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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Mikroorganizmy wystepujg w srodowisku naturalnym w postaci planktonicznej lub tworza
biofilmy, czyli zbiorowiska komdrek otoczonych zewnatrzkomérkowa macierza. Mozliwe jest
to dzieki zjawisku quorum sensing, czyli zdolnosci drobnoustrojéw do szacowania wlasne-
go zageszczenia i zmiany ekspresji gendw w odpowiedzi na nie. Wewnatrz takiej struktury
mikroorganizmy sa chronione przed szkodliwymi warunkami §rodowiska, zmienia sie takze
ich profil metaboliczny i poziom ekspresji poszczegdlnych gendw, co zwieksza patogennosé
organizméw zasocjowanych w postaci biofilmu. Sg bardzo duzym zagrozeniem dla pacjentéw
szpitalnych, gdyz zdolne sg do zasiedlania powierzchni abiotycznych, takich jak cewniki i
endoprotezy i moga by¢ przyczyna infekji.

Dotychczasowe metody walki z drobnoustrojami za pomoca antybiotykéw i fungicydéw traca
skuteczno$é, zaréwno z powodu rosnacej lekooporno$ci szczepéw istotnych klinicznie, ale
takze samej wladciwos$ci biofilmu. Dlatego konieczne sg poszukiwania nowych i skutecznych
metod (fizycznych, chemicznych i biologicznych) eradykacji biofilméw.
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Summary

Microorganisms occur in the natural environment in the form of planktonic or create bio-
films, i.e. communities of cells surrounded by the extracellular matrix. This is possible due to
the phenomenon of quorum sensing, i.e. the ability of microorganisms to estimate their own
density and change the expression of genes in response to them. Within such a structure, mi-
croorganisms are protected against harmful environmental conditions, their metabolic profile
and the level of expression of individual genes are also changed, which leads to an increase in
the pathogenicity of organisms associated in the form of biofilms. They pose a huge threat to
hospital patients because they are capable of residing abiotic surfaces, such as catheters and
endoprostheses, and can cause infection.

The current methods of combating microbes with antibiotics and fungicides lose their ef-
fectiveness, both due to the increasing drug resistance of clinically relevant strains, but also
to the very properties of biofilms. This determines the need to search for new and effective
methods (physical, chemical and biological) to eradicate biofilms.
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WSTEP

Biofilm jest struktura powszechnie wystepujaca
w $rodowisku naturalnym. Tworzy go wielokomdr-
kowa (czesto niejednorodna pod wzgledem gatun-
kowym) spoteczno$é o charakterze przestrzennym.
Struktura biofilmu nazywana jest réwniez btona bio-
logiczng. Wytwarzany jest zaréwno przez bakterie, jak
i grzyby. Mikroorganizmy zasocjowane w formie biofilmu
wykazuja zwiekszona oporno$é na czynniki fizyczne i che-
miczne, co powoduje wystepowanie trudnych do zwal-
czenia infekgji. Biofilm moze wystepowaé na dowolnym
typie powierzchni (organicznej lub nieorganicznej), np.
tkanki miekkie, powierzchnie zebéw, implanty, endopro-
tezy, cewniki. Przekréj gatunkowy jest zréznicowany, od
jednego do kilku, a nawet kilkunastu réznych gatunkdw.
Struktura ta powstaje nie tylko w obrebie przedstawicieli
tych samych krélestw, ale dzieki oddziatywaniom miedzy
zwigzkami wytwarzanymi przez mikroorganizmy moz-
liwe sa tzw. biofilmy miedzygatunkowe oraz miedzyrodza-
jowe np. Streptococcus mutant oraz Candida albicans [40]. Ze
wzgledu na zwiekszong oporno$¢ bakterii rezydujacych
w postaci biofilmu, a takze jego powszechno$¢, istotnym
wydaje sie opracowanie i wdrozenie skutecznych, nowo-
czesnych metod zwalczania tych struktur, w sytuacjach,
gdy dotychczasowe sposoby zawodza.

W artykule omdéwiono struktury i funkcje biofilmu
wytwarzanego przez patogenne szczepy bakterii i grzy-
béw na réznych powierzchniach oraz nowoczesne tech-
niki jego eradykacji.

ZNACZENIE BIOFILMU

Znaczenie biofilmu w medycynie

Biofilm jako wielokomérkowa struktura moze by¢ formo-
wany przez wiele drobnoustrojéw (baterii i/lub grzybéw),
zaréwno w $rodowisku zewnetrznym jak i w organizmie
cztowieka. Wytworzony na réznych powierzchniach abio-
tycznych i biotycznych, jest trudny w eradykaciji, a to jest
duzym problemem. Wedtug danych NIH (National Insti-
tutes of Health, USA) biofilm jest odpowiedzialny za pra-
wie 80% infekcji wywotywanych przez mikroorganizmy
oraz za 65% infekcji szpitalnych [68]. Zakazenia te maja
ogromny wptyw nie tylko na zdrowie publiczne, ale i na
istotny wzrost kosztéw leczenia [72].

Dotychczasowe sposoby zwalczania biofilmu traca na
skutecznos$ci w zwigzku ze zjawiskiem wielolekoopor-
noéci szczepéw istotnych klinicznie. Ponadto, sama
struktura jak i metabolizm komérek wewnatrz biofilmu
utrudniajg skuteczne wykorzystanie antybiotykoterapii.
Biofilm jest wytwarzany przez komérki drobnoustro-
j6éw, aby ochronié przed czynnikami zewnetrznymi.
Wewnatrz biofilmu, dzieki macierzy, wytworzone jest
stabilne mikro$rodowisko chronigce cze$ciowo przed:
wysychaniem, promieniowaniem UV, szkodliwymi
zwiazkami chemicznymi, wahaniami pH i temperatury.
Komérki drobnoustrojéw, odizolowane od $rodowiska
zewnetrznego, czesto staja sie bardzo oporne na rézne
$rodki dezynfekcyjne oraz antybiotyki. Zazwyczaj
w wewnetrznej strukturze biofilmu moga wystepowad
swoiste komdrki drobnoustrojéw, tzw. persister cells - sa
to komérki zywe, lecz nieaktywne metabolicznie przez
okre$lony czas np. pod wplywem presji antybiotyku.
Takie komérki, po ustaniu dziatania czynnika selekcyj-
nego, znéw moga sie stac aktywne i odtworzy¢ strukture
biofilmu.

Tworzenie sie biofilmu umozliwia patogenom kolonizacje
wielu mikro§rodowisk oraz przetrwanie trudnych warun-
kéw zewnetrznych. Eradykacja biofilméw jest bardzo
trudna w praktyce, dlatego waznym aspektem jest poszu-
kiwanie alternatywnych terapii przeciwbiofilmowych,
dajacych czesto jedyna szanse na ograniczenie uporczy-
wych zakazeri zwigzanych m.in. z patogenami oportuni-
stycznymi.

0 wadze problemu $wiadcza wysokie naktady finansowe
skierowane na walke z biofilmem, czego przyktadem jest
projekt No Mor Film koordynowany przez Unie Europej-
ska [72].

Biofilm ]'ako czynnik zakazen

Patogenne bakterie oraz grzyby moga tworzy¢ biofilm
zaréwno na powierzchni komérek i tkanek ludzkich,
jak i na powierzchniach abiotycznych np. urzgdzeniach
medycznych stosowanych w klinice. Niesie to spore
zagrozenie, zwlaszcza w przypadku endoprotez oraz
cewnikdw, gdyz utatwia to droge patogenom do wnetrza
organizmu. Ryzyko wzrasta ze wzgledu na powszechno$¢
takich zabiegédw oraz wspomnianej wczeéniej opornosci
szczepdw patogennych na antybiotyki.
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Zaktadane cewniki mogg zostaé zakazone przez pato-
geny dzieki ich adhezji do powierzchni abiotycznych,
aczkolwiek stopieri adhezji zalezy od zastosowanych
materiatéw. Wykazano np., ze Candida albicans tatwiej
ulega adhezji do cewnikéw wykonanych z lateksu lub
elastomeréw silikonowych, a wykorzystanie poliuretanu
lub 100% silikonu znacznie utrudnia przyleganie komd-
rek, w poréwnaniu do najcze$ciej stosowanego poli-
chlorku winylu [48].

Zatozone cewniki, ktére ulegly zakazeniu biofilmem
moga stanowié $miertelne zagrozenie dla pacjenta.
W USA z powodu infekcji wywotanych przez C. albicans
rokrocznie wskaznik $miertelno$ci wynosi okoto 0,4 na
100 000 o0séb, co stanowi prawie potowe przypadkéw
$miertelnych wywotanych przez kandydozy. Na infekcje
grzybicze wywotywane gtéwnie przez gatunki z rodza-
jéw Candida, Aspergillus oraz Cryptococcus szczegblnie
narazeni sg pacjenci z niedoborami odpornoéci [79].

Jednym z istotnych czynnikéw zachorowalno$ci
i $miertelno$ci sg szpitalne infekcje uktadu krwiono$nego
(BSI, bloodstream infections). Jedno z wiekszych badan
populacyjnych przeprowadzonych w USA, dostarczyto
precyzyjnych danych, obrazujacych sytuacje infekcji szpi-
talnych tego kraju. Wykazaty, ze najwiekszym czynnikiem
ryzyka byty cewniki centralnych naczyr krwiono$nych
(72% zakazeth), obwodowych naczyth krwiono$nych (35%
zakazeti), a cewniki w tetnicach okoto 16% oséb sposréd
25 000 przypadkdw; 46% badanych korzystato z cewnikéw
moczowych. Infekcje uktadu krwiono$nego w 87% przy-
padkéw byly jednogatunkowe, najczesciej czynnikiem
etiologicznym BSI byty Gram-dodatnie bakterie (65%),
nastepnie bakterie Gram-ujemne (25%), a pozostate przy-
padki wywolywaty grzyby (10%).

Zauwazono tez czestsze infekcje wywolane przez pato-
geny oporne na antybiotyki dotychczas skuteczne do ich
zwalczania [92].

Wrotami infekcji w ludzkim ciele mogg by¢ nie tylko
tkanki o przerwanej ciagltoéci, jak w przypadku cew-
nikéw, ale i warstwa nabtonka. Przyktadem moze by¢
nabtonek przedni rogéwki ludzkiego oka oraz infekcje
u 0sdb stosujacych soczewki kontaktowe. U 20 0séb cier-
piacych na mikrobowe zapalenie rogéwki badaniu pod-
dano stosowane przez nich soczewki kontaktowe oraz
pojemniki do ich przechowywania. Najcze$ciej biofilm
wystepowat na pojemnikach, bo az u 17 oséb, natomiast
do zainfekowania soczewek doszto u 11 0séb. Podobnie
byto z gestoscig powstatego biofilmu, ktéry widocznie
gestszy byt na powierzchni pojemnikéw. Wykazano réw-
niez brak istotnej réznicy miedzy obecno$cia biofilmu,
a higieng uzytkowania soczewek przez badanych.
Sposrédd izolowanych mikroorganizméw najczesciej
oznaczano pateczki, m.in. Pseudomonas aeruginosa, znaj-
dowano takze rézne drozdzaki i strzepki grzybéw, a u
8 pacjentéw wykazano obecno$¢ pierwotniaka z rodzaju
Acanthamoeba [34, 103].

Biofilm moze by¢ zwigzany z infekcjami skéry, w tym
z infekowaniem miejsc pooparzeniowych czy ran poope-
racyjnych. U diabetykéw chronicznemu owrzodzeniu
stopy cukrzycowej najczesciej towarzyszy powstawa-
nie biofilméw mieszanych (z udziatem kilku gatunkéw
mikroorganizméw). Ponadto u diabetykéw wykrywano
biofilm w blaszkach miazdzycowych tetnic, co jest gtéw-
nym czynnikiem wptywajacym negatywnie na krazenie
i postep choroby. Jednak najczestszymi chorobami wywo-
tanymi przez biofilm sg infekcje jamy ustnej (zapalenie
dzigsel, zapalenie przyzebia) oraz préchnica zebéw. Cho-
roby jamy ustnej moga by¢ réwniez zwigzane z etiologia
choréb sercowo-naczyniowych, zapaleniem wsierdzia,
udarem a takze ogdlnoustrojowymi chorobami zapalnymi
(np. reumatoidalnym zapaleniem stawéw) [11].

Najlepiej zbadanym przyktadem biofilmu tworzonego
przez bakterie E. coli jest patogeneza chordb uktadu
moczowego. Zdolno$¢ do kolonizowania cewki moczo-

Tabela 1. Najczestsze patogeny spotykane w wybranych czynnikach niedoboru odpornosci [79]

Patogen Czynnik niedoboru odpornosci

Candida spp. Uszkodzenie $luzéwki

Aspergillus spp.
Candida spp.

Trichosporon spp. Dysfunkcyjne neutrofile

Aspergillus spp. iinne plesnie
(ryptococcus spp. ) S - A
Grzybice endemiczne Wady komérek posredniczacych w odpowiedzi immunologicznej

& gomy cetes Zaburzenia metaboliczne
Candida spp.

Aspergillus spp. i inne plesnie
Grzybice endemiczne

Ekspozycja na patogen

Candida spp.

Mtody lub podeszty wiek
(<1lub>70)
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Komorki planktoniczne zdolne
do zasiedlania nowych ———

powierzchni

L. IL.

I11. IV.

Ryc. 1. Etapy formowania biofilmu bakterii: | - adhezja odwracalna, Il - adhezja nieodwracalna, Ill - dojrzewanie, IV - dyspersja (wg [49] zmodyfikowano)

wej oraz przetrwania w niesprzyjajacych warunkach
(odporno$¢ na strumiei moczu, antybiotyki) jest gtéw-
nym czynnikiem infekcji i zalezy od obecnosci licznych
czynnikéw wirulencji u E. coli [58].

Zagrozenie niosg ze soba takze ciata obce wewnatrz
naszego organizmu. Dzieje sie tak w przypadku
implantéw, np. piersi, okoto 2-2,5% komplika-
cji po zabiegu spowodowanych jest przez drobno-
ustroje [97]. Gtéwnym czynnikiem etiologicznym jest
Propionibacterium acnes (57,5% przypadkdw), Staphy-
lococcus epidermidis (41%) oraz E. coli (1,5%) [23]. Poza
medycyng estetyczng problem dotyka ortopedie, gdyz
wstawiane sztuczne protezy stawdéw wigza sie z ryzy-
kiem infekcji rzedu 0,39% przy wszczepieniu protezy
stawu kolanowego oraz 0,97% przy wymianie takiej
protezy na nowa [98]. Bakterie izolowane z zakazeti
poprzeszczepowych to koagulazoujemne gronkowce
stanowiace 30-43% infekcji oraz Staphylococcus aureus
- 12-23% infekcji [62].

Wszelkiego rodzaju interwencje chirurgiczne w struk-
ture ko$ci moga natomiast prowadzi¢ do zapalenia
szpiku kostnego. Najczestszym Zrddlem zakazen jest
S. aureus, odpowiedzialny za zaréwno ostre, jak i prze-
wlekte infekcje szpiku oraz stawéw. Dochodzi¢ do nich
moze po naruszeniu struktury ko$ci w chwili wstawia-
nia sztucznego stawu, Srubowania ztamanej kosci lub
uzupetnianiu ubytkéw z uzyciem cementu akrylowego.
Moze to takze doprowadzi¢ do infekcji oportunistycz-
nej komensalnymi koagulazoujemnymi gronkowcami
skérnymi, z powodu lokalnego ostabienia, bedacego
wynikiem interwencji lekarza [7].

ETAPY POWSTAWANIA BIOFILMU

Etapy formowania si¢ biofilmu bakteryjnego

Pierwszym etapem powstawania biofilmu bakteryjnego
jest adhezja (ryc. 1), poczatkowo odwracalna, mozliwa
dzieki obecno$ci adhezyn, fimbrii, curli, receptoréw
powierzchniowych komérek organizmu gospodarza,
a takze réznorodnych oddziatywan:hydrofobowych,
sit van der Waalsa i innych. Istotng role odgrywa takze
quorum sensing (QS), czyli zjawisko komunikowania
sie mikroorganizméw za pomoca czgstek sygnatowych
- w charakterze autoinduktoréw. Wykrycie ich przez
receptory komérkowe wplywa na ekspresje gendw, akty-
wujac te, ktére niezbedne sa przy formowaniu struk-
tury biofilmu, a wyciszajac zbedne, jak np. obecno$é
rzesek [76]. Warunkiem niezbednym do adhezji jest
takze kondycjonowanie powierzchni, czyli pokrycie jej
warstwa substratéw stanowigcg dla mikroorganizmdéw
pozywke, mogg to by¢ biatka, glikoproteiny, lipidy lub
inne biomolekuty [17].

Etap drugi rozpoczyna sie po kilku minutach (ryc. 1), gdy
adhezja staje sie nieodwracalna pod wptywem zwieksze-
nia sie sity oddziatywan hydrofobowych dzieki ubyt-
kom wody w przestrzeni miedzy mikroorganizmem
a powierzchnia, aktywnej zmiany potozenia komérki
w taki sposéb, aby rejony o wiekszych zdolno$ciach do
adhezji byly skierowane w strone docelowej przestrzeni,
a takze przez makromolekularne zmiany w obrebie
struktur wigzacych [43]. W trzecim etapie dojrzewania
biofilmu dochodzi do tworzeniu sie zewnatrzkomérko-
wej macierzy EPS (extracellular polymeric substances).
W jej sktad wchodza biatka, kwasy nukleinowe, celulozy,
widkna curli (np. u E. coli), enzymy, lipidy oraz polisacha-
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rydy. Macierz EPS jest rusztowaniem, na ktérym moga
sie osadza¢ kolejne elementy biofilmu, pozwala takze na
stworzenie swego rodzaju kanaléw i szczelin, przez ktére
odbywa sie transport substancji odzywczych, enzyméw,
produktéw metabolicznych oraz czastek sygnatowych.
Ma postacé zelu o zawarto$ci wody do 98% [29], co zapew-
nia wodne $rodowisko mikroorganizmom, a takze spo-
walnia dyfuzje tlenu, ktéry zostaje wykorzystany przez
aeroby zanim dotrze glebiej, umozliwiajac rozwéj ana-
erobéw w nizej potozonych warstwach [20]. Tréjwymia-
rowa struktura zalezy od sktadu gatunkowego, a takze
chemicznego, np. zmodyfikowany szczep E. coli K 12
W3110 wytwarzajacy celuloze tworzyt biofilm o wyso-
kich i dtugich grzbietach oraz skomplikowanej sieci
zmarszczek, podczas gdy ten sam, ale niezmodyfikowany
szczep formowat kruchg podzielong na sieé koncentrycz-
nych koput strukture [88].

Do tego etapu komdérki przeprowadzajg wcigz inten-
sywny podzial mitotyczny, ktéry jednak powoli ustaje
w kolejnym stadium - w trakcie dojrzewania biofilmu
(ryc. 1). Formy planktoniczne majg zdecydowanie krét-
szy czas generacji, Pseudomonas aeruginosa w tempera-
turze 37°C podwaja liczbe w ciggu okoto 40 min [99],
jednak w postaci biofilmu czas ten wzrasta do 6 lub 9 h,
przy czym dla okoto 10% komdrek do ponad 10 h [9, 34].

Dojrzata postaé biofilmu sktada sie z komérek o réz-
nych wtasciwo$ciach metabolicznych, ktére réznia
sie nie tylko na poziomie gatunkowym, ale réwniez
w obrebie jednego gatunku - odmienny jest profil genéw
ulegajacych ekspresji. Réznica widoczna jest nie tylko
w poréwnaniu do form wolno zyjacych, ale takze zalezna
od umiejscowienia wewnatrz struktury. Ekspresja genéw
u P. aeruginosa rézni sie w zaleznosci od trybu zycia bak-
terii: okoto 0,5% gendw jest aktywowanych, a 0,5% ulega
represji w komérkach zyjacych w biofilmie. Istotne jest
takze to, ze niektdére z gendw w obecnosci antybiotyku
tobramycyny ulegaly odmiennej ekspresji - 6 ulegato
represji, a 14 aktywacji przy siedmiokrotnie nizszym ste-
zeniu leku niz wymagany byt dla form planktonicznych,
oznacza to, ze zmianie ulegaé moze réwniez czuto$é nie-
ktérych systemdéw regulatorowych komérek [36].

Roztozenie komérek w tréjwymiarowej strukturze
wplywa na lokalne warunki, ktére moga sie réznié
w poszczegdlnych strefach biofilmu. Wptyw takiego
mikro$§rodowiska na drobnoustroje jest podstawg ist-
nienia przestrzennej réznicy w poziomie ekspresji
gendéw. Badano poziom produktéw gendw acpP, aprA
oraz phzA1l u P. aeruginosa w zalezno$ci od gtebokosci
ponizej powierzchni biofilmu. Produkt genu acpP nie-
zbedny jest do transportu kwaséw ttuszczowych, a wiec
i do syntezy btony komérkowej, natomiast aprA oraz
phzA1 regulowane sa przez zjawisko QS. Podwyzszony-
poziom ekspresji genéw w gérnych warstwach wskazuje
na wieksza aktywno$¢ metaboliczna komérek tam obec-
nych, a takze najprawdopodobniej na szybsze i czestsze
podziaty komérkowe niezbedne do procesu dyspersji
biofilmu [54].

Ostatnim etapem rozwoju biofilmu jest dyspersja (ryc. 1),
polegajaca na uwalnianiu sie komdrek ze struktury bio-
filmu w celu zasiedlenia nowych $rodowisk. Drobno-
ustroje sa uwalniane de facto w trakcie kazdego etapu, na
rézne sposoby - zaréwno pasywne jak i aktywne. Spo-
$réd pasywnych wyréznié mozna abrazje (fac. abrasio,
zeskrobywanie), polegajaca na $cieraniu sie zewnetrz-
nych warstw na skutek sit tarcia czastek zawieszonych
w medium, erozje biofilmu jako wynik ciagtej utraty
komérek z powodu przepltywu np. wody. Gdy sita tar-
cia plynu jest zbyt duza oddzieleniu ulec moze wiek-
szy fragment macierzy zewnatrzkomérkowej wraz
z zawartymi w niej drobnoustrojami lub cata struktura,
woéwczas wystepuje tzw. starcie sie biofilmu. Mikroor-
ganizmy moga zosta¢ takze uwolnione z biofilmu, gdy
jego struktura zostanie naruszona przez inne organi-
zmy zywiace sie biofilmem, takie jak orzeski Tetrahy-
mena pyriformis [78, 81].

Aktywne sposoby uwalniania sie z biofilmu wymagaja
zazwyczaj obecno$ci enzyméw pozwalajacych rozluz-
ni¢ sie¢ macierzy zewnatrzkomdrkowej ECM (Extra Cel-
lular Matrix) lub trawigcych adhezyny, umozliwiajac
tym samym uwolnienie sie komérek. Jednym z takich
enzymdw jest celulaza wytwarzana przez P. putida, ktéra
degraduje celuloze zawartg w macierzy zewnatrzko-
mdrkowej. P. putida wytwarza takze proteinaze K zdolng
do proteolizy adhezyny LapA. Dyspersja taka zachodzi
zazwyczaj pod wplywem bodZca ze $rodowiska, takiego
jak np. wzrost stezenia zrédta wegla, pojawienie sie réz-
nych jonéw np. Fe?' lub czasteczek sygnatowych QS [78].

Powstawanie biofilmu u grzybéw

jednokomorkowych

Formowanie sie biofilmu u grzybéw przebiega w pierw-
szej fazie podobnie jak u bakterii. Przyleganie komérek
grzybowych zachodzi dzieki obecno$ci réznorodnych
adhezyn, zaréwno do powierzchni biologicznych jak
i sztucznych (ryc. 2A).

Wzmozona adhezja komérek wptywa na zapoczatko-
wanie procesu filamentacji i wytwarzanie komérek
o wydtuzonym ksztalcie (ryc. 2B). Rozpoczyna sie tzw.
faza inicjacji powstania biofilmu. Jest to istotny moment,
poniewaz powstajace w ten sposéb wydtuzone formy
stuza péZniej do wzmacniania struktury, utatwiajg takze
adhezje nastepnym organizmom. Zachodza u nich cze-
ste podzialy, bowiem komérki znajdujace sie u podstawy
stanowi¢ beda punkt zaczepienia calej struktury do
powierzchni.

W czasie rozwoju biofilmu u grzybdéw, podobnie jak
u bakterii, nastepuje wytwarzanie ECM (ryc. 2C). Ele-
menty sktadowe macierzy zewnatrzkomdrkowej to
makromolekuly: biatka (55%), cukry (25%), lipidy (15%)
oraz kwasy nukleinowe (5%) [57, 102]. Macierz spelnia
te same funkgcje jak dla bakterii ochronne i strukturalne.
Zauwazalne sg takze réznice w ekspresji réznych genéw
u form planktonicznych w poréwnaniu do osiadtych.
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Ryc. 2. Etapy tworzenia biofilmu C. albicans: A - adhezja nieodwracalna do powierzchni; B - inigjacja filamentaji; C - dojrzewanie biofilmu; D - dyspersja

dojrzatego biofilmu (wg [48] zmodyfikowano)

Zwiekszona ekspresja zauwazalna jest dla 1599 gendw,
a zmniejszona dla 636 u C. albicans wewnatrz biofilmu [71].

Ostatnim etapem jest dyspersja form kolistych, ktéra
pozwala pozyskaé nowe siedliska dla mikroorganizméw
(ryc. 2D). Jednak, podobnie jak w modelu bakteryjnym, dys-
persja zachodzi na kazdym etapie powstawania struktury,
a nie tylko w dojrzatym biofilmie.

Wieksze zageszczenie komdrek wewnatrz biofilmu,
fizyczna bariera w postaci ECM oraz zmieniony profil
ekspresji genéw i spowolniony metabolizm wplywaja na
patogennosé szczepSw C. albicans zwiekszajac ich opor-
no$¢ na stosowane powszechnie fungicydy. Powstaja
komérki persister cells, ktére pozwalaja odtworzy¢ bio-
film w chwili, gdy stezenie lekéw przeciwgrzybicznych
spadnie ponizej skutecznego poziomu. Wyjatkowa opor-
nos$¢ tych komérek wynika z tego, ze ich metabolizm
zostat spowolniony, zahamowana zostata synteza biatek,
zwyjatkiem tych niezbednych do wzrostu, odpowiedzi na
czynniki stresowe oraz odpowiedzialnych za wirulencje.
Ich poziom nawet wzrést w poréwnaniu do siostrzanych
komérek w biofilnie [55].

Znaczenie quorum sensing dla rozwoju biofilmu

Mikroorganizmy, zaréwno bakterie jak i grzyby, maja
zdolno$¢ szacowania wlasnego zageszczenia w danym
$rodowisku, dzieki zjawisku quorum sensing (QS).
Polega ono na wydzielaniu do $rodowiska autoindukto-
réw, ktére sa rozpoznawane przez inne drobnoustroje
w $rodowisku. Zjawisko QS moze wystgpi¢ zaréwno
u bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych oraz
u grzybdw, np. C. albicans [35]. Autoinduktory, czyli
czagstki sygnatowe to dla bakterii Gram-ujemnych gtéw-

nie acylowane laktony homoseryny (AHL) [21, 96], dla
Gram-dodatnich oligopeptydy [50], a u grzybéw C. albi-
cans role autoinduktora petni np. farnezol [35].

Autoinduktory maja wplyw na ekspresje genéw, moga dzia-
ta¢ zaréwno jako promotory, jak i inhibitory. Mozliwe jest
takze dzialanie czastek sygnalowych miedzy gatunkami,
a nawet krélestwami, np. AHL P. aeruginosa wplywa na C.
albicans, hamujac przejcie do postaci strzepkowej [35].

Quorum sensing u bakterii Gram-ujemnych sktada sie
z dwéch czynnikéw regulatorowych: biatko regulato-
rowe (biatko R) oraz czgstki autoinduktora (AI). Aku-
mulacja autoinduktora w komdrce jest proporcjonalna
do zageszczenia komérek, wzrastajac do warto$ci pro-
gowej, po przekroczeniu ktérej nastepuje zwiazanie Al
z biatkiem R, ktdre indukuje ekspresje genu docelowego
(ryc. 3). Biatko R sktada sie z dwéch domen: N-koricowej
oddziatujacej z Al oraz C-koricowej wigzacej DNA [21, 96].

Geny ulegajace regulacji przez zjawisko QS moga odpo-
wiadaé za rézne cechy fenotypowe, oprécz wspomnia-
nych wczesniej cech niezbednych przy formowaniu sie
biofilmu [76], moga to by¢é np. bioluminescencja u Vibrio
fischeri [12], wytwarzanie fenazyny przez P. aureofaciens
30-84 [10], a takze tworzenie otoczki i wirulencja u Erwinia
stewartii [82].

SPOSOBY BADANIA BIOFILMU /N VITRO ORAZ IN VIVO

Metody uzywane do obserwacji struktury oraz
sktadu biofilmu

Po raz pierwszy zaobserwowano biofilm za pomoca
prostego mikroskopu optycznego. Sposéb ten dtugo
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Niskie zageszczenie komérek =
niskie stezenie Al

Brak transkrypcji

Wysokie zageszczenie komorek =
wysokie stezenie Al

Transkrypcja docelowego genu

. Czynnik transkrypcyjny, bialke R

@ Czasteczka autoinduktora, Al

Ryc. 3. Zasada regulagji ekspresji genéw zalezna od zjawiska quorum sensingu Gram-ujemnych organizméw (wg [21] zmodyfikowano)

byt jedynym dostepnym narzedziem badawczym,
jednak wraz z rozwojem nauki i wiedzy na temat
tych struktur znacznie powiekszyt liczbe dostep-
nych metod Opracowano wiele metod obrazowania
struktury, badania proceséw w niej zachodzacych,
metabolizmu komérek oraz sktadu gatunkowego
i chemicznego.

W obrebie samej mikroskopii optycznej nastapito wiele
zmian, gtéwnie wykorzystanie rodzaju §wiatta. Zaczeto
wykorzystywaé promieniowanie spoza zakresu widzial-
nego, z obu jego krancédw - podczerwone oraz ultra-
fioletowe. Do uwidocznienia struktur stosuje sie takze
fluorochromy, ktére po wzbudzeniu §wiattem o odpo-
wiedniej dla nich dtugosci same dajg barwny obraz
w mikroskopie fluorescencyjnym [70].

Wiazka obrazujaca w mikroskopie jednak nie musi
by¢ promieniowanie elektromagnetyczne, a funkcje
te moze petnié wigzka elektrondw, tak jak to sie dzieje
w mikroskopii elektronowej. Dwa jej rodzaje: trans-
misyjna i skaningowa daja wglad w struktury nie-
mozliwe do zobrazowania za pomocg mikroskopii
$wietlnej. Obrazy przez nie uzyskane sg odpowiednio
dwu- i tréjwymiarowe, przekrdj przez preparat i jego
powierzchnie [4].

Mikroskopia sit atomowych umozliwia natomiast z duza
precyzjg obrazowac biofilm, ale jedynie jego powierzch-
nie. Ostrze dzwigni o grubosci od kilku do kilkuset ato-
moéw przesuwane jest po powierzchni preparatu, a jej
drgania odczytywane sg optycznie badz z wykorzysta-
niem materialéw piezoelektrycznych, a nastepnie uka-
zywane w postaci obrazu na monitorze komputera [44].

Wspomniane wyzej metody obserwacji sg jednak ogra-
niczone zazwyczaj do badania powierzchni, nalezy
pamietal, ze biofilm jest skomplikowana struktura
przestrzenna, sktadajaca sie z kanaléw, otwordw
i szczelin. Opracowano kilka narzedzi pozwalajacych
spojrze¢ w glab tréjwymiarowej sieci macierzy zewna-
trzkomdrkowej. Poza wspomniang wczes$niej trans-
misyjng mikroskopig elektronowa, ktéra pozwala
zobaczy¢ dwuwymiarowy przekrdj przez wnetrze bio-
filmu, jedng z tych metod jest obrazowanie z wyko-
rzystaniem rentgenowskiego promieniowania oraz
substancji kontrastowej wprowadzanej do wnetrza
biofilmu, ktéra przenikajac przez sie¢ kanatéw uwi-
docznia ich topografie [27]. Stosuje sie takze uzywany
powszechnie w medycynie rezonans magnetyczny,
ktéry pozwala uniknaé ingerencji w badang prébke,
dajac jednoczesnie szczegbtowy jej obraz, dwu- i tréj-
wymiarowy [63].
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Poza obserwacja bezposrednia biofilmu mozna takze zba-
dad inne jego parametry, takie jak masa. Aby zmierzy¢
wage tak drobnych struktur wykorzystuje sie mikrowagi
kwarcowe lub korzysta z kamertonéw kwarcowych. Obie
metody polegaja na badaniu zmian czestotliwosci drgai
krysztatéw kwarcu pod wpltywem nagromadzonego bio-
filmu, ktére pozwalajg na dosy¢ precyzyjny pomiar jego
masy [80].

Spektrofotometria pozwala natomiast zobrazowa¢
ogblny poziom rozwoju biofilmu, za pomocg barwnikéw,
takich jak np. fiolet krystaliczny lub wzgledng liczbe
zywych komérek aktywnych metabolicznie, zdolnych do
redukcji soli tetrazolowej lub resazuryny [93].

Najbardziej istotne z punktu widzenia zwalczania bio-
filmu jest badanie zaréwno sktadu gatunkowego, jak
i metabolizmu drobnoustrojéw wchodzacych w jego
sktad. Wykorzystuje sie do tego zdobycze biologii mole-
kularnej, moze to by¢ reakcja taficuchowa polimerazy
(PCR, polymerase chain reaction) pomocna przy jako-
$ciowym oznaczaniu populacji biofilmu czy elektrofo-
reza pozwalajgca zbadaé obecne w nim biatka [54]. Do
badati wielogatunkowych biofilméw wykorzystuje sie
metode fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH,
fluroescent in situ hybridization). Pozwala nie tylko
wskazaé obecno$¢ konkretnego gatunku, ale i okreslié
dystrybucje organizméw danego gatunku w calej obje-
tosci biofilmu, a w przypadku korzystania np. z dwéch
sond ewentualne wspdétwystepowanie tych dwdch
gatunkdéw, co moze by¢ pomocne przy okreslaniu uktadu
przestrzennego struktury [30].

Metody hodowli biofilmu ex situ: in vivo, in vitro, ex
vivo

Niezbedne do badan patogendw na biofilmie jest wytwo-
rzenie go w warunkach laboratoryjnych. Pobranie np. od
chorego pacjenta pozwoli jedynie zbada¢d sktad gatun-
kowy, a niemozliwe bedzie badanie innych wtasciwosci
mikroorganizméw zasocjowanych w postaci biofilmu,
takich jak opornos$é¢ na antybiotyki czy metabolizm.
Potrzebne sg zatem metody pozwalajace na hodowle
biofilmu ex situ w laboratorium, co umozliwi wykonanie
badan na wigkszych, a co najwazniejsze powtarzalnych
prébach, umozliwiajac zmiane warunkéw w czasie bada-
nia. Istotnym elementem jest stworzenie §rodowiska jak
najbardziej podobnego do tego, ktére wystepuje w natu-
ralnym otoczeniu patogendw, niezaleznie czy jest to
powierzchnia sprzetu medycznego czy tkanek np. ludz-
kich.

Modele in vivo

Najblizsze naturalnym warunkom do rozwoju biofilmu
w ciele pacjenta sa modele in vivo. Wykorzystywanie
ludzi do badati nad patogenami jest nieetyczne, dlatego
zaczeto korzystaé z organizméw modelowych. Do badan
biofilmu infekujacego poszczegélne tkanki ssakdw
wykorzystuje sie gtéwnie szczury i myszy, choé nie tylko

(tab. 2). Spoérdd naczelnych czesto wykorzystywany jest
makak jawajski, np. do badania chronicznego zapalenia
ucha $rodkowego [51].

Dla medycyny przydatne sa réwniez badania nad formo-
waniem sie biofilmu na urzadzeniach medycznych zain-
stalowanych u organizméw modelowych, co pozwala
opracowal metody ich zabezpieczania przed infekcja,
a takze obrazuje schemat infekcji w warunkach naj-
blizszych naturalnym. Polega to na wszczepieniu np.
modelu protezy do organizmu szczura i zainfekowa-
nie go bakteriami zdolnymi do uformowania biofilmu.
Bada sie w ten sposdb cewniki, endoprotezy, implanty,
rozruszniki serc, a takze soczewki kontaktowe, $ruby
i cementy ortopedyczne.

Wykorzystuje sie do tego gléwnie szczury, myszy i kré-
liki, choé czasem takze naczelne. Zdarzajg sie bada-
nia nad kolonizacjg implantéw wykonanych z réznych
materiatéw na ludziach - zdrowych ochotnikach wyra-
zajacych zgode na zainstalowanie tytanowych szyn
wewnatrz jamy ustnej, w okolicy zuchwy. Do zamonto-
wanych szyn przyczepia sie dyski wykonane z materia-
téw stanowigcych obiekt badan [51].

Badaniom poddawany jest takze biofilm na modelach
organizméw niebedacych ssakami, co jest wynikiem
wielu dyskusji na temat etyki i watpliwego moralnie
stosowania organizméw wyzszych do badar nad pato-
genami (tab. 2). Zaczeto korzystaé z organizméw prost-
szych - od jednokomérkowych orzeskéw Tetrahymena
pyriformis [64], przez ro$liny, takie jak lucerna [37],
wielokomérkowe nicienie Caenorhabditis elegans [61], az
po stawonogi Drosophila melanogaster [47] i ryby Danio
rerio [45].

Modele in vitro

Problemdw etycznych nie dostarczaja modele in vitro,
ktére nie wymagaja zadnego organizmu zywego do
bycia ‘gospodarzem’ badanego biofilmu. Metody
hodowli poza ustrojem organizméw dostarczaja pod-
stawowych informacji na temat struktury, fizjolo-
gii i formowania sie biofilméw. Inna ich zaletg jest
niski koszt utrzymania, tatwo$¢ w prowadzeniu eks-
perymentu oraz mozliwo$¢ prowadzenia badan na
wielu prébach, co pozwala na uzyskanie wiarygod-
nych odczytéw. Pomimo pewnego uproszczenia
w poréwnaniu do modelu in vivo zachowane zostaty cha-
rakterystyczne cechy biofilmu: réznice w gradiencie ste-
zen substancji odzywczych, metabolitéw i gazéw, duze
zageszczenie komérek oraz wytwarzanie zewnatrzko-
morkowej macierzy. Modele in vitro mozna podzieli¢ na
trzy rodzaje:

 Zamkniety, inaczej statyczny. Jest to np. hodowla
w podtozu ptynnym w probéwkach lub w dotkach ptytki
mikrotitracyjnej, przy czym zaleta tej ostatniej jest moz-
liwo$¢ przeprowadzenia stosunkowo tatwo, szybko i bez-
posrednio badari pozwalajacych ujaé ilosciowo mase
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Tabela 2. Zwierzece modele hadawcze oraz zakazenia wybranych tkanek spowodowane przez drobnoustroje tworzace biofilm [70]

Model badawczy

Zakazenia tkanek

Zwidknienie torbielowate ptuc, infekcje przewodéw moczowych, przewlekte infekcje ran, zapalenie

Mysz zatok przynosowych

Szczur Zwidknienie torbielowate ptuc, infekcje przewodéw moczowych, przewlekte infekcje ran
Krélik Przewlekte infekcje ran, zapalenie zatok przynosowych

Owca Zapalenie zatok przynosowych

Swinia Zwidknienie torbielowate ptuc, przewlekte infekje ran

biofilmu (korzystajac np. z fioletu krystalicznego) lub
obecno$¢ zywych komérek (za pomoca np. redukcji soli
tetrazolowej).

* Otwarty, inaczej dynamiczny lub przeptywowy. Pozwala
na dtuzszg hodowle biofilmu, gdyz zapewnia odpro-
wadzenie zbednych produktéw metabolicznych oraz
naplyw $wiezej pozywki, na zasadzie hodowli ciagtej.
Jednak w poréwnaniu do modelu zamknietego wymaga
bardziej zaawansowanego sprzetu, np. pompy perystal-
tycznej, a takze pewnych umiejetnosci technicznych, jed-
noczes$nie uniemozliwiajac szybkie i fatwe badania duzej
liczby préb.

+ Mikrokosmos (microcosms) najbardziej skompli-
kowana z metod in vitro, jednak laczaca takze cechy
modeli in vivo, celem ktérej jest bardziej doktadna
imitacja $rodowiska in situ. Model czesto sktada sie
z kilku gatunkéw oraz czynnika, ktéry jest obecny takze
w naturalnym dla drobnoustroju $§rodowisku, np. doda-
tek hydroksylu-apatytu oraz $liny w celu odtworze-
nia warunkéw panujacych w jamie ustnej przy badaniu
biofilmu nazebnego [84]. Powierzchnie abiotyczng
w tym modelu mozna takze pokry¢ np. warstwg ludz-
kich komérek nabtonka pecherza, stwarzajac srodowisko
bliskie temu in vivo, co utatwia badanie infekcji peche-
rza moczowego [8]. Potencjalnie zaréwno otwarty jak
i zamkniety model mozna zastosowaé w systemie mikro-
kosmosu. Najwiekszg zaleta jest mozliwo$¢ uzyskania
skomplikowanych i niejednorodnych warunkéw wyste-
pujacych in vivo.

Modele ex vivo

Miedzy modelami in vitro a in vivo znajduja sie systemy
ex vivo, ktdre polegaja na pobraniu organu lub tkanki
z organizmu (najcze$ciej od myszy lub $wini) i umiesz-
czeniu w sztucznym $rodowisku w celu dalszego bada-
nia lub przeprowadzania do§wiadczen (tab. 3). System
czesto pomijany, ktérego zaleta jest precyzyjna kon-
trola warunkéw w poréwnaniu do modeli in vivo oraz
lepsze zobrazowanie warunkéw $rodowiska w zesta-
wieniu do in vitro, moze by¢ stosowany do eksperymen-
towania na zywych organizmach. Pozwala na doktadne
prze$ledzenie i zbadanie kolonizacji bakteriami tkanek,
takich jak nabtonek tchawicy, §luzéwka macicy, nerki
lub zeby [51].

ZWALCZANIE BIOFILMU

Whasciwosci ﬁzykochemicznc biofilmu

Biofilm jest skomplikowang, usieciowana struktura
sktadajacg sie z réznego rodzaju substancji, ktére maja
wplyw na wiele jego whasciwosci, takich jak hydrofobo-
wo$¢ i zmniejszona przepuszczalno$¢ gazéw [27], a takze
znacznie spowolnione tempo przenikania antybiotykdw,
np. piperacyliny w biofilmie P. aeruginosa [51]. Sie¢ EPS
dzialajac jak geste sito, nie tylko spowalnia przenika-
nie zwigzkédw bdjczych, ale takze powoduje spadek ich
stezenia w glebszych partiach struktury [31], co moze
aktywowal systemy obronne mikroorganizmu zanim
osiagniete zostanie stezenie zdolne zabi¢ komérke,
a takze generowac opornos$¢ na dany antybiotyk. Orga-
nizmy w postaci osiadlej sg takze lepiej chronione przed
dziataniem $rodkéw dezynfekujacych i metali ciezkich.
Na przyktad dwugatunkowy biofilm P. aeruginosa i Kleb-
siella pneumoniae znacznie spowalnial dyfuzje chloru,
uniemozliwiajac wyréwnanie sie gradientu stezeti mie-
dzy wnetrzem a zewnetrzna cze$cia biofilmu, gdyz ste-
zenie w $rodku dochodzito co najwyzej do 20% stezenia
poza strukturg [19]. Metale ciezkie, takie jak cynk, miedz
i otéw wykazywaly stabsza toksyczno$é dla komérek
P. aeruginosa PAO1 chronionych przez sie¢ EPS [34]. Jed-
nak macierz zewngtrzkomérkowa nie chroni przed kaz-
dym czynnikiem antymikrobowym. Badano pod tym
katem egzopolisacharydy budujace biofilm u P. aeru-
ginosa PT-1252 oraz P. elodea. Podczas, gdy spowal-
niaja one dyfuzje antybiotykéw aminoglikozydowych
(takich jak gentamycyna i tobramycyna) oraz polipep-
tydowych (polimyksyna b i kolistyna), to nie redukuja
w znaczny sposéb przenikania makrolitéw, kwinolinéw
czy P-laktaméw [22]. Wazne sg takze warunki, w kté-
rych rozwija sie biofilm, gdyz tworzony przez S. aureus
w hodowli statycznej mial grubsza warstwe EPS
w poréwnaniu do hodowli przeptywowej. Utrudniato to
ludzkim leukocytom penetracje do wnetrza struktury,
a nawet gdy proces wystapit, komérki nie byty zdolne do
fagocytowania bakterii [91].

Metody zwalczania biofilmu
Oczywistym wydaje sie to, jak istotna z punktu widzenia

zdrowia publicznego, ale takze i ekonomii, jest skuteczna
walka z biofilmem, gléwnie wytwarzanym przez organizmy
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Tabela 3. Wybrane metody ex vivo badania biofilméw [70]

Metoda Charakterystyka Zalety Zastosowanie

Badanie usuwania biofilmu nazebnego,

Kanaty korzenia P ) )
y leczenie infekgji kanatéw korzenia

Zeby osadzone w kicie silikonowym, stale  Stale przeptukiwane (warunki jak w jamie

b tuki tnej | b j
zebowego przeptukiwane ustnej), pozwala na obserwacje zebowego
Pozwala badac interakgje pionierskich
Zastawka serca Pobrane $winskie zastawki serca bakterii z tkankq zastawki, mozliwa Badanie postepu zapalenia wsierdzia

obserwacja pod SEM

Kandydozy $luzéwki Krélicze narzady rodne umieszczone na
macicy ptytkach do hodowli tkankowych

Utatwiona obserwacja pod mikroskopem

Model rozwoju kandydoz

obligatoryjnie lub oportunistycznie patogenne. Najprostsza
klasyfikacja sposobdéw zwalczania jest podziat na metody
fizyczne, chemiczne lub biologiczne, w zaleznosci od czyn-
nika uzytego do walki z biofilmem. Drugi podziat w obrebie
wczesniej wymienionego to kategoryzacja momentu, w ktd-
rym dana metoda jest skuteczna, od zapobiegania adhezji do
powierzchni, przez zahamowanie wzrostu, az po usuniecie
dojrzatej postaci biofilmu. Nalezy jednak pamieta¢, ze nie-
ktdre strategie korzystaja np. z czynnikdw fizycznych i che-
micznych jednocze$nie, aby zwiekszy¢ skutecznosé [58].

Metody fizyczne

Do tej grupy nalezg sposoby walki wykorzystujace czyn-
niki fizyczne, takie jak temperatura, zaréwno wysoka
jak i niska, sity mechaniczne czy promieniowanie elek-
tromagnetyczne. Stosowane sa gtéwnie do zwalcza-
nia powstatego juz biofilmu, lub zabijaja zaadherowane
komérki zanim rozpoczna tworzenie struktury.

Podstawowg metodg pozbywania sie wielu mikroorga-
nizméw jest wykorzystanie wysokiej temperatury do
$mierci drobnoustrojéw przez denaturacje biatek. Zna-
czenie ma tu przede wszystkim temperatura do jakiej
ogrzewa sie material, ktéry ma by¢ oczyszczony, ale
tez czas w jakim wystawiony bedzie na dzialanie cie-
pla. Poddanie biofilmu P. aeruginosa PAO1 dziataniu
temperatury 80°C w tazni wodnej przez 30 min powo-
dowato spadek CFU az o 6 rzedéw wielko$ci w poréw-
naniu do kontroli przy 37°C, natomiast po uptywie 15
min tylko o 4 rzedy [74]. Jednak wykorzystana metoda
zuzyciem tazni wodnej nie jest mozliwa do zastosowania
dla materiatéw znajdujacych sie wewnatrz organizmu
czlowieka. Trwajg badania nad zastosowaniem magne-
tytu (Fe,0,) do pokrywania nim powierzchni implantéw
medycznych. Nanoczasteczkami magnetytu z polistyre-
nem powleka sie powierzchnie docelowa, ktérg w razie
infekcji mozna podda¢ dziataniu zmiennego pola elek-
tromagnetycznego, to wzbudza czasteczki magnetytu
i wytwarza ciepto, az do temperatury 80°C, jednocze-
$nie unieszkodliwiajac biofilm. Metoda skuteczno$cia
jest poréwnywalna do poprzedniej, jednak implikuje
takze problemy zwigzane z ewentualnymi oparzeniami
wewnetrznymi tkanek otaczajacych endoproteze, jednak
dopiero testy in vivo zweryfikuja mozliwo$ci stosowania
tej metody [14].

Technikg zwalczania biofilmu, postugujaca sie sitami
mechanicznymi do zabicia komdrek wewnatrz
struktury, jest sonikacja. Metoda ta wykorzy-
stuje ultradzwieki, czyli fale dZzwiekowe o cze-
stotliwo$ci powyzej 20 tys. Hz, do generowania
zjawiska kawitacji akustycznej. Wewnatrz cie-
czy powstajg pecherzyki gazéw o wysokim ci$nie-
niu, ktére po czasie imploduja powodujac lokalnie
wzrost temperatury az do okoto 5000°C i obnizenie
ci$nienia. Réznica ci$nieti po implozji pecherzyka kawi-
tacyjnego prowadzi do powstania fal uderzeniowych
o ci$nieniu dochodzacym do 50 MPa, ktére rozchodzac
sie w medium powoduja rozerwanie catych komérek,
a takze uszkodzenie struktur wewnatrzkomér-
kowych [32]. Zastosowanie tej metody pozwala
zabié organizmy wewnatrz biofilmu [65], jednak
po raz kolejny specyfika infekcji utrudnia wyko-
rzystanie samej sonikacji do walki z biofilmem,
choé opracowano urzadzenia generujace drga-
nia statych cewnikéw drég moczowych o cze-
stotliwo$ci do 100 000 Hz. Potaczenie sonikacji
z jednoczesnym zastosowaniem antybiotykéw powo-
duje eradykacje do 85% bakterii z biofilmu. Metoda
wykorzystuje to, ze ultradZwieki rozluzniajg struk-
ture macierzy zewnatrzkomdrkowej, pozbawiajac
bakterie ochrony przed antybiotykiem, ktéry dzieki
temu wykazuje lepsza skuteczno$é niz antybiotyk
i wibracje osobno [6]. Niemniej jednak, pomimo pew-
nych trudnosci w zastosowaniu sonikacji do zwalcza-
nia biofilmu, moze ona by¢é wykorzystana do analizy
infekcji endoprotez. Sonikacja usunietej endoprotezy
z uzyciem fal o nizszych czestotliwo$ciach powoduje
rozbicie struktury biofilmu i uwolnienie z niej komé-
rek, ktére nastepnie mozna wykorzystaé do oznacza-
nia sktadu gatunkowego, wykonania antybiograméw
i innych metod zaleznych od hodowli z wieksza czu-
toécig niz klasyczne metody pozyskania prébek [83].

Powstawanie biofilmu na powierzchni zebéw moze
by¢, oprécz préchnicy zebSw [49], takze Zrédiem infek-
cji, zwlaszcza u oséb o obnizonej odpornosci. Osoby
poddane mechanicznej wentylacji pluc z uzyciem
respiratora narazone sg na zapalenie pluc zwigzane
z przemieszczeniem sie drobnoustrojéw z jamy ust-
nej w gtab dolnych drég oddechowych [85]. Aby temu
zapobiec najczesciej stosuje sie réznego rodzaju ptyny
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do ptukania jamy ustnej, lecz najbardziej skuteczne
jest mechaniczne usuniecie biofilmu za pomoca szczo-
teczki do zebdw, przy czym skuteczno$é zaleze¢ moze od
sktadu gatunkowego biofilmu, ktéry nalezy usunac [95].

Wazna jest takze struktura powierzchni, gdyz porowata
tatwiej ulega kolonizacji z powodu grubszej warstwy
kondycjonujgcej znajdujacej sie w zagltebieniach [17],
a takze zwieksza powierzchnie kontaktu komérek
i chroni je, np. przed przeptywem §liny w jamie ust-
nej [24]. Rozmiar poréw na powierzchni takze ma zna-
czenie, gdyz te o wielko$ciach rzedu 15-25 nm, nie tylko
nie utatwiajg adhezji, ale tez ja uniemozliwiaja. Plaska,
aluminiowa powierzchnia o porach tej wielko$ci hamo-
wala adhezje E. coli 0157:H7 ATCC 43894, E. coli K12,
Listeria monocytogenes 10403S, S. aureus 9144 oraz S. epi-
dermidis ATCC 35984. Dobre wiasciwosci antyadhezyjne
wykazywaty takze powierzchnie ultragtadkie, o porach
mniejszych niz 1 nm, co moze wskazywa¢ na istotno$¢
doktadnego polerowania powierzchni np. endopro-
tez [28].

Promieniowanie UV jest wykorzystywane powszech-
nie do dezynfekcji, gtéwnie powierzchni np. blatéw
lub podtég. Podstawa skutecznosci jest szkodliwe dzia-
tanie na DNA komdrek. Ultrafiolet to promieniowanie
elektromagnetyczne o dtugosci fali 10-400 nm, ktére
w kontakcie z DNA tworzy wigzania miedzy dwiema
sasiadujacymi tyminami w obrebie jednej nici, co
powoduje mutacje, a ostatecznie $mier¢ komérki [101].
Podczas gdy naswietlanie promieniowaniem UV jest
skuteczne w zwalczaniu np. infekcji dermatofitami [16],
w walce z biofilmami stosuje sie naswietlanie pulsa-
cyjne. Lampy takie emituja $wiatto z zakresu podczer-
wieni, widzialne oraz ultrafioletowe, przy czym okoto
54% energii to UV, w trzech pulsach na sekunde, kazdy
trwajacy okoto 360 us. Wykazano ich skuteczno$é
w zwalczaniu biofilméw E. coli 0157:H7 EDL933 oraz
L. monocytogenes V7 z powierzchni m.in, salaty [66]. Szko-
dliwe dziatanie promieniowania UV niestety nie rozréz-
nia DNA czlowieka od patogenu, wiec jego zastosowanie
ogranicza sie gtéwnie do sterylizowania zywnosci. Zasto-
sowanie znajduje takze promieniowanie z zakresu
$wiatta widzialnego, wykorzystywane w metodach tera-
pii lub inaktywacji fotodynamicznej. Polegaja na zaapli-
kowaniu fotosensybilizatorowych lekéw lub barwnikéw
(fotouczulaczy), ktére sa nastepnie poddawane dziata-
niu promieniowania o odpowiedniej dla nich dtugosci,
powodujac ich przejécie w stan wzbudzony. Wywotuje
interakcje leku/barwnika z tlenem, a nastepnie powsta-
wanie reaktywnych form tlenu (ROS, reactive oxygen
species) i rodnikéw hydroksylowych [100]. Utworzone
w ten sposéb ROS uszkadzajg m.in. biatka w komérece,
prowadzac do jej $mierci, przy czym najskuteczniejsze sa
w fazie logarytmicznej wzrostu [94]. Mozna takze unik-
naé podawania substancji z zewnatrz, wykorzystujac
naturalnie wystepujace w komérkach mikroorganizméw
barwniki z grupy porfiryn. Moga zosta¢ wzbudzone
$wiattem widzialnym o barwie niebieskiej, o dlugosci fali
400 nm i wtedy moga powodowad powstawanie ROS jak

po uzyciu fotosensybilizatoréw podanych z zewnatrz. Po
zastosowaniu tej metody na bakterii Helicobacter pylori
ATCC 43504, $mierci ulegto 99,999% komdrek [53], jed-
nak w walce z grzybami, np. C. albicans metoda jest mniej
skuteczna [100].

Ze skutkéw dziatania promieniowania UV, aktywno$ci
reaktywnych form tlenu oraz natadowanych czastek
na patogeny korzysci czerpie metoda wykorzystujaca
zimna plazme o ci$nieniu atmosferycznym. Plazma
powstata z mieszanki 99,5% helu z 0,5% tlenu wykazy-
wala silne dziatanie bdjcze na komérki P. aeruginosa PAO1
znajdujace sie wewnatrz biofilmu, skuteczno$¢ wynosita
99,99%.

Mimo ze pidropusz plazmy skierowany na biofilm miat
tylko okoto 5 mm $rednicy, to strefa zahamowania wzro-
stu dochodzita do kilku centymetréw $rednicy, co moze
wskazywaé, ze dziatanie reaktywnych form pochodza-
cych z plazmy nie ogranicza sie tylko do widocznego
piéropusza plazmy.

Dziatanie zimnej plazmy o ci$nieniu atmosferycznym nie
jest jeszcze doktadnie wyjasnione, najprawdopodobniej
wykorzystuje wspomniane wczesniej ROS, promienio-
wanie UV powstajace w strumieniu plazmy oraz obec-
no$¢ natadowanych czastek. Moze znaleZ¢ zastosowanie
w odkazaniu abiotycznych powierzchni, ale tez,
z powodu niskiej temperatury i ci$nienia, przy odkaza-
niu tkanek zainfekowanych patogennymi biofilmami [2].

Metody chemiczne

Metody chemiczne wykazujg aktywno$¢ na kazdym
z etapdw rozwoju biofilmu. Moga wptywaé na proces
adhezji, ale takze na wzrost i podzial komdrek. Niestety
wspomniane wyzej wlasciwosci biofilmu, wielolekoopor-
no$¢ oraz odmienny profil fizjologiczny organizméw
wewnatrz powoduja, ze dotychczas stosowane fungicydy
oraz antybiotyki traca skuteczno$¢. Fungicydy, takie jak
amfoterycyna B, flukonazol oraz worykonazol hamu-
jac synteze bton komérkowych uniemozliwiaja wzrost
i podzial grzybdw, jednak stabiej dziatajg na komdérki C.
albicans ATCC 90028 oraz C. glabrata ATCC 582, nie bedac
w stanie catkowicie odkazi¢ cewnika zainfekowanego
tymi szczepami. Szczep C. parapsilosis OY8-68, ktéry inten-
sywniej wytwarzat warstwe $luzu byt odporny na terapie
wspomnianymi fungicydami [69]. Podobnie jest z anty-
biotykami, ktére staja sie coraz mniej skuteczne. Sza-
cuje sie, ze okoto 50% infekcji E. coli, K. pneumoniae oraz
S. aureus wywolana jest przez szczepy oporne na wiek-
sz0$¢ powszechnie stosowanych antybiotykéw [90].
Niezbedne wiec jest wprowadzenie do powszechnego
uzytku innego rodzaju substancji, na ktére mikroor-
ganizmy nie beda oporne lub terapia kombinowana
z uzyciem kilku substancji. Dla przyktadu moksy-
floksacyna lub daptomycyna osobno nie mogly era-
dykowa¢ biofilm S. aureus, lecz w terapii potaczonej
z klarytromycyng dzialaty skutecznie [42]. Wada antybio-
tykdéw jest takze ich dziatanie gtéwnie na komérki dzie-
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lace sie, podczas gdy w biofilmie wiele z nich znajduje sie
w fazie stacjonarnej wzrostu. Wieksza skuteczno$é wyka-
zujg bakteriocyny, biatkowe substancje o wasciwosciach
antybakteryjnych. Sonorenzyna zabija komérki S. aureus
oraz E. coli w fazie stacjonarnej przez zwigkszenie prze-
puszczalnoéci ich bton komérkowych [13].

Oprocz terapii kombinowanych i pozyskiwania nowych
substancji zdolnych do zabicia komérek wewnatrz bio-
filmu, poszukuje sie takze sposobéw na zwiekszenie
skuteczno$ci dziatania lekéw przez utatwienie im wni-
kania do komérek lub ochrone przed czynnikami fizy-
kochemicznymi biofilmu. Jedng z takich metod jest
zastosowanie liposoméw, pecherzykéw sktadajacych sie
z podwdjnej btony ztozonej z fosfolipidéw, wypetnionych
lekami cytotoksycznymi lub fungicydami. Liposomy
tatwo taczg sie z btonami komérkowymi, dostarczajac
substancje czynne bezposrednio do wnetrza komdrek,
utatwiajac ich zabicie [26]. Podobne wia$ciwo$ci maja
mikro- i nanoemulsje. Otaczaja lek monowarstwa hydro-
filowg lub hydrofobowg, utatwiajac ich przenikanie.
Modyfikacja polegajaca na zawarciu wewnatrz dodat-
kowo lipidéw w stanie stalym w temperaturze pokojo-
wej, ktére unieruchamiaja lek to tzw. nanoczgsteczki
statych lipidéw [26].

Grupa cyklicznych oligosacharydéw, tak zwane cyklo-
dekstryny (CD) takze sg zdolne do transportowania sub-
stancji czynnej do wnetrza struktury, chronigc ja przed
szkodliwymi czynnikami. Oligosacharydy te maja ksztatt
stozka, przy czym wnetrze jest hydrofobowe, a cze$é
zewnetrzna hydrofilowa. Whasciwosci te pozwalaja two-
rzy¢ tzw. kompleksy inkluzyjne, czyli struktury skta-
dajace sie z kilku czasteczek CD zwréconych czubkami
do zewnatrz. W $rodku powstaje przestrzen, w ktdrej
transportowany jest lek, z dala od szkodliwego dziatania
$rodowiska [26].

W latach 70. XX wieku wprowadzone zostaly takze
nanoczasteczki polimerowe. Zasada ich dziatania jest
podobna do liposoméw, jednak zamiast fosfolipidéw
otoczke tworzg polimery, np. biodegradowalny polika-
prolakton. Wyréznia sie dwie klasy nanoczastek, nanos-
fery oraz nanokapsutki. R6znica jest obecno$¢ lub brak
oleistej substancji wewnatrz. Nanosfery jej nie zawieraja
i lek zaadsorbowany jest do $ciany czasteczki, a w nano-
kapsutkach substancja jest obecna i lek jest w niej roz-
puszczony i/lub zaadsorbowany do $ciany [26].

Powyzsze metody wykazuja dziatanie na wyksztatcony
juz biofilm, jednak wieksza skuteczno$é moga wykazad
préby zapobiegania adhezji komérek do powierzchni
np. endoprotez. Poza modyfikacja struktury, np. polero-
waniem, mozna postuzy¢ sie réznego rodzaju substan-
cjami chemicznymi do pokrycia powierzchni implantéw
lub cewnikéw, co uniemozliwitoby zasiedlenie ich przez
patogeny. Przyktadowo cewniki lateksowe pokryte
hydrozelem oraz czasteczkami srebra wykazywaty
zmniejszong o 47% podatno$¢ na inwazje bakteriami
odpowiedzialnymi za odcewnikowe infekcje drég moczo-

wych [52]. Podobne dziatanie wykazato badanie infekcji
drég moczowych u cewnikowanych pséw. Cze$é z nich
korzystata z cewnikéw pokrytych lakierem, ktéry przez
dlugi czas, stopniowo uwalniat chlorheksydyne o wiasci-
wosciach bakteriobdjczych [87]. Endoprotezy wykonane
ze stali nierdzewnej lub tytanu moga by¢ takze pokry-
wane trimetylosilanem (TMS), za pomoca powlekania
plazmowego, wykorzystujacego plazme jako no$nik sub-
stancji powlekajacej. Metoda ta zapewnia réwnomierne
powleczenie TMS na powierzchni protez. Zastosowanie
powtoki TMS utrudniato tworzenie sie biofilmu S. epi-
dermidis ATCC 35984, ktéry mégt utworzy¢ tylko mono-
warstwe komdrek, co zwiekszato wrazliwo$¢ komérek na
standardowe antybiotyki, przez wyeliminowanie grubej,
ochronnej warstwy macierzy zewngtrzkomdérkowej [59].
Czwartorzedowe sole amoniowe jako kationowe surfak-
tanty (tzw. surfaktanty gemini), dzialajg antyadhezyj-
nie eradykujac biofilm bakteryjny i grzybowy (ryc. 4).
Zastosowanie ich spowodowato, ze adhezja S. epidermidis
do powierzchni polistyrenu ograniczona zostata o 90%,
natomiast wyksztatconego biofilmu usunieto 50-100%,
w zalezno$ci od stezenia [73]. Fosfocholina wykazuje
podobne dziatanie antyadhezyjne, jednak wykorzystuje
whasciwosdci zwitterjonéw (jonéw obojnaczych), ktére
moga tworzy¢ otoczke hydratacyjna wokét powleczo-
nych powierzchni, uniemozliwiajac kontakt adhezyn
z powierzchnig implantu lub cewnika, a takze eliminujac
ponowne kondycjonowanie [89].

Metody biologiczne

Metody biologiczne zawieraja techniki wykorzystujace
enzymy, bakteriofagi oraz peptydy przeciwdrobno-
ustrojowe. Dziataja nie tylko na same komorki, ale i na
macierz zewnatrzkomérkowa, co pozwala na wykorzy-
stanie ich do terapii kombinowanych.

Krétkie tanicuchy aminokwasowe, tzw. peptydy prze-
ciwdrobnoustrojowe (AMP, antimicrobial peptides) sa
elementem wrodzonej odpowiedzi immunologicznej
i wykazujg dziatanie béjcze wobec bakterii, grzybdw,
wiruséw otoczkowych, a nawet komdrek nowotworo-
wych. AMP wykazujg szeroki zakres dziatania na komérki
patogendw, moga hamowaé synteze $ciany komérkowe;j
lub ja modyfikowaé. Wptywaja takze na funkcjonowanie
komérki, poniewaz zdolne sg do hamowania proceséw
replikacji, transkrypcji, translacji, a takze inhibicji enzy-
matycznych funkcji biatek [89]. Btony komérkowe ssa-
kéw zawieraja tadunek dodatni, podobnie jak AMP, co
uniemozliwia peptydom interakcje z nimi, jednoczeénie
zachowuja petna skuteczno$é wobec grzybéw oraz bak-
terii Gram-dodatnich i ujemnych [89]. Wady stosowania
AMP to m.in. trudno$é w zastosowaniu ich jako powtoki,
wrazliwo$é na pH oraz potencjalna toksycznos¢; istotne
takze sg wysokie koszty syntezy [56].

Do walki z biofilmem bakteryjnym mozna wykorzystaé
naturalnych wrogdéw bakterii - bakteriofagi. To wirusy
bakteryjne, ktére w cyklu litycznym moga powodowa’
$mier¢ komérki i uwolnienie kolejnych wiriondw. Jed-
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Ryc. 4. Wptyw kationowego surfaktantu wielofunkcyjnego (DMGM) na zywotnos¢ komdrek biofilmu C. albicans na powierzchni szklanej (po lewej kontrola bez
dodatku zwiazku aktywnego, po prawej komérki C. albicans pod wptywem). Mikroskopia fluorescencyjna: $ciany komdrkowe C. albicans (niebieska fluorescencja) -
barwienie Calcofluor White M2R, barwienie martwych jader komérkowych - jodek propidyny (czerwona fluorescencja), stupek miarowy = 10 pm [75]

nak zwarta sie¢ macierzy utrudnia penetracje fagéw,
wiec wykorzystuje sie bakteriofagi do powlekania mate-
riatéw urzadzert medycznych np. cewnikéw. Powoduje
to infekcje kazdej komdérki bakteryjnej zdolnej do adhe-
zji na tak zabezpieczonej powierzchni. Nastepnie zaka-
zona w wyniku kontaktu z fagiem bakteria, ulega lizie
uwalniajac kolejne infekcyjne czastki wirusa. Metoda
wykazata zmniejszona adhezje S. epidermidis 414 do
powlekanych fagiem cewnikéw, powodujac spadek CFU
o okoto 2 rzedy. Wykorzystano faga litycznego 456, ktéry
jest swoisty wobec S. epidermidis - powoduje lize komé-
rek, gdyz nie moze wej$¢ w cykl lizogeniczny. Zaletami
terapii fagowej jest duza swoisto$¢ wobec komdrek bak-
terii i znikoma cytotoksyczno$é wobec komérek gospo-
darza [15]. Bakteriofagi moga takze by¢ wykorzystane
do zainfekowania komdrki bakteryjnej, ktéra nastepnie
wprowadza sie do biofilmu. Fag namnaza sie wewnatrz
komérki, a nastepnie powoduje jej lize, infekujac kolejne
bakterie, jednak jest to skuteczne tylko w obrebie jedno-
gatunkowych biofilméw [1].

Bakteriofagi koduja geny odpowiedzialne za synteze
lizyny, enzymu zdolnego wywota¢ lize komérek. Enzymy
te moga zostaé wykorzystane jako skuteczne substancje
przeciwbakteryjne. Lizyna CF-301 moze wyeliminowacé
catkowicie biofilm wiekszo$ci szczepdw S. aureus, a takze
S. pyogenes oraz S. agalactiae [86].

W celu zapobiegania powstawaniu biofilmu mozna wyko-
rzystaé zjawisko konkurencji. Wykazano, ze dojrzaty
biofilm Vibrio cholerae C6706 El moze zapobiec inwazji
innych bakterii. W macierzy zewnatrzkomérkowej znaj-
dowato sie biatko RmbaA, ktére taczyto komérki potomne
ze soba oraz z polisacharydami wewngtrz macierzy

EPS, co utrudnia kolonizacje wolnych bakterii. Jedynie
bakterie zdolne do aktywnego ruchu mogly przylegaé
do zewnetrznej jego powierzchni, jednak stosunkowo
tatwo ulegaly oderwaniu [67]. W obrebie dwugatunko-
wego biofilmu moze takze dochodzi¢ do oddziatywan
antagonistycznych, gdy jeden z organizméw wytwarza
np. bakteriocyny. Powoduje to spadek liczebno$ci jed-
nego z gatunkéw oraz zwiekszenie jego wrazliwo$ci na
inne substancje przeciwdrobnoustrojowe [18]. Obie opi-
sane metody wymagajg jednak celowej kontaminacji
danej powierzchni z wykorzystaniem szczepu niepato-
gennego, aby zapobiec powstawaniu biofilmu na danej
powierzchni przez szczepy patogenne. Moze to znalez¢
zastosowanie w badaniach nad naturalng mikroflora jelit
oraz uzyciem probiotykdw, ktére jako flora rezydentna
zapobiegalyby adhezji patogenéw.

Bardziej aktywnym sposobem biologicznej walki z bio-
filmami jest zastosowanie modyfikowanej genetycz-
nie E. coli. Bakteria zdolna jest do rozpoznania, migracji
i zabicia komérek patogenu, np. P. aeruginosa, zaréwno
w postaci planktonicznej, jak i osiadtej, wewnatrz bio-
filmu. Swoisto$¢ uzyskana zostata dzieki chemotaksji
dodatniej wzgledem czastek sygnatowych QS wytwa-
rzanych przez P. aeruginosa, a wlasciwosci bdjcze przez
synteze mikrocyny S oraz DNazy I [41]. Podobne dziata-
nie wykazuje Bacillus thuringiensis 407 oraz B. subtilis 168
w postaci planktonicznej. Sg wéwczas zdolne do adhe-
zji i penetracji biofilmu, np. S. aureus RN4220. Powstale
tunele zwiekszajg przepuszczalno$é macierzy, utatwiajac
wnikanie §rodkéw dezynfekeyjnych, a dodatkowo B. thu-
ringiensis 407 wytwarzajacy lizostafyne, enzym powodu-
jacy lize $ciany komérkowej S. aureus, mégt eradykowad
biofilm w ciggu 24 h [38].
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Do walki z biofilmem mozna zastosowaé enzymy degra-
dujgce komponenty macierzy zewnatrzkomérkowej,
ktére rozluzniaja strukture oraz powoduja jej rozpad.
Enzymem takim jest np. dyspersyna B, produkowana
przez Actinobacillus actinomycetem-comitan, zdolna do
degradacji biofilmu S. epidermidis [46] lub proteinaza K,
hydrolizujgca biatka obecne w macierzy [3].

Naruszenie struktury biofilmu jest jednym ze sposobéw
mozliwym do wykorzystania w terapiach kombinowa-
nych, gdy wprowadzamy jednoczes$nie enzym degradu-
jacy macierz zewnatrzkomdrkowa oraz np. antybiotyk.
Wykazuja zdolno$¢ wyeliminowania do 90% biofilmu,
w przypadku podania DNazy I oraz cyprofloksacyny,
w poréwnaniu do 50% skuteczno$ci samej cyprofloksa-
cyny. Dodatkowo, wprowadzajac nanoczasteczki poli-
(kwasu mlekowego-ko-kwasu glikolowego) (PLGA)do
biofilmu uzyskano lepsze wyniki. PLGA pokryte cypro-
floksacyna oraz DNazg I zwalczaly ponad 95% biofilmu
P. aeruginosa PAO1 CECT4122 oraz S. aureus CECT 86 [5].

Jedna z biologicznych metod jest zahamowanie zjawi-
ska QS przez enzymy degradujace czastki sygnatowe,
tzw. zjawisko quorum-quenching (quenching - zagtu-
szanie), co w nastepstwie doprowadzi do zablokowania
komunikacji miedzy komérkami i tworzenia biofilmu.
Wykorzystaé do tego mozna kilka rodzajéw enzyméw,
np. do degradacji czasteczek AHL nalezace do jednej
z grup: acylaz, laktonaz lub m.in. oksydoreduktaz, przy
czym laktonazy wykazujg najmniejsza swoisto$c sub-
stratowa [50]. Enzymy podawane z zewnatrz moga jed-
nak ulec dezaktywacji z powodu warunkéw panujgcych
w biofilmie. Aby tego uniknaé najlepiej bytoby, aby
enzymy te, jako biatka, syntezowaé dopiero wewnatrz
struktury. W tym celu postuzy¢ sie¢ mozna modyfikowa-
nym fagiem T7, ktéry koduje geny odpowiedzialne za
synteze laktonaz. Bakteriofag infekujac komérke powo-
duje powstawanie w niej znacznych ilo$ci enzyméw
degradujacych czasteczki sygnatowe, nastepnie docho-
dzi do lizy komérki, uwolnienia kolejnych wirionéw oraz
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enzyméw. Mechanizm ten ma zatem podwdjne dziatanie
- $mier¢ komérek oraz hamowanie QS tych, ktére prze-
trwaly [77]. Ten sam fag, takze modyfikowany, zostat
wykorzystany do wytwarzania wspomnianej wyzej dys-
persyny B i zgodnie z wcze$niejszym schematem powo-
dowat miejscowe wytwarzanie enzymu, ktérego celem
w tym wypadku byta macierz zewnatrzkomérkowa, na
ktdra dziatat od $rodka [25].

Dziatanie antybiofilmowe wykazuja takze przeciwciata,
powodujace ingerencje na réznych poziomach. Hamuja
adhezje np. P. aeruginosa IF03455 przez opsonizacje [51]
lub taczac sie z biatkami zwigzanymi z agregacja komé-
rek u S. epidermidis RP62A [36]. Przeciwciata moga takze
bra¢ udzial w zjawisku quorum-quenching, wiazac sie
z czgsteczkami AHL, hamujac QS [33].

PODSUMOWANIE

Biofilm wytwarzany przez patogenne szczepy bakte-
rii i grzybéw od dawna jest problemem zwigzanym
z medycyng - endoprotezami, cewnikami i innymi urza-
dzeniami zwiazanymi z organizmem cztowieka. Odpo-
wiedzialny jest gléwnie za infekcje przewlekte, trudne
do zwalczenia z powodu wiasciwosci biofilmu.

Do walki z biofilmem wykorzysta¢ mozna wiele réz-
norakich metod, dziatajacych na komdérki lub macierz
zewnatrzkomdrkowa, zabijajacych drobnoustroje lub
zapobiegajace ich adhezji. Metody fizyczne, korzystajace
z klasycznych, dawno znanych sposobéw, metody che-
miczne, ktére opieraja sie na poszukiwaniu nowych sub-
stancji do walki oraz metody biologiczne, stwarzajace
duze nadzieje w zwigzku z ich selektywnym dziataniem.

Skuteczno$¢ opracowywanych metod moze zostad
zwiekszona przez zrozumienie interakcji miedzy pato-
genami, rozszyfrowanie zjawiska quorum-sensing oraz
zmian w ekspresji genéw w zaleznoéci od trybu zycia.
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