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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zdolno$¢ wytwarzania biofilmu jest waznym czynnikiem wirulencji wielu drobnoustrojéw.
Zakazenia z jego udzialem dotycza prawie 65% wszystkich infekeji u ludzi. Biofilm moze sie
rozwijaé na cewnikach wewnatrznaczyniowych oraz implantach, takich jak sztuczne zastawki
serca czy protezy stawowe. Wszczepiane elementy pokrywaja sie biofilmem, ktéry staje sie
rezerwuarem drobnoustrojéw i moze by¢ przyczyna zakazen (zapalenie wsierdzia, ropnie
glebokie tkanek, septyczne zapalenie stawdw, zapalenie kosci i szpiku). Zwalczanie infekcji
wywotanych przez komdérki rosnace w strukturze biofilmu jest trudne i czesto koriczy sie
niepowodzeniem. Przyczyng tego zjawiska jest podwyzszona oporno$¢ biofilmu na czynniki
przeciwbakteryjne oraz zwiekszona zdolno$¢ do unikania odpowiedzi immunologicznej. Wiek-
szo$¢ przypadkéw infekeji powigzanych z biofilmem dotyczy szczepéw Staphylococcus aureus.
Ze wzgledu na czeste wystepowanie mechanizméw oporno$ci na antybiotyki (np. oporno$¢ na
metycyline) oraz wytwarzanie biofilmu, terapia zakazeti gronkowcowych jest duzym wyzwa-
niem dla klinicystéw. Zakazenia wielolekoopornymi bakteriami oraz ograniczenia w badaniach
nad nowymi preparatami sprawity, ze po prawie 100 latach od odkrycia, bakteriofagi staly sie
gtéwnym przedmiotem zainteresowania naukowcdw na catym $wiecie jako nowa mozliwo$é
terapeutyczna. Badania in vitro na szczepach S. aureus wykazaly, ze moga nie tylko zapobiegaé
tworzeniu sie biofilmu, ale réwniez eliminowa¢ bakterie z dojrzalej struktury. Istotng role
w tych procesach odgrywajg depolimerazy - enzymy wydzielane przez niektdre bakteriofagi.
Utatwiaja wirusom penetracje do wewnetrznych warstw biofilmu, naruszajac jego strukture.
Mozna zatem wnioskowaé, ze zastosowanie bakteriofagéw moze by¢ wazng metodg w zapo-
bieganiu i zwalczaniu biofilméw bakteryjnych, w tym wytwarzanych przez S. aureus.

bakteriofagi - biofilm bakteryjny « S. aureus

Summary

The ability to form biofilm is an important virulence factor of many microorganisms. Infections
involving biofilms account for approx. 65% of all human infections. Biofilms may develop on
intravascular catheters or implanted devices such as prosthetic heart valves. Implanted devi-
ces are covered by biofilm and become reservoirs of microorganisms which can be a cause of
persistent infections (endocarditis, deep tissue abscesses, septic arthritis, and osteomyelitis).
Treatment of infections caused by biofilm-growing cells is linked to a high risk of failure due
to an extreme resistance to antimicrobial agents and increased capacity to evade the immune
responses. A large number of biofilm-associated infections involve Staphylococcus aureus. Treat-
ment of staphylococcal infections is a great challenge for clinicians because of the presence of
various mechanisms of resistance to antibiotics in S. aureus, for example methicillin resistance
and biofilm production. Therapeutic difficulties related with antibiotic-resistant bacteria and
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limitations in research on new antimicrobials were the reasons that nearly 100 years after
discovery, bacteriophages caught the attention of scientists around the world as a new the-
rapeutic option for bacterial infections. Numerous in vitro studies on S. aureus strains showed
that phages can both prevent biofilm formation and contribute to the elimination of bacteria
from the mature biofilm structure. The major role in biofilm eradication play depolymerases
produced by some phages which facilitate their penetration into the inner layers of biofilm
by disturbing the biofilm structure. This leads to the conclusion that bacteriophages treat-
ment might become a new strategy in the prevention and eradication of infectious bacterial
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WYTWARZANIE BIOFILMU PRZEZ SZCZEPY S. AUREUS | JEGO ZNACZENIE

Szczepy S. aureus powszechnie wystepuja u ludzi, u okoto
30% zdrowych ludzi kolonizuja przedsionek nosa lub gar-
dlo, co okresla sie stanem nosicielstwa. Jednoczes$nie,
S. aureus jest gtéwna przyczyng ropnych zakazeri skérnych,
posocznic, zapalenia wsierdzia (IE) czy infekcji w obrebie
uktadu kostno-stawowego [45]. Wiele spo$réd nich moze
przybieraé postaé zakazen przewlektych, w ktérych duzy
udzial przypisuje sie zdolno$ci tego patogenu do wytwa-
rzania biofilmu. Biofilm to wielokomérkowe zorganizo-
wane skupisko drobnoustrojéw otoczonych wydzielanymi
przez siebie polimerami, okreslanymi jako EPS (extracellu-
lar polymeric substances). Nalezg do nich polisacharydy,
biatka oraz zewnatrzkomdrkowy kwas deoksyrybonukle-
inowy (eDNA). EPS tworzy macierz biofilmu, ktéra utrzy-
muje wszystkie komérki w skupisku i tworzy bariere dla
czynnikéw $rodowiska [11,18].

W procesie tworzenia biofilmu mozna wyrdznié trzy
fazy - adhezje, dojrzewanie oraz dyspersje. Adhezja,
czyli przytgczenie drobnoustrojéw do powierzchni tka-
nek czy materiatéw biomedycznych, zachodzi pod wpty-
wem oddziatywan hydrofobowych, elektrostatycznych
oraz adhezyn znajdujacych sie na powierzchni komé-
rek. Adhezyny odgrywajg gtéwna role w pierwszym
etapie tworzenia biofilmu, gdyz rozpoznajg swoiste
receptory na komérkach gospodarza (np. komérkach
nabtonkowych, §rédbtonka) aby nastepnie potaczy¢ sie
z nimi, Moga sie réwniez wigzaé z fibrynogenem czy
fibronektyng - biatkami osocza, ktére czesto pokry-
wajg powierzchnie biomateriatéw. Przyktadem dobrze
znanych adhezyn wystepujacych w szczepach S. aureus
i nadajacych im szczegSlng zdolno$¢ do adhezji do réz-

nych typéw komdrek, jest grupa biatek powierzch-
niowych okre§lanych mianem MSCRAMMs (microbial
surface components recognizing adhesive matrix mole-
cules) [22,35].

W nastepujacej po adhezji fazie dojrzewania, bakterie
wytwarzajg miedzykomdrkowa macierz (EPS) i réznicuja
sie tworzac wielowarstwowg strukture. Gtéwnym sktad-
nikiem macierzy miedzykomdrkowej biofilmu S. aureus
jest polisacharydowa substancja miedzykomdrkowa PIA
(polysaccharide intercellular adhesin), znana réwniez
jako poli-B-N-acetyloglukozamina (PNAG). Zbudowana
jest z czasteczek N-acetyloglukozaminy potaczonych wig-
zaniami p-1,6 i koduja ja geny z operonu icaADBC, podob-
nie jak biatka odpowiedzialne za jej synteze, wydzielanie
i modyfikacje. Badania in vitro i in vivo wykazaly, ze poli-
mer PIA odgrywa wazna role w integralnosci struktu-
ralnej biofilméw, niemniej jednak w licznych badaniach
zidentyfikowano szczepy S. aureus, ktére sa zdolne do two-
rzenia biofilmu niezaleznie od czynnika PIA [22,23].

Faza dyspersji czyli odrywania sie komérek od struktury
biofilmu, umozliwia rozprzestrzenienie sie bakterii,
poprzez krew czy inne ptyny ustrojowe oraz koloniza-
cje nowych miejsc. Duzy udzial w odtaczaniu komérek ze
struktury biofilmu przypisuje sie enzymatycznej degra-
dacji macierzy [23].

W strukturze biofilmu mozna wyréznié¢ odrebne sub-
populacje komdrek. Ich rozwéj jest determinowany
przez odmienne warunki §rodowiska. Zmniejszajaca sie
wraz z odlegto$cia od powierzchni biofilmu ilo$¢ tlenu
i sktadnikéw odzywczych ma podstawowe znaczenie
w tym procesie. Badania in vitro, prowadzone na modelu
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biofilmu gronkowcowego, wykazaty obecno$¢ czterech
subpopulacji komérek réznigcych sie stanem metabo-
licznym. Sa to komérki: rosngce w warunkach tleno-
wych, beztlenowych (fermentujace), bedace w stanie
udpienia (w tym komérki bardzo wolno rosnace i tzw.
persister) oraz martwe [36]. Subpopulacja komérek
,persister” jest genetycznie identyczna z pozostatymi
komdrkami biofilmu, lecz - co wymaga podkreslenia
- rézni sie od nich duzg tolerancja na antybiotyki, ze
wzgledu na spowolnione tempo podziatéw komérko-
wych lub ich brak [20,29,39].

Wzrost S. aureus w postaci biofilmu wymaga odpowied-
nich adaptacji na poziomie genetycznym. W czasie jego
tworzenia ekspresja niektérych gendw zostaje wzmoc-
niona, innych natomiast wygaszona. Potwierdzaja to
liczne badania genetyczne. Beenken i wsp., dzieki anali-
zie transkryptomu klinicznego szczepu S. aureus UAMS-1
zidentyfikowali 48 gendéw ze wzmocniona i 84 geny z osta-
biong ekspresjg wystepujaca w czasie tworzenia biofilmu,
w poréwnaniu z formami planktonicznymi [4]. Zréz-
nicowanie ekspresji genéw w biofilmie wykazali réw-
niez Brady i wsp. [6], na przyktadzie biatek zwigzanych
ze $ciang komdrkowa. Jednym z nich byta glukozamini-
daza, biatko zaangazowane w hydrolize peptydoglikanu,
ktéra zachodzi z duza wydajnoscia w komdérkach aktywnie
dzielacych sie. Jej obecnos¢ stwierdzono jedynie w cze-
$ci mikrokolonii tworzacych biofilm, co moze sugerowa¢
wystepowanie komdrek aktywnie dzielacych sie w mikro-
kolonii z glukozaminidaza. Podobnie lipoproteina SA0688,
wykrywana tylko w komérkach aktywnych metabolicz-
nie, wykryta zostata tylko w czesci populacji komérek
biofilmu.

Badania prowadzone in vitro wykazatly, ze obecno$é
genu warunkujacego oporno$¢ na metycyline (mecA)
hamuje P1A-zalezne formowanie biofilmu u klinicznych
szczepédw MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) [25,30]. Szczepy S. aureus wrazliwe na metycy-
line (methicillin-sensitive Staphylococcus aureus, MSSA)
powszechnie wytwarzaja biofilm zalezny od PIA. Wytwa-
rzanie biofilmu u szczepédw MRSA jest natomiast powig-
zane z autolizyna Alt, biatkami wigzacymi fibronektyne
(FnBP) oraz eDNA (extracellular DNA). Nabycie oporno-
$ci na metycyline prawdopodobnie ttumi wytwarzanie
biofilmu zaleznego od PIA i promuje powstawanie biofil-
mdw zwigzanych z biatkami powierzchniowymi [31,34].

Wazna role podczas tworzenia biofilmu petnig réwniez
geny sarA (staphylococcal accessory regulator) [46]
oraz agr (assesory gene regulator) [5]. SarA jest znanym
represorem czterech gtéwnych zewnatrzkomérkowych
proteaz. Sugeruje sie, ze mutanty MRSA pozbawione
genu sarA moga nie wytwarzaé biofilmu, ze wzgledu
na zwiekszong aktywno$¢ proteaz, ktére niszcza biat-
kowa macierz bedaca podstawa biofilmu MRSA. Nato-
miast delecja w systemie regulacji ekspresji gendw agr
wplywa na zwiekszenie tworzenia biofilmu przez kli-
niczne szczepy MRSA, nie majac jednoczes$nie istotnego
wplywu na szczepy MSSA, ktére powszechnie tworza

biofilm polisacharydowy, niezalezny od obecnosci pro-
teaz. Wynika to prawdopodobnie z pozytywnej regula-
cji przez system agr ekspres;ji czterech gtéwnych proteaz
komérkowych, w przeciwieistwie do genéw sarA [27].

Zdolno$¢ do wytwarzania w petni uksztattowanego bio-
filmu rézni sie miedzy szczepami w zalezno$ci od miej-
sca ich bytowania. Udowodniono, ze szczepy izolowane
zmiejsc, w ktérych dochodzi do przeptywu ptynéw ustro-
jowych sa mniej zdolne do tworzenia biofilmu w poréw-
naniu do izolatéw pozyskanych ze skéry, kosci i uktadu
oddechowego [37,42]. Badania przeprowadzone przez
Smith i wsp. [42] wykazaly, ze szczepy S. aureus wyizolo-
wane ze skdry sa bardziej zdolne do tworzenia biofilmu (p
= 0,0002) niz szczepy wyizolowane z innych czesci ciala,
w tym z nosa, gardta, uktadu moczowo-piciowego.

Struktura biofilmu zabezpiecza bakterie przed wieloma
czynnikami $rodowiska, takimi jak promieniowanie
UV, toksyczne metale, dzialanie kwaséw, odwodnie-
nie i zasolenie, fagocytoza oraz dziatanie antybiotykéw
i Srodkéw antybakteryjnych [15]. Liczne badania wska-
zuja, ze drobnoustroje wystepujace w postaci biofilmu
wykazuja brak wrazliwosci na antybiotyki, nawet gdy
planktoniczne postaci tego samego drobnoustroju sg na
dany antybiotyk wrazliwe. Minimalne stezenie hamu-
jace wzrost bakterii (MIC) oraz minimalne stezenie bak-
teriobdjcze (MBC) dla niektdérych antybiotykéw, wobec
bakterii tworzacych biofilm, moze byé nawet 1000-krot-
nie wyzsze niz dla form planktonicznych [18]. Opornosé
ta jest wynikiem wielu mechanizméw unikatowych dla
biofilmu. Jednym z nich jest ograniczona penetracja
$rodka przeciwbakteryjnego spowodowana obecno$ciag
fizycznej bariery jaka tworzy macierz pozakomérkowa
[10]. Bariera utworzona przez EPS moze chronié bakte-
rie przed dziataniem §wiatta UV i odwodnieniem. EPS
zapewnia réwniez ochrone przed toksycznymi metalami
prawdopodobnie przez zwigzanie ich i utrudnienie dyfu-
zji [15,44]. Na brak skutecznos$ci dziatania antybiotykéw
ma réwniez wplyw odmienne $rodowisko gtebszych
warstw biofilmu. Zmniejszajaca sie wraz z odlegtoscia od
powierzchni dostepno$¢ substancji odzywczych i tlenu,
obniza aktywno$¢ metaboliczna bakterii [26].

Stale poszerzajaca sie wiedza o naturze i whasciwosciach
bakterii rozwijajacych sie w postaci biofilmu jest pod-
stawa efektywnej profilaktyki, diagnostyki i leczenia
chorych z przewleklymi zakazeniami zwigzanymi z jego
wystepowaniem. Metody, ktére sa obecnie wykorzysty-
wane do zwalczania biofilmu, nie sa jednak wystarcza-
jaco skuteczne [18]. Jednym z obiecujacych narzedzi do
zwalczania S. aureus sg bakteriofagi [1].

WErASCIWoSCI BAKTERIOFAGOW PRZYDATNE W ZWALCZANIU BIOFILMU
BAKTERYJNEGO

Bakteriofagi (w skrécie fagi) sa to wirusy, ktére ata-
kuja komérki bakterii, a w przypadku fagéw litycznych,
powodujg lize komérki bakteryjnej [43]. Sg najbardziej
liczng i zréznicowana grupg wiruséw [2]; szacuje sie, ze
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ich liczba moze siegaé nawet 10*! czastek. Stad mozna
przypuszczaé, ze na kazdy istniejacy szczep bakterii
przypada przynajmniej jeden typ faga swoistego wobec
bakteryjnego gospodarza [16].

Bakteriofagi majg wiele cech, dzieki ktérym moga by¢
alternatywg dla antybiotykéw w terapii zakazen bak-
teryjnych. Jedna z nich jest ich zdolno$¢ do infekowa-
nia wytgcznie komérek bakteryjnych, podczas gdy ze
wzgledu na brak odpowiednich receptoréw, nie jest
mozliwa adhezja bakteriofaga do powierzchni komérki
eukariotycznej. Wirusy koncentrujg sie w miejscu infek-
cji, wyktadniczo zwiekszajac swojg liczbe. Oznacza to,
ze wraz ze zwiekszeniem liczby bakterii wielokrotnie
wzrasta réwniez liczba wirionéw. Ta unikatowa zdol-
no$¢ pozwala na uzyskanie optymalnego efektu terapeu-
tycznego bez koniecznos$ci wielokrotnego dawkowania
fagédw. Natomiast w chwili zniszczenia komdrek bakterii
miano fagdéw zaczyna sie zmniejszaé, az do ich usuniecia
z ustroju [28,43]. W przeciwietistwie do bakteriofagéw,
utrzymanie odpowiednio wysokiego, terapeutycznego
stezenia antybiotykéw w organizmie, ze wzgledu na ich
metabolizm i usuwanie, wymaga podawania kolejnych
dawek [7,43]. Bakteriofagi charakteryzuja sie duzg swo-
isto$cia, ograniczajac dziatanie do okreslonego gatunku,
a nawet szczepu bakterii. Dzieki tej wlasciwosci nie
wplywaja na fizjologiczna flore bakteryjna, co zmniejsza
ryzyko rozwoju wtdérnych zakazen, czesto zwiazanych
z leczeniem antybiotykami [30]. Najbardziej niepoko-
jacym zjawiskiem zwigzanym ze stosowaniem lekéw
przeciwbakteryjnych jest postepujaca opornosé¢ bak-
terii, czesto obejmujaca wiele réznych grup antybioty-
kéw. W przypadku bakteriofagdw, problem ten nie jest
tak znaczacy ze wzgledu na mutacje zachodzace w geno-
mie faga, ktére umozliwiaja tatwiejsza adaptacje wirusa
do zmienionych komérek bakterii [7]. Zakres dziatania
fagéw jest waski i obejmuje jeden, rzadziej kilka rodza-
j6éw bakterii, przez co bakterie oporne na jeden rodzaj
faga pozostaja podatne na inne, o podobnym dziataniu
[24,43]. Ponadto, bakteriofagi moga sie wiazaé z recep-
torami bakteryjnymi, czesto waznymi w procesie pato-
genezy. U bakterii opornych na fagi w mechanizmie
modyfikacji lub utraty receptora, zdolnosci adaptacyjne
do warunkéw $rodowiska, a w niektérych przypadkach
wirulencja bakterii, moga ulec drastycznemu ostabieniu
[41]. Co wiecej, fagi moga by¢ wykorzystane do zwal-
czania wielolekoopornych bakterii nie tylko w postaci
planktonicznej, ale réwniez komérek bytujacych w bio-
filmie, wlaczajac w to komdrki przetrwate. Wérédd zalet
bakteriofagéw wymienié nalezy réwniez: stosunkowe
tanie i szybkie wytwarzanie, mozliwo$¢ modyfikacji
genetycznej, mozliwo$¢ taczenia z innymi preparatami
oraz réznorodno$é dawkowania [9].

Bakteriofagi majg réwniez cechy, ktére budza obawy
i mogg ogranicza¢ skuteczno$¢ terapii. Nalezy do nich
zdolno$¢ do przenoszenia obcych genéw, dzieki czemu
bakterie moga nabywaé nowe, czesto trudne do prze-
widzenia, wladciwosci. Problemem jest réwniez waski
zakres dziatania bakteriofagéw, ktéry wymaga przepro-

wadzenia oceny wrazliwo$ci bakterii na bakteriofaga
jeszcze przed podaniem pacjentowi preparatu fagowego.
Trudno$ci zwigzane z terapig fagowa moga by¢ zmini-
malizowane dzieki zastosowaniu odpowiedniej selekcji
bakteriofagéw oraz lepszemu zrozumieniu mechani-
zméw ich dziatania in vivo [24,28].

UbziAL BAKTERIOFAGOW W ZWALCZANIU BIOFILMU BAKTERYINEGO

Dziatanie bakteriofagéw na komérki drobnoustroju two-
rzace biofilm znacznie rézni sie od dziatania substancji
chemicznych, w tym antybiotykdw. Istnieja co najmniej
trzy mechanizmy lezace u podstaw tej réznicy. Jednym
z nich jest replikacja bakteriofagéw w komérkach bak-
terii, ktéra miejscowo zwieksza ich liczbe. Po rozpadzie
komérki bakteryjnej, nowe czastki faga rozprzestrze-
niaja sie w strukturze biofilmu i eliminujac kolejne
komérki bakteryjne stopniowo usuwaja biofilm oraz
zmniejszajg jego potencjal regeneracyjny [17].

Inny mechanizm wptywu fagéw na strukture biofilmu
jest oparty na dziataniu depolimeraz, ktére niszcza inte-
gralnos$¢ EPS pozwalajac czastkom faga na uzyskanie
dostepu do ukrytych w glebi biofilmu komdrek bakte-
ryjnych. Bakterie stajg sie wéwczas bardziej podatne na
dziatanie antybiotykéw lub naturalnych mechanizméw
obronnych gospodarza. Rola bakteriofagéw polega na
przenoszeniu gendéw depolimeraz lub indukowaniu ich
ekspresji w komérce zaatakowanej bakterii [13]. Synteza
depolimeraz przez bakteriofagi nie jest powszechnym
zjawiskiem. Mozliwe sg jednak modyfikacje gene-
tyczne fagéw, pozwalajace na wprowadzenie gendw je
kodujacych do genomu bakteriofaga. Lu i Collins [25],
z uzyciem faga T7, ktéry dzieki technikom inzynierii
genetycznej nabyt zdolno$¢ ekspresji genu kodujacego
dyspersyne B (dspB), osiagneli 100-krotnie bardziej sku-
teczng eradykacje biofilmu bakteryjnego niz w przy-
padku faga T7 niezawierajacego tego genu. Dyspersyna
jest enzymem hydrolizujacym wiazanie B-1,6-N-acetylo-
D-glukozaminy - jednego z gléwnych sktadnikéw EPS.

Zdolno$¢ bakteriofagéw do infekowania komérek ,,per-
sister” (przetrwatych) jest innym mechanizmem pro-
wadzacym do eradykacji biofilmu. Ze wzgledu na brak
aktywno$ci metabolicznej, w komérkach , persister”
nie zachodzi replikacja fagéw, a degradacja komérek
przetrwatych nie jest mozliwa bezposrednio po infek-
cji. W chwili przywrdcenia funkcji zyciowych, w komér-
kach bakteryjnych dochodzi do ekspresji genéw faga,
a nastepnie lizy bakterii [17]. Na przyktadzie E. coli i faga
A wykazano, ze komdrki ,,persister” sa chronione przed
eliminacja przez faga do czasu uaktywnienia swojego
metabolizmu. Dochodzi wéwczas do ekspresji genédw
faga kodujgcych funkcje lityczne, co ostatecznie powo-
duje lize komérki bakteryjnej [33].

HAMOWANIE PROCESU TWORZENIA BIOFILMU

Jedna ze strategii walki z biofilmem za pomocg bakterio-
fagdw jest blokowanie poczatkowych etapéw jego two-

104



tubowska N., Piechowicz L. — Biofilm Staphylococcus aureus...

degradacja macierzy
i infekcja fagowa

bakteriofag_'_I. - I I I I

interakcja bakteriofag - biofilm

eradykacja biofilmu

macierz
biofilmu

CYKL LITYCZNY FAGA

5) liza komoérek
i uwolnienie fagoéw

2) Inlekcja materiatu
genetycznego

3) replikacja DNA

4) sktadanie fagéw

1) adsorpcja

Ryc. 1. (ykl lityczny bakteriofagw w biofilmie. 1) Adsorpcja faga do powierzchni komdrki bakterii. Fag przytacza sie do specyficznych receptoréw na powierzchni
komdrki za posrednictwem widkien ogonka. 2) Iniekcja materiatu genetycznego do cytoplazmy bakterii. 3) Replikacja genomu faga. Ekspresja genéw wczesnych,
regulujacych metabolizm bakterii —,przeprogramowanie” na namnazanie fagéw. 4) Formowanie nowych wiriondw poprzez ekspresje gendw pdznych, sktadanie

gtowki i ogonka, pakowanie kwasu nukleinowego do gtéwek i dojrzewanie wirionéw. 5) Liza komérki bakteryjnej i uwolnienie nowych fagéw zdolnych do
infekowania kolejnych komdrek bakteryjnych w biofilmie i inicjacji kolejnego cyklu. (na podstawie [14] zmodyfikowano)

rzenia [32]. Aby zapobiec adhezji i rozwojowi biofilmu,
dany materiat mozna podda¢ preinkubacji w roztworze
fagéw lub pokry¢ dodatkowa warstwa zawierajaca bak-
teriofagi.

Badania takie byly prowadzone przez Curtina i Donlana
[8], ktérzy wprowadzili aktywnego wobec Staphylococcus
epidermidis bakteriofaga do hydrozelowej powtoki cew-
nika. W ciagu 24 h uzyskali znaczaca redukcje biofilmu
w warunkach in vitro (p = 0,001), wynikajaca ze zmniej-
szenia liczby zywych komdérek. Dzieki technice SEM
(scanning electron microscope) wykazali réwniez reduk-
cje komérek ulegajacych adhezji do cewnika.

Podobne badanie, lecz z wykorzystaniem ptytek mikro-
titracyjnych przeprowadzili Kelly i wsp. [21]. Uzyli bak-
teriofagi: K i jego pochodne oraz bioluminescencyjny
szczep S. aureus-Xen29 (zawierajacy zintegrowany ope-
ron lux). Studzienki ptytki inokulowali szczepem bakte-
ryjnym oraz mieszaning fagéw, a nastepnie monitorowali
ilo$ciowo bioluminescencje szczepu bakteryjnego sys-
temem IVIS Lumina. W studzienkach inokulowanych
mieszaning fagéw nie zaobserwowali bioluminescencji
wynikajacej z obecno$ci komérek bakteryjnych bada-
nego szczepu. Barwienie 1% fioletem krystalicznym
przeprowadzone dodatkowo po 48 h inkubacji, potwier-
dzito brak obecnosci biofilmu w studzienkach podda-
nych preinkubacji fagowej, podczas gdy w studzienkach
kontrolnych niezawierajacych fagéw zaobserwowano

silne wytwarzanie biofilmu. Badanie to wykazato sku-
teczno$¢é zastosowanego koktajlu fagowego w zapobie-
ganiu tworzenia biofilmu.

DEGRADOWANIE ZEWNATRZKOMORKOWE) MACIERZY BIOFILMU

Nieodzownym elementem biofilmu jest macierz zewna-
trzkomdrkowa (EPS). Tworzy znaczng cze$¢ catkowitej
masy biofilmu (60-90%) i moze by¢ bariera hamujaca
swobodna dyfuzje fagéw, a przez to ograniczaé ich
przytaczanie do receptoréw komdrki gospodarza [47].
Zakazenie bakterii fagiem moze nastapié jedynie w przy-
padku zdolno$ci faga do penetracji w gtab biofilmu,
w wyniku dyfuzji lub dzieki obecno$ci wytwarzanych
przez siebie enzymdw, gléwnie depolimeraz. Depolime-
razy degradujg macierz zewnatrzkomdrkowa i umoz-
liwiajg bakteriofagom kontakt z lipopolisacharydami,
biatkami btony zewnetrznej lub innymi receptorami na
powierzchni komérki bakteryjnej, istotnymi w inicja-
cji cyklu litycznego [40]. Enzymy te sg bardzo swoiste
wobec konkretnego polisacharydu i nawet nieznaczne
zmiany w jego sktadzie mogg zapobiec degradacji poli-
meru przez enzym. Zdarzaja sie wyjatki, w ktérych
jeden rodzaj depolimerazy trawi EPS wytworzony przez
kilka odrebnych szczepéw bakteryjnych. Jest to zwia-
zane z obecnoscig blisko spokrewnionych bakterii, ktére
moga wytwarzaé material zewnatrzkomdrkowy nierdz-
niacy sie znaczaco lub identyczny [17]. Jako przyktad
moze postuzyé dyspersyna B (DspB), enzym wytwarzany
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przez Actinobacillus actinomycetemcomitans. Redukuje
biofilm kilku réznych gatunkéw bakterii, w tym Staphy-
lococcus i E. coli, dzieki hydrolizie polimeru B-(1-6)-N-
acetylo-D-glukozaminy (PIA/PNAG), podstawowego dla
formowania biofilmu [19].

Wplywem bakteriofagéw na degradacje biofilmu klinicz-
nych izolatéw S. aureus zajmowali sie Alves i wsp. [3].
Wykazali, ze zawiesina faga K oraz nowo odkrytego, poli-
walentnego faga DRA88 znaczgco zmniejszyta catkowita
mase biofilméw wytworzonych przez trzy rézne izolaty
S. aureus na powierzchni mikrotitracyjnej, polistyreno-
wej ptytki. Jednocze$nie autorzy zauwazyli, ze trakto-
wanie biofilméw zawiesinami fagéw przy wyzszym MOI
(multiplicity of infection) powodowato jedynie szybsza
redukcja biofilmu, przy zachowaniu podobnego efektu
korficowego (MOI 1 oraz 10).

Eradykacja biofilmu przez bakteriofagi moze by¢ wzmoc-
niona przez zastosowanie adiuwantéw, ktére zwiekszaja
przepuszczalno$é macierzy i ekspozycje fagéw na wiek-
szg liczbe receptoréw. Abdulamir i wsp. [1] wykazali, ze
zastosowanie fagéw z dodatkiem 0,08% chlorku benzeto-
niowego w przypadku biofilméw PIA-zaleznych i 0,06%
etanolu w biatkowych biofilmach FnBPA-zaleznych, spo-
wodowato 100% zniszczenie biofilméw wytworzonych
przez szczepy MSSA i okoto 78% biofilméw gronkowcéw
MRSA [1].

Drilling i wsp. [12], wykorzystujac zestaw Live/Dead Bac
Light w polaczeniu z mikroskopig konfokalng i kompute-
rowg analiza obrazu, oceniali skuteczno$¢ redukgji bio-
filmu S. aureus izolowanych od pacjentéw z przewleklym
zapaleniem zatok przynosowych przez mieszaniny czte-
rech fagéw nalezacych do rodziny Myoviridae. Wykazali
istotna redukcje masy biofilmu u czterech z pieciu bada-
nych izolatéw. Jednoczes$nie nastapit znaczny wzrost
miana faga po 24 i 48 h, co sugeruje, ze obecne w miesza-
ninie fagi majg zdolno$¢ do przenikania przez biofilm,
infekowania komérek i replikowania.

PismiennicTwo

Nieliczne badania eradykacji przez bakteriofagi biofilmu
S. aureus wykorzystujg model in vivo. Seth i wsp. [38]
w tym celu badali rany skérne w obrebie uszu krélikéw
zainfekowanych dzikim wariantem szczepu S. aureus oraz
szczepem zmutowanym, ze zmniejszong zdolno$cia do
tworzenia biofilmu. Zwierzeta z ranami zakazonymi dzi-
kim szczepem podzielono na 4 grupy, z ktérych pierwsza
byla traktowana bakteriofagami, w drugiej rany oczysz-
czano chirurgicznie. W trzeciej grupie na chirurgicznie
oczyszczone rany zaaplikowano bakteriofagi. Natomiast
czwartg grupe tworzyly zwierzeta nieleczone. W wyniku
przeprowadzonych badan wykazali, Ze zastosowanie oby-
dwu metod: chirurgicznego oczyszczenia rany i miejsco-
wego podania bakteriofagdéw znacznie poprawia mierzone
parametry: zaréwno gojenia ran (ilo$¢ nowej tkanki ziar-
ninowej i naskérka; p < 0,05), jak i zmniejszenia liczby
bakterii (p < 0,03), co potwierdzono skaningowym mikro-
skopem elektronowym. W przypadku ran zakazonych
zmutowanym szczepem S. aureus, niezdolnym do tworze-
nia biofilmu, juz tylko miejscowe podawanie bakteriofaga
znacznie zmniejszyto liczbe zywych bakterii (p < 0,0001)
oraz poprawito parametry procesu gojenia. Dzieki temu
autorzy potwierdzili, Ze terapia bakteriofagowa moze
by¢ skuteczng metoda leczenia ran, na ktérych utworzyt
sie biofilm bakteryjny w warunkach, gdy struktura EPS
bedzie defektywna (z powodu mutacji) lub zostanie zabu-
rzona (przy oczyszczaniu rany).

PopsumowaNie

Jak wykazaly liczne badania in vitro, bakteriofagi sg
zdolne zaréwno do zapobiegania tworzeniu sie bio-
filmu, jak i do eliminacji bakterii z dojrzalych jego
struktur. Duzg role przypisuje sie¢ wytwarzanym przez
niektére bakteriofagi depolimerazom, ktére utatwiaja
im przenikanie do wewnetrznych warstw, jednocze$nie
naruszajac strukture biofilmu. W erze narastajacej anty-
biotykooporno$ci zastosowanie bakteriofagéw moze sie
staé nowg strategia w zapobieganiu powstawania i zwal-
czaniu biofilméw.
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