w głąb biofilmu. Szczepy syntetyzujące ten 
związek są nawet 1000 razy bardziej oporne na anty-
biotyki (np. tobramycynę) w porównaniu z bakteriami 
niesyntetyzującymi śluzu (30). Kolejnym przykładem 
może być egzopolimer – cepacian wytwarzany przez 
Burkhololderia cepacia complex (Bcc), który jest odpo-
wiedzialny za inhibicję przeciwbakteryjnego działania 

peptydów przeciwdrobnoustrojowych oraz osłabianie 
chemotaksji neutrofilów. Ponadto związek ten jest ak-
ceptorem reaktywnych form tlenu (12).

Macierz biofilmu może pełnić również rolę aktyw-
nej chemicznie bariery. Wykorzystując odmienność 
ładunków elektrycznych reagujących ze sobą cząstek, 
anionowa macierz może biosorpcjować i immobilizo-
wać jony metali ciężkich, kationowe peptydy przeciw-
drobnoustrojowe oraz antybiotyki (np. aminoglikozydy).

Kolejnym czynnikiem warunkującym oporność bio-
filmów bakteryjnych na antybiotyki jest zróżnicowanie 
metaboliczne bakterii w obrębie biofilmu. Komórki mi-
kroorganizmów, zwłaszcza występujące w jego głęb-
szych warstwach, mając ograniczony dostęp do tle-
nu i składników odżywczych, obniżają tempo wzrostu 
i przechodzą w stan zbliżony do anabiozy. Ta zreduko-
wana aktywność metaboliczna może przyczyniać się 
do zwiększonej tolerancji wobec antybiotyków, których 
celem jest modyfikacja procesów zachodzących w ko-
mórce, takich jak replikacja i translacja DNA. Stoso-
wane w leczeniu różnych chorób antybiotyki wykazują 
swoje działanie głównie wobec aktywnych metabolicz-
nie rosnących komórek. Zmniejszona aktywność me-
taboliczna bakterii występujących w głębszych war-
stwach biofilmu może prowadzić do rozwoju oporności 
na antybiotyki i jego przetrwania.

Jednym z niedawno odkrytych mechanizmów wa-
runkujących oporność bakterii na antybiotyki jest obec-
ność aktywnych białek o właściwościach pompy (drug 
efflux pumps). Działanie pomp efluksowych mające na 
celu utrzymanie wewnątrzkomórkowej homeostazy po-
lega na wypompowywaniu poza komórkę ubocznych 
produktów przemiany materii, autoinduktorów oraz 
substancji toksycznych, w tym antybiotyków. Pompy 
efluksowe różnią się budową, liczbą struktur transbło-
nowych, swoistością substratową oraz mechanizmem 
działania. Ze względu na liczbę komponentów trans-
błonowych, lokalizację, źródła energii, usuwane sub-
stancje podzielone zostały 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 występują zarówno u bakterii 
Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich. U bakterii 
Gram-ujemnych białka transportowe tworzą potrójną 
strukturę, złożoną z białka wewnętrznej błony cytopla-
zmatycznej, białka zewnętrznej błony tworzącego ka-
nał transportowy oraz z białka przestrzeni periplazma-
tycznej, łączącego oba wcześniejsze białka. U bakterii 
Gram-dodatnich pompy efluksowe są mniej skompli-
kowane, zbudowane z pojedynczego białka błonowego 
(31, 32). Pompy efluksowe charakteryzują się swoisto-
ścią substratową. Niektóre z nich mogą być lekoswo-
iste i eksportować konkretną, charakterystyczną dla 
danego białka klasę związków antybakteryjnych, na-
tomiast inne zdolne są wypompowywać antybiotyki 
należące do różnych klas (33, 34). Przykładowo wystę-
pująca u P. aeruginosa pompa MexAB-OprM związana 
jest z opornością struktury biofilmu na działanie az-
treonamu, gentamycyny, tetracykliny oraz tobramy-
cyny, a pompa efluksowa PA1874-1877 z opornością 
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na działanie cyprofloksacyny, gentamycyny oraz to-
bramycyny (35).

Znaczącą rolę w zjawisku oporności biofilmu na an-
tybiotyki odgrywają komórki przetrwałe, tzw. persi-
sters. Komórki te stanowią niewielką liczbowo część 
populacji biofilmu. Z racji tego, że nie wykazują wzro-
stu (stan spoczynku), zdolne są tolerować bardzo wy-
sokie stężenia antybiotyków. Komórki persisters nie 
są mutantami bakterii opornych na antybiotyki, lecz 
rodzajem komórek o dzikim fenotypie, które powstają 
stochastycznie w populacji klonalnej genetycznie iden-
tycznych komórek. Powstawanie komórek przetrwałych 
mogą indukować różne czynniki stresowe, np. głodze-
nie, stres oksydacyjny i cieplny oraz aktywacja modu-
łów toksyna-antytoksyna. Stosowane do walki z bio-
filmem antybiotyki zabijają komórki planktonowe oraz 
znaczą ilość komórek zawieszonych w biofilmie, po-
zostawiając komórki persisters nienaruszone. Po za-
przestaniu terapii antybiotykowej komórki persisters 
reaktywują się ze stanu uśpienia, odbudowują biofilm, 
co w konsekwencji prowadzi do nawrotu zakażenia (9).

Zaobserwowano, że w oporności biofilmu na sub-
stancje przeciwdrobnoustrojowe uczestniczy także 
systemem QS. Wykazano, że wysoka tolerancja bio-
filmu P. aeuroginosa na działanie antybiotyków zwią-
zana jest z  formowaniem wielolekoopornych komó-
rek persisters w odpowiedzi na molekuły sygnałowe 
AHL. Ponadto potwierdzono, że zastosowanie inhibi-
torów QS zwiększa wrażliwość biofilmu P. aeurogino-
sa na działanie antybiotyków (36, 37). Jednakże zwią-
zek QS i molekuł sygnałowych z opornością biofilmu 
na substancje przeciwdrobnoustrojowe nie jest w peł-
ni wyjaśniony i wymaga dalszych badań.

Terapia przeciwbiofilmowa

Drobnoustroje występujące w biofilmie charakteryzują 
się wysoką opornością na działanie środków przeciw-
drobnoustrojowych oraz odpowiedź układu immuno-
logicznego gospodarza (28). Antybiotykoterapia wciąż 
stanowi najpowszechniejszą metodę walki z zakaże-
niami bakteryjnymi, jednak jej efektywność niszcze-
nia biofilmu jest ograniczona. Badania in vitro i in vivo 
wykazały, że minimalne stężenie hamujące (MIC) i mi-
nimalne stężenie bójcze (MBC) dla komórek bakteryj-
nych biofilmu są zazwyczaj znacznie wyższe (około 
10-1000 razy) niż dla ich form planktonowych (24, 38, 
39). Zaobserwowane różnice są wynikiem odmiennych 
profili farmakokinetycznych i farmakodynamicznych 
środków przeciwdrobnoustrojowych pomiędzy bio-
filmem a formą planktoniczną. Użycie w terapii an-
tybiofilmowej wysokich dawek antybiotyków nie jest 
praktykowane z racji możliwych powikłań w posta-
ci uszkodzenia i dysfunkcji nerek oraz wątroby. Dla-
tego też odnalezienie skutecznej i bezpiecznej terapii 
przeciwbiofilmowej stało się nowym wyzwaniem dla 
świata nauki.

Terapia fagowa

Jedną z  efektywnych terapii przeciwbiofilmowych 
stosowanych u ludzi oraz zwierząt jest terapia fago-
wa (fagoterapia). Bakteriofagi infekują i namnażają się 

wyłącznie w komórkach bakteryjnych wrażliwych na 
danego faga. W komórce gospodarza możliwe są 4 cykle 
życiowe fagów – lityczny, lizogenny, pseudolizogen-
ny oraz przewlekłego zakażenia. Spośród wymienio-
nych cykli życiowych jedynie cykl lityczny, w którym 
zachodzi namnażanie fagów, prowadzi do śmierci ko-
mórki gospodarza. Unikalną właściwością bakterio-
fagów jest ich duża swoistość – zdolność do zakaża-
nia jednego gatunku bakterii. Dzięki tej właściwości 
eliminowane są tylko patogenne szczepy bakterii bez 
niszczenia naturalnej flory gospodarza, co ma miejsce 
podczas klasycznej antybiotykoterapii. Kolejną, nie-
zwykle istotną właściwością fagów jest zdolność do 
wykładniczego wzrostu, co oznacza, że wraz z nasile-
niem wzrostu bakterii wzrasta liczba wirusów, nato-
miast w chwili zmniejszania się liczby komórek maleje 
liczba fagów. Fundamentalną cechą fagów jest zdol-
ność do zabijania bakterii antybiotykoopornych. Właś­
ciwość ta związana jest z mutacjami w genomie faga, 
co daje możliwość adaptacji do ewoluujących komórek 
bakteryjnych. Liczne badania in vitro i in vivo potwier-
dziły skuteczność terapii fagowej w walce z biofilmem, 
zarówno dla bakterii wrażliwych, jak i opornych na 
standardową antybiotykoterapię (40, 41, 42, 43, 44, 45).

W uszkodzeniu komórek bakterii oraz macierzy 
biofilmu znaczącą rolę odgrywają enzymy fagowe 
– lizyny i depolimerazy polisacharydów (DP). Lizy-
ny odpowiedzialne są za niszczenie bakterii i uwol-
nienie wirusów potomnych, a DP degradują otoczko-
we i strukturalne polisacharydy, w tym EPS biofilmu 
(46, 47). Z racji, że w środowisku biofilmy formowane 
są z różnych gatunków bakterii, efektywność fagote-
rapii, pomimo zastosowania mieszaniny różnych fa-
gów, nie zawsze przynosi pożądane rezultaty (48, 49). 
Z tego też powodu podjęto próby łączenia terapii fago-
wej z np. antybiotykoterapią, środkami dezynfekcyj-
nymi, jonami metali (50, 51). Wyniki badań wykaza-
ły, że niskie stężenie cefotaksymu (CTX) prowadziło 
do 7-krotnego zwiększenia liczby fagów potomnych 
uwolnionych podczas lizy zakażonego, uropatogenne-
go szczepu E. coli w porównaniu z liczbą fagów uzyska-
nych podczas zakażenia bakterii hodowanych na pod-
łożu bez dodatku antybiotyku (50). Synergizm działania 
fagów z antybiotykami został nazwany synergizmem 
fagowo-antybiotykowym (Phage-Antibiotic Synergy, 
PAS). Synergizm działania fagów i chemioterapeuty-
ków wykazano także w stosunku do biofilmu bakte-
ryjnego. Łączne zastosowanie bakteriofaga T4 i CTX 
skutkowało znacząco wyższym stopniem degradacji 
biofilmu w stosunku do monoterapii CTX. Z kolei przy 
eradykacji biofilmu Klebsiella pneumoniae B5055 za-
obserwowano, że amoksycylina do 4. dnia inkubacji 
efektywniej niszczy biofilm w porównaniu z fagami, 
natomiast w kolejnych dniach inkubacji skuteczniej-
sze w eliminacji biofilmu okazały się bakteriofagi (52). 
Łączne zastosowanie fagów wraz z cyprofloksacyną 
również okazało się efektywniejsze w walce z biofil-
mem K. pneumoniae niż działanie samego antybiotyku 
(47). Poza antybiotykami synergistyczny efekt działa-
nia przeciwbiofilmowego wykazano przy łącznym za-
stosowaniu fagów i środków dezynfekcyjnych, m.in.: 
chloru, podchlorynu, czwartorzędowych związków 
amoniowych (48, 53).
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Laktoferyna

Substancją o potwierdzonych właściwościach przeciw-
biofilmowych jest laktoferyna (Lf). Laktoferyna jest 
białkiem odporności nieswoistej wrodzonej, wystę-
pującym w płynach i wydzielinach śluzowych ssaków, 
m.in. w siarze, mleku, łzach, ślinie, nasieniu. Maga-
zynowana jest w ziarnistościach drugo- i trzeciorzę-
dowych granulocytów obojętnochłonnych. Laktofery-
na należy do rodziny transferyn i tak jak inne białka 
z tej rodziny, posiada bardzo duże powinowactwo do 
jonów żelaza. Sekwestracja żelaza przez laktoferynę 
uniemożliwia wykorzystanie tego metalu przez drob-
noustroje (w tym biofilm), co zaburza ich prawidłowy 
wzrost i z tą zdolnością wiązania żelaza niegdyś łą-
czono jej właściwości bakteriostatyczne (54). Obecnie 
wiadomo, że laktoferyna wykazuje także właściwo-
ści bakteriobójcze niezależne od sekwestracji żelaza 
(55). W przypadku bakterii Gram-ujemnych laktofe-
ryna wiąże się z białkami obecnymi na powierzchni 
bakterii, prowadząc do uwolnienia LPS. Konsekwen-
cją powyższego jest wzrost przepuszczalności bło-
ny komórkowej i uwrażliwienie na zmiany ciśnienia 
osmotycznego, działanie lizozymu oraz innych czyn-
ników o właściwościach antybakteryjnych. Niszczenie 
bakterii Gram-dodatnich odbywa się poprzez łączenie 
się fragmentów białka posiadających dodatni ładunek 
z błoną komórki bakteryjnej. Po związaniu błona ko-
mórkowa ulega zniszczeniu (56).

W  literaturze przedmiotu odnaleźć można dane 
wskazujące na synergistyczne działanie laktoferyny 
i antybiotyków w walce z biofilmem. Zaobserwowa-
no, że laktoferyna ALX-109 (kombinacja laktoferyny 
z hipotiocyjanianem) wzmacnia zdolność tobramycyny 
i aztreonamu do hamowania formowania oraz redu-
kowania dojrzałego biofilmu P. aeuroginosa PAO1 wy-
izolowanego od pacjentów z mukowiscydozą. Zastoso-
wanie samej laktoferyny ograniczało formowanie się 
biofilmu P. aeuroginosa PAO1, jednak nie wpływało na 
dezintegrację dojrzałego biofilmu (57). Również uży-
cie w terapii wyłącznie tobramycyny i/lub aztreona-
mu nie ograniczało toczącego się procesu zapalnego 
w drogach oddechowych. Synergistyczny efekt dzia-
łania odnotowano także dla laktoferyny i rifampicyny 
w odniesieniu do biofilmu Bcc (58). Odkrycie współ-
działania laktoferyny i  rifampicyny było niezwykle 
istotne, gdyż Bcc cechuje się wrodzoną opornością na 
wiele klas antybiotyków i środków dezynfekcyjnych, 
co znacznie komplikuje leczenie zakażeń bakteryjnych. 
Synergizm działania odnotowano także dla laktofery-
ny i ksylitolu. Jednoczesne zastosowanie obu substancji 
zaburzało wzrost biofilmu oportunistycznego szczepu 
P. aeruginosa oraz MRSA wyizolowanych z przewlek­
łych, trudno gojących się ran (59, 60).

Inhibitory quorum sensing

Obecnie do walki z biofilmem wykorzystuje się tak-
że inhibitory systemu QS (quorum sensing inhibitors, 
QSIs). Ingerencja w system QS jest obiecującą metodą 
kontroli formowania biofilmu i związanych z nim za-
każeń. Interferencja w QS przebiega na różnych płasz-
czyznach, m.in. hamowanie generowania sygnału, 

ingerencja w dystrybucję sygnału, blokowanie recep-
torów sygnałowych oraz hamowanie odpowiedzi na 
molekuły sygnałowe. Główną zaletą QSI w porówna-
niu z antybiotykami jest brak indukcji bakterii opor-
nych. Zaobserwowano, że wiele związków chemicz-
nych produkowanych przez rośliny, algi, wodorosty 
ma zdolność ingerencji w prawidłowe funkcjonowanie 
QS. Przykładem hamowania systemu QS jest zdolność 
biosyntezy halogenowanych furanonów przez wodo-
rost morski Delisea pulchra występujący u wybrzeży 
Australii. Halogenowane furanony jako kompetycyjne 
analogi AHL, konkurując o miejsce wiązania na biał-
ku receptorowym LuxR, skutecznie zapobiegały two-
rzeniu biofilmu przez bakterie Gram-ujemne (22). Za-
kres działania furanonów obejmuje także zaburzenie 
działania AI-2 pomiędzy bakteriami Gram-ujemnymi 
i Gram-dodatnimi. Oprócz naturalnych furanonów ich 
syntetyczne analogii także charakteryzuje zdolność 
zaburzania QS (61).

Wartą uwagi naturalną substancją ingerującą w QS 
jest ekstrakt z czosnku – ajoen. Związek ten zmniejsza 
produkcję molekuł sygnałowych w biofilmie P. aerugi-
nosa oraz wykazuje synergizm działania z tobramycyną 
w hamowaniu formowania biofilmu (62). Kolejną ważną 
zaletą QSI jest ich wpływ na wzrost wrażliwości bio-
filmu na działanie antybiotyków. Jednoczesne zasto-
sowanie inhibitora QS FS3 i daptomycyny w celu zapo-
biegania formowania biofilmu S. aureus na protezach 
naczyniowych prowadziło do obniżenia wartości MIC 
i MBC dla daptomycyny (63). Wykazano także, że QSIs 
interferujące z AHL zwiększają efektywność działania 
tobramycyny wobec bioflmu P. aeruginosa i Bcc (64).

Inhibitory pomp efluksowych

Mając na uwadze znaczenie pomp efluksowych w opor-
ności biofilmu na antybiotykoterapię, podjęto badania 
nad substancjami blokującymi ich działanie – inhibi-
tory pomp efluksowych (efflux pump inhibitors,  EPIs). 
Hamowanie działania pomp efluksowych może być 
osiągnięte m.in. poprzez zakłócenie ekspresji białek 
niezbędnych do budowy pompy, blokowanie zewnętrz-
nych kanałów biorących udział w wypompowywaniu 
antybiotyków, zmianę struktury antybiotyku mają-
cą na celu ograniczenie jego powinowactwa do wią-
zania z białkiem transportowym, dezintegrację ele-
mentów składowych pompy, ograniczenie dostępu do 
źródeł energii oraz zastosowanie substancji chemicz-
nych o wyższym od antybiotyku powinowactwie do 
białek transportowych pompy. Dotychczas udało się 
zidentyfikować kilka grup związków chemicznych 
hamujących działanie pomp efluksowych, do których 
należą m.in. peptydomimetyki, chinoliny, arylopipe-
razyny i pirydopirymidyny. Jedną z pierwszych po-
znanych substancji o właściwościach inhibitujących 
działanie EP był MC-207,110 należący do peptydomi-
metyków. Mechanizm działania MC-207,110 polega na 
konkurencyjnym łączeniu się z miejscem wiązania dla 
antybiotyków (głównie cyprofloksacyny i  lewoflok-
sacyny) na białku transportowym pompy, co skutku-
je wypompowywaniem tego związku poza komórkę 
i wzrostem stężenia antybiotyku wewnątrz komórki 
(65). Niestety ze względu na znaczną toksyczność EPI 
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ich zastosowanie w terapii zakażeń o podłożu biofil-
mowym jest ograniczone.

Terapia fotodynamiczna i ultradźwiękowa

Obiecującą, alternatywną metodą zwalczania zakażeń 
związanych z formowaniem biofilmu jest terapia foto-
dynamiczna (photodynamic therapy, PDT). Opiera się 
ona na działaniu nietoksycznych barwników zwanych 
fotouczulaczami, które pod wpływem światła widzial-
nego generowanego przez niskoenergetyczne źródła 
w obecności tlenu prowadzą do powstawania związ-
ków o charakterze cytotoksycznym, głównie tlenu sin-
gletowego oraz wolnych rodników. Rolę fotoutleniaczy 
mogą pełnić porfiryny, ich prekursory oraz pochodne, 
chloryny, ftalocyjaniny, barwniki fenotiazynowe. Za-
letą PDT jest brak selekcji bakterii opornych na dzia-
łanie fotoutleniaczy (66). Na podstawie badań in vitro 
stwierdzono znacznie większą skuteczność PDT w eli-
minacji biofilmu w porównaniu z klasycznymi anty-
biotykami. Terapia fotodynamiczna okazała się efek-
tywną metodą eliminacji bakterii formujących płytkę 
nazębną oraz biofilmów formowanych m.in. przez P. 
aeruginosa, S. epidermidis, S. aureus, w  tym szczepów 
metycylinoopornych (MRSA). Wyniki badań potwier-
dziły także, że łączne zastosowanie PDT i wankomy-
cyny charakteryzuje się wyższą efektywnością w eli-
minacji biofilmu S. aureus z powierzchni implantów 
w porównaniu z monoterapią (67).

W ostatnim czasie podejmowane są próby wyko-
rzystania ultradźwięków (ultrasound, US) jako meto-
dy wspomagającej efektywność klasycznej antybioty-
koterapii w walce z biofilmem. Mechanizm działania 
US prowadzący do wzrostu aktywności antybioty-
ków związany jest głównie z indukcją kawitacji, wy-
sokiego ciśnienia, naprężeń oraz powstawaniem wol-
nych rodników i wzrostem temperatury (68). Efektem 
działania US na komórki są zmiany w błonie komór-
kowej (wzrost przepuszczalności), zmiany właściwości 
wzrostu komórek, modyfikacje dróg syntezy makro-
cząsteczek i ultrastruktury komórkowej oraz uszko-
dzenia DNA. Z dostępnych danych wynika, że zastoso-
wanie US ułatwia m.in. transport wankomycyny przez 
biofilm S. epidermidis RP62A, co prowadzi do elimina-
cji znacznego odsetka komórek bakteryjnych i zmniej-
szenia gęstości biofilmu (69, 70).

Podsumowując, można jednoznacznie stwierdzić, 
że biofilm bakteryjny jest dominującą formą życia 
bakterii ułatwiającą im przyjmowanie i przetwarza-
nie składników pokarmowych, usuwanie potencjal-
nie szkodliwych produktów przemiany materii, stwa-
rzającą dogodne warunki środowiskowe dla szybkiego 
wzrostu oraz zapewniającą niszę chroniącą przed ne-
gatywnym wpływem czynników środowiska, w tym 
działaniem antybiotyków. Zmniejszona wrażliwość 
komórek bakteryjnych biofilmu na większość obec-
nie stosowanych leków przeciwbakteryjnych obni-
ża skuteczność prowadzonego leczenia, co powoduje 
komplikacje terapeutyczne. Dlatego też kluczowe dla 
ochrony zdrowia ludzi i zwierząt oraz ograniczenia in-
dukcji opornych na antybiotyki szczepów bakterii jest 
poznanie mechanizmów odpowiedzialnych za rozwój 
i wysoką tolerancję biofilmu na działanie substancji 

przeciwdrobnoustrojowych. Zdobyta wiedza będzie 
szansą na wdrożenie efektywnych metod walki z za-
każeniami o podłożu biofilmowym.
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