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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Polimery zewnatrzkomérkowe sktadajace sie na macierz biofilmu (ECM) charakteryzuja sie
zréznicowang budowa. Najwieksza pod wzgledem objetosciowym jest frakcja polisacharydowa
ztozona z homo- lub heteropolisacharydéw. Pozostate sktadniki ECM to biatka, eDNA, gliko-
proteiny i lipidy. Komponenty macierzy chronig komérki przed otaczajgcym $rodowiskiem,
uczestnicza w procesie powstawania oraz dojrzewania biofilmu, stabilizujg strukture biofilmu,
a takze sg zrédtem sktadnikéw odzywczych i wody dla komdérek. Polimery zewnatrzkomérkowe
wytwarzane w biofilmie mogg by¢ istotnym czynnikiem chorobotwérczosci w rozwoju réz-
nych choréb cztowieka, np. w zakazeniach Pseudomonas aeruginosa wystepujacych w przebiegu
mukowiscydozy. P. aeruginosa syntetyzuje trzy gtéwne egzopolisacharydy: Pel, Psl i alginian,
atakze liczne biatka zewnatrzkomérkowe - lektyny oraz biatka o charakterze enzymatycznym,
takie jak: PasP, chitynaza, aminopeptydazy, proteaza IV, ktére utatwiaja tej bakterii zasiedlanie
tkanki ptucnej i stymuluja rozwéj choroby podstawowe;.

Chorobg, w rozwoju ktérej istotng role odgrywa macierz zewngtrzkomérkowa drobnoustro-
jéw, jest préchnica. Schorzenie to jest zwigzane z rozwojem biofilmu wielogatunkowego na
powierzchni zebéw. Polimery bedace cze$cia tej struktury wykazuja skomplikowang budowe,
odmienng u réznych pacjentéw. Warunki otaczajacego $rodowiska, np. obecnosé sacharozy,
w bardzo istotny sposéb wplywajg na synteze polimeréw zewnatrzkomdrkowych: mutanu
i dekstranu.

Infekcje przebiegajace z tworzeniem biofilméw na powierzchni implantéw medycznych sa
istotnym problemem medycznym i ekonomicznym. Gtéwnym sktadnikiem macierzy tych
biofilméw sg substancje o charakterze cukrowym (np. adhezyna PIA, kwas tejchojowy EC-TA),
a takze biatka zewnatrzkomérkowe i powierzchniowe.

Badania nad strukturg macierzy oraz analiza czynnikéw regulujacych jej synteze sg niezbed-
ne, ich wyniki moga by¢ wykorzystane do opracowania technik eradykacji biofilmu i lepszej

kontroli infekcji zwigzanych z jego rozwojem.

polimery zewnatrzkomérkowe « biofilm - mukowiscydoza - préchnica - implanty
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Summary

Extracellular polymers which build a biofilm matrix possess a complicated structure, where
the polysaccharide fraction, composed of homo- or heteropolysaccharides, is the largest.
Other important components are proteins, eDNA, glycoproteins and lipids. The matrix has
a protective function against the surrounding environment, plays a role in biofilm formation
and maturation processes, stabilizes the biofilm structure, and also is a source of nutrients
and water for the cells. It is noteworthy that the biofilm matrix is a virulence factor and plays
an important role in the pathogenesis of many human diseases.

Pseudomonas aeruginosa growing in the lungs of patients with cystic fibrosis produces three
major exopolysaccharides (Pel, Psl and alginate) and synthesizes numerous proteins such as
lectins and enzymes, e.g. PasP, chitinase, aminopeptidase, and protease 1V, which facilitate
the tissue colonization.

Extracellular polymers play a significant role in the course of caries, which is associated with
the development of multi-species biofilm on the teeth surface. The structure of the matrix
surrounding that biofilm is complicated - different for each patient. The components of the
matrix are constantly changing depending on the environmental conditions, e.g. the presence
of sucrose affects the synthesis of mutan and dextran.

Infections associated with biofilm formation on implants pose significant medical and eco-
nomic problems. The main components of the matrices are saccharides (e.g., PIA, EC-TA), as
well as surface and extracellular proteins.

Studies on the matrix structure and the factors regulating its synthesis are necessary to
develop techniques for biofilm eradication and better control of biofilm-related infections.
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Aap - biatko zwigzane z akumulacjg komérek (accumulation associated protein), Ami — autolizyna
amidaza (autolysin amidase), Bap - biatko zwigzane z biofilmem (biofilm-associated protein), Bec
— Burkholderia cepacia complex, CIf - czynnik skupiania, koagulaza zwiagzana (clumping factor), Cna -
biatka wigzace kolagen (collagen-binding proteins), DspB - dyspersyna B, EC-TA — zewngtrzkomorkowe
kwasy tejchojowe (extracellular teichoic acids), ECM - macierz zewnatrzkomorkowa (extracellular
matrix), e@DNA — zewnatrzkomérkowy kwas deoksyrybonukleinowy (extracellular deoxyribonucleic
acid), Emp - biatko wigzace biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej (extracellular matrix protein bin-
ding protein), EPS - polisacharydy zewnatrzkomorkowe (extracellular polysaccharides), FnBP - biatko
wigzace fibronektyne (fibronectin binding protein), Ftf - fruktozylotransferazy, Gbp - biatka wigzace
glukany (glucan-binding proteins) , Gtf — glikozylotransferazy, Lap — biatka adhezyjne o duzej masie
czasteczkowej (large adhesion proteins) , Lec — lektyny, LPS - lipopolisacharyd, PasP — proteaza Pseu-
domonas aeruginosa o niskiej masie czasteczkowej (Pseudomonas aeruginosa small protease), Pel -
polisacharyd bedacy czescia macierzy Pseudomonas aeruginosa (pellicle) , PGA - poli-y-glutaminian,
PIA — wewnatrzkomérkowa adhezyna polisacharydowa (polysaccharide intercellular adhesin), PNAG
— poliN-acetyloglukozamina, Psl - polisacharyd bedacy czescig macierzy P. aeruginosa (polysaccharide
synthesis locus), Sas — biatka powierzchniowe S. aureus (S. aureus surface proteins), Spa — paciorkowco-
wy antygen ochronny (Streptococcal protective antigen), Ssp — paciorkowcowe biatko powierzchniowe
(Streptococcal surface protein), WTA — kwasy tejchojowe $ciany komérkowej (wall teichoic acids).
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WPROWADZENIE

Mikroorganizmy najcze$ciej wystepuja w jednej z dwédch
postaci wzrostu - osiadlej i planktonowej (zdolnej do
przemieszczania). Drobnoustroje przytwierdzone do
podioza statego, otoczone wydzielanymi przez siebie
polimerami zewnatrzkomérkowymi (ECM - extracel-
lular matrix) tworza ztozona strukture, zaréwno pod
wzgledem budowy, jak i funkcji, nazwana biofilmem.
Wiele uwagi pos$wieca sie analizie zmian, jakie zachodza
w komérkach drobnoustrojéw podczas przechodzenia
w inng postaé wzrostu, np. z planktonowej na osiadlg.
Badane sg réznice w ekspresji genéw tych dwéch typéw
komérek (planktonowych i osiadltych), a takze ich cechy
fenotypowe. Jedna z istotnych zmian, jakie obserwuje sie
u komérek zyjacych w biofilmie, jest wzmozona synteza
polimerdéw zewnatrzkomérkowych tworzacych macierz.

Grubo$¢ warstwy biopolimeréw w biofilmie zalezy od
gatunku mikroorganizmu; szacuje sie, ze najczesciej
wynosi 0,2-1,0 um, czesto jednak bywa zdecydowanie
ciefisza - 10-30 nm [11]. Budowa i sktad chemiczny ECM
dla danego gatunku mogg sie zmieniaé¢ w zalezno$ci od
warunkdéw hodowli, mikroflory towarzyszacej czy sta-
dium, w ktérym znajduja sie komdrki. Wiele bakterii
moze wytwarza¢ kilka réznych egzopolimeréw, w réz-
nych proporcjach. W §rodowisku naturalnym (np. na
powierzchniach zanurzonych w wodzie czy na tkankach
organizmu podczas rozwoju infekcji) biofilm najczesciej
jest uformowany z wielu gatunkéw mikroorganizmdw.
Jesli uwzgledni sie, ze kazdy z drobnoustrojéw wydziela
inne polimery zewnatrzkomérkowe, a kazda z popula-
cji tworzacych biofilm jest w odmiennym stadium doj-
rzewania i inaczej reaguje na bodzce ze §rodowiska, to
uswiadomimy sobie jak ztozong i unikatowg struktura
jest macierz biofilmu [63].

Egzopolimery macierzy sa gtéwnymi komponentami
w rozwoju i funkcjonowaniu biofilmu bakteryjnego.
Poczatkowo uwazano, ze ochrona przed czynnikami
szkodliwymi: fizycznymi (np. promieniowanie UV), che-
micznymi (leki, $rodki dezynfekcyjne) czy biologicznymi
(bakteriofagi, pierwotniaki, czynniki uktadu odporno-
$ciowego gospodarza) jest podstawowa funkcjg macie-
rzy. Po wielu latach badan uznano jednak, ze polimery
zewnatrzkomérkowe petnia tez inne role - stabilizuja
strukture biofilmu, nadaja jej ksztalt, sag réwniez nie-
zbedne w procesie powstawania i dojrzewania biofilmu
[11,43]. Jako przyktad takich substancji wymieni¢ mozna
biatka zewnatrzkomdrkowe, ktére uczestnicza w pro-
cesie adhezji do powierzchni statych czy eDNA (extra-
cellular DNA), ktéry determinuje prawidtowy rozwdj
komérek w biofilmie. Nie nalezy zapominac¢ o jeszcze jed-
nej niezwykle istotnej roli polimeréw zewnatrzkomor-
kowych - stanowig swego rodzaju magazyn sktadnikéw
odzywczych i wody dla komdrek zyjacych w spoteczno-
$ci osiadtej, np. hydrofilowe egzopolimery zatrzymuja
w obrebie struktury biofilmu wode, ktéra moze zosta¢d
wykorzystana przez komdérki bakterii w warunkach
skrajnego odwodnienia srodowiska wzrostu. Polisacha-

rydy zewngtrzkomdrkowe obecne w strukturze matriks
w warunkach gtodowych moga by¢ Zrédtem pierwiast-
kéw biogennych.

Bubowa MACIERZY

Podstawowym sktadnikiem macierzy zewnatrzkomér-
kowej jest woda, ktéra moze stanowi¢ nawet 97% calej
matriks [63]. Ponadto macierz tworza: egzopolisacha-
rydy (EPS - extracellular polysaccharides), biatka, kwasy
nukleinowe, glikoproteiny, a takze lipidy. Coraz czesciej
jako budulec matriks wymienia sie kwasy lipotejchojowe
i lipopolisacharyd (LPS) [74]. Wielu badaczy podkresla,
ze struktura macierzy w biofilmie pateczek Gram-ujem-
nych moze wykazywaé duze podobieristwo do lipopo-
lisacharydu. W przypadku bakterii z rodzaju Proteus
oceniono, ze zawarto$¢ LPS w macierzy biofilmu waha
sie w granicach 50-90% [1,53,70].

PoLisacHARYDY

Najbardziej istotnym pod wzgledem objetoscio-
wym sktadnikiem macierzy sa polisacharydy, gtéw-
nie cukrowce obojetne lub kwasy uronowe, najczesciej
tworzace dtugie taticuchy o masie czasteczkowej 0,5-2 x
10 Da. Wielu badaczy dzieli polisacharydy macierzy na
rézne grupy. Nizej przedstawiono najczesciej stosowane
klasyfikacje (ryc. 1):

1. Podzial ze wzgledu na postaé (strukture), w ktérej
wystepuja egzopolisacharydy - wyrdznia sie trzy gtéwne
postaci: liniowa, rozgateziona badz cykliczna [60].

2. Podziat ze wzgledu na umiejscowienie w biofilmie -
wyrdznia sie wielocukry zwigzane z komérka (egzopo-
lisacharyd otoczkowy, zwigzany z komdrka przez lipidy,
np. zawierajgce glicerol) i egzopolisacharydy niezwig-
zane z komdrka - czesto okreslane mianem $luzu.

3. Podzial ze wzgledu na budowe chemiczna - na homo-
polisacharydy i heteropolisacharydy [11,63]. Ostatnia
z wymienionych klasyfikacji jest najcze$ciej stosowanym
podziatem sacharydéw macierzy.

Homopolisacharydy sa ztozone tylko z jednego rodzaju
cukréw prostych: D-glukozy lub L-fruktozy, najczesciej
sg trudno rozpuszczalne w wodzie. Wiekszo$¢ autoréw
dzieli je na trzy grupy:

« a-D-glukany, zbudowane z monomerdéw D-glukozy,
potaczonych wigzaniem o [1,6],

« B-D-glukany, zbudowane z monomeréw D-glukozy,
potaczonych wigzaniem f [1,3],

« fruktany, zbudowane z podjednostek fruktozy, potgczo-
nych wiazaniem f (2, 6) [11,21].

Przyktadem homopolisacharydéw jest PNAG (poli-N-
-acetyloglukozamina) wytwarzana przez Staphylococcus
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Ryc. 1. Stosowane klasyfikacje polisacharydéw zewnatrzkomdrkowych [11,60,63]

aureus i Staphylococcus epidermidis czy celuloza wydzie-
lana m.in. przez Gluconacetobacter xylinus oraz Escherichia
coli. Do grupy a-D-glukandéw zalicza sie dekstran wytwa-
rzany przez Leuconostoc mesenteroides, do p-D-glukanéw
- kurdlan wydzielany przez Agrobacterium spp., a do fruk-
tandw - lewan syntetyzowany przez wiele grup bakterii,
np. Bacillus spp. [11,21].

Heteropolisacharydy najcze$ciej maja tadunek ujemny,
dzieki obecno$ci w ich budowie np. grup fosforanowych,
siarczanowych, kwaséw uronowych. Cecha ta spra-
wia, ze polimery sg dobrze rozpuszczalne w wodzie. Sa
to zwiazki zbudowane z powtarzajacych sie jednostek
weglowodanowych, zawierajacych najcze$ciej np. D-glu-
koze, L-fruktoze, L-ramnoze, kwas D-glukuronowy, kwas
L-guluronowy, N-acetyloglukozamine czy tez N-acetylo-
galaktozamine. Przyktadem takich zwiazkdéw jest algi-
nian wytwarzany przez Pseudomonas aeruginosa czy rézne
polisacharydy wytwarzane przez bakterie kwasu mle-
kowego [8,11,21,47]. O whasciwosciach polisacharydéw
decyduje wiele réznych czynnikéw, m.in. rodzaj wigzan
miedzy monomerami oraz typ rozgalezienia czasteczki.

Najczesciej drobnoustroje nalezace do réznych gatun-
kéw syntetyzuja odmienne sktadniki cukrowe, zdarza
sie jednak, ze odmienne gatunki bakterii maja zdolno$¢
syntezy identycznego zwiazku, np. PNAG jest syntety-
zowany zaréwno przez bakterie Gram-dodatnie: S. epi-
dermidis, S. aureus, jak i Gram-ujemne: E. coli czy Yersinia
pestis [36].

Biatka

Niezwykle istotnym komponentem macierzy sg biatka;
moga pochodzi¢ zaréwno z zywych, jak i martwych

komdrek biofilmu. Obecno$é w macierzy biatek, beda-
cych sktadnikiem cytosolu komdrki, moze sugerowaé, ze
pochodza z martwych komérek lub sg transportowane
przez pecherzyki btonowe [67]. Biatka matrycy to najcze-
$ciej makromolekuty o masie 10-200 kDa, ktére zawieraja
40-60% aminokwaséw hydrofobowych (brak aminokwa-
séw siarkowych) [11]. Wielu badaczy dzieli biatka wyste-
pujace w macierzy wedlug petnionej funkcji; najczesciej
wyrdznia sie biatka o charakterze enzymatycznym oraz
lektyny.

Lektyny to biatka zdolne do rozpoznawania i wigza-
nia sie do swoistych fragmentéw oligosacharydowych,
wystepujacych w obrebie réznych wielocukréw. Lektyny
sa najczesciej izolowane z tkanek roélinnych, zwierze-
cych lub z mikroorganizméw [30,66]. U tych ostatnich
odgrywaja role w patogenezie zakazet, np. w adhe-
zji, zaréwno do komérek innych drobnoustrojéw, jak
i powierzchni abiotycznych i biotycznych, tj. tkanek
makroorganizmu. Lektyny najczesciej sa umiejscowione
na fimbriach, w btonie zewnetrznej lub peptydoglika-
nie, a ich rola w strukturze biofilmu nie jest doktadnie
poznana. Najcze$ciej uznaje sie, ze maja udziat w proce-
sach adhezyjnych, a wiec zapoczatkowujg proces tworze-
nia biofilmu. Ich funkcji upatruje sie réwniez w agregacji
form planktonowych, a takze w procesie wiazania komé-
rek i EPS [30].

Bardzo wazng grupa biatek macierzy sa enzymy, zwlasz-
cza liazy i polisacharazy. Liazy alginianowe trawig wigza-
nia glikozydowe « (1, 4) lub f (1, 4), a produktami reakcji
sa nienasycone kwasy uronowe i oligosacharydy zlozone
z 2-5 jednostek weglowodanowych. Polisacharazy nato-
miast to grupa enzyméw, ktére katalizujg hydrolityczny
rozpad wigzat glikozydowych w polisacharydach [60].
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Funkcja biatek enzymatycznych jest niezwykle istotna,
biorg udziat w biosyntezie EPS, gdzie reguluja diu-
go$¢ tahicuchéw cukrowych (np. glikozylotransferazy).
W warunkach gltodowych umozliwiaja rozpad macie-
rzy zewnatrzkomérkowej, a zdegradowane polimery
moga byé zrédltem substancji odzywczych dla rosng-
cych komérek. Warto wspomnie(, ze wytwarzanie enzy-
méw degradujacych macierz moze by¢ takze sposobem
regulacji grubosci biofilmu, polegajacej na odrywaniu
sie komérek z biofilmu i zasiedlaniu przez nie nowych
powierzchni. Nie nalezy réwniez zapominaé, ze obec-
no$¢ biatek enzymatycznych i ich aktywno$é w macierzy
jest sposobem ochrony drobnoustrojéw, zaréwno przed
czynnikami obronnymi makroorganizmu, jak i przed
innymi mikroorganizmami wspéitworzacymi biofilm.
Biatka te sa np. zaangazowane w degradacje komdrek
gospodarza, a uwalniajgce sie w tym procesie substan-
cje moga stanowié¢ zrédlo pierwiastkéw biogennych
dla mikroorganizméw w biofilmie [67]. Sugeruje sie, ze
wiele bialek enzymatycznych macierzy jest zwigzanych
z pecherzykami membranowymi, ktérych obecno$é nie-
jednokrotnie potwierdzano w macierzy [56].

Wazna grupa biatek macierzy sa réwniez proteiny wig-
zace DNA,; zidentyfikowano je u wielu gatunkéw bakterii,
np. E. coli czy Haemophilus influenzae, sg odpowiedzialne
m.in. za zmiane architektury DNA, a tym samym oddzia-
tuja na transkrypcje genéw i funkcje eDNA [67].

Zewnatrzkomorkowy DNA (extraceLLutar DNA - EDNA)

Rola zewngtrzkomdérkowego DNA w strukturze biofilmu
od wielu lat budzi dyskusje. Wczeéniejsze doniesienia
marginalizowaly funkcje eDNA, sugerujac, ze jego obec-
no$¢ w biofilmie jest przypadkowa i pochodzi jedynie
z rozpadu komdrek. Obecnie liczne doniesienia podkre-
$laja niezwykle istotna role eDNA w procesie rozwoju
biofilmu réznych gatunkéw bakterii, np. P. aeruginosa
czy Burkholderia cepacia, gdzie czasteczka ta jest kom-
ponentem strukturalnym, umozliwiajacym formowanie
i stabilizacje struktury biofilmu [41,72]. Wykorzystujac
rézne gatunki drobnoustrojéw udowodniono, iz dodatek
DN-azy do $rodowiska, w ktérym tworzony jest biofilm,
powoduje znaczne ograniczenie masy biofilmu, a takze
wzrost jego wrazliwosci na antybiotyki [25,29,61]. Bar-
dzo duzo uwagi po$wieca sie roli eDNA w opornosci
biofilmu réznych gatunkéw na antybiotyki. Prawdopo-
dobnie uczestniczg dwa mechanizmy w ochronie komé-
rek przed dziataniem antybiotykdéw. Pierwszy zaktada,
ze eDNA stanowi rodzaj tarczy - ekranu, ktéry opdznia
przenikanie lekéw do wnetrza biofilmu. Drugi mecha-
nizm polega na wiazaniu przez eDNA kationéw obec-
nych w §rodowisku wzrostu biofilmu. Obniza to stezenia
kationéw w otoczeniu komdérek, co aktywuje geny pmr,
odpowiedzialne za synteze spermidyny. Skutkiem tych
proceséw jest powstanie plaszcza ochronnego z polika-
tionu spermidyny na powierzchni struktury biofilmu,
ktéry zapobiega przyltaczaniu lekéw przeciwbakteryj-
nych do wiasciwych receptoréw, znajdujacych sie np.
w blonie zewnetrznej [9]. Przypuszczalna rola zewna-

trzkomérkowego DNA moze réwniez polegaé na hory-
zontalnej wymianie materialu genetycznego miedzy
komérkami w biofilmie.

Ciekawego odkrycia dokonali Walker i wsp., ktérzy udo-
wodnili, ze DNA makroorganizmu réwniez odgrywa role
w stabilizacji i formowaniu struktury biofilmu tworzo-
nego przez mikroorganizmy [71]. Podczas zasiedlania
tkanek ekspresji ulegaja czynniki wirulencji drobno-
ustrojéw (np. ramnolipid u P. aeruginosa w przebiegu
mukowiscydozy), ktére moga doprowadzié do lizy gra-
nulocytéw (leukocytéw polimorfojadrowych), gdy zawo-
dzi wrodzona odpowiedZ immunologiczna. Podczas
rozpadu tych komérek dochodzi do uwolnienia DNA
i innych sktadnikéw, ktdre zostaja whaczone w strukture
macierzy biofilmu tworzonego przez te patogeny.

Funkcse 1 Ropzase ECM

Pod wzgledem funkcji w biofilmie polimery zewna-
trzkomdrkowe mozna podzieli¢ na siedem réznych
kategorii: ECM o charakterze strukturalnym, sorpcyj-
nym, powierzchniowo czynnym, aktywnym, informa-
cyjnym, odzywczym oraz o aktywno$ci redoks [13].
Gtéwna cze$é macierzy stanowia polimery budulcowe
(strukturalne), ktére chronig komérki bakteryjne przed
dziataniem $§rodowiska zewnetrznego. W sktad tych
egzopolimerdéw wchodza na ogét sacharydy obojetne
i amyloidy. Inne wazne elementy macierzy - polisacha-
rydy obdarzone tfadunkiem lub hydrofobowe, odpowia-
daja za wymiane jonowa oraz za wtasciwos$ci sorpcyjne
egzopolimerdw. Zwiazki te sa odpowiedzialne za inte-
rakcje komdrka-powierzchnia. Przyktadem takiego
egzopolimeru jest poli-y-glutaminian (y-PGA) wytwa-
rzany przez B. subtilis. Na ECM o charakterze aktywnym
sktadaja sie wydzielane zewngtrzkomérkowo enzymy,
ktérych rola polega gtéwnie na degradacji tanicuchdéw
polisacharydowych. Niezwykle wazng funkcje petnia
réwniez polimery zaliczane do kategorii powierzch-
niowo czynnej. Sg to zwiazki o charakterze amfifilo-
wym, najcze$ciej wchodzace w sktad pecherzykdéw
btonowych. Polimery te uczestniczg m.in. w interak-
cjach z powierzchnig, na ktérej tworzy sie biofilm.
Przyktadem takiego zwiazku jest surfaktyna - cykliczny
lipopeptyd wytwarzany przez B. subtilis [13,40,43]. Inne
zwiazki z tej kategorii ECM, majace wladciwosci anty-
bakteryjne i przeciwgrzybowe, biora udziat w procesie
adhezji podczas formowania biofilmu. Lektyny i eDNA
sa sktadnikami macierzy o funkcji informacyjnej,
uczestnicza w rozpoznawaniu informacji genetycznej.
Rola egzopolimeréw o aktywnosci redoks jest stabiej
poznana, zwiazki te moga by¢ donorami badz akcepto-
rami elektronéw [13]. Wazna funkcje w zyciu biofilmu
petni macierz o funkcji odzywczej. Zbudowana z réz-
nych polimeréw, gtéwnie heteropolisacharydéw, ktére
w razie niedoboréw energetycznych sg trawione i sta-
nowia zrédto sktadnikéw odzywczych: wegla, azotu
i fosforu. Funkcje poszczegdlnych sktadnikéw ECM
podsumowano w tabeli 1.
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Tabela 1. Funkcje wybranych sktadnikéw macierzy w biofilmie

Sktadnik macierzy Przyktady zwiazkéw

Funkcja w biofilmie Pism.

Homopolisacharydy/PNAG, dekstran
Polisacharydy

Strukturalna (budulcowa)
Stabilizacyjna
Adhezja
0dzywcza
Retencja wody
Komunikacja miedzy komérkami (QS)
Ochronna

[4,13,27,33,39]

Heteropolisacharydy/alginian

Lektyny/LecA, LecB, GbpA-D

Biatka

Adhezja
Koagregacja komdrek
Komunikacja miedzy komdrkami (QS)

[13,19,30]

Enzymy: liazy i polisacharazy/ proteazy,

chitynaza

Enzymatyczna
Regulacja grubosci biofilmu
Uwalnianie komédrek potomnych
Ochrona przed uktadem odpornosciowym

[13,60,67]

eDNA -

Stabilizacyjna
Zwigkszanie opornosci na antybiotyki
Horyzontalny transfer gendw

[9,13,41,72]

Biosurfaktanty Ramnolipid, surfaktyna

Interakcje z powierzchnia
Strukturalna
Uwalnianie komorek z biofilmu
Ochronna przed uktadem odpornosciowym

[5,13,40,43]

Pecherzyki blonowe -

Transport sktadnikéw do macierzy
Utrzymanie asymetrii lipidéw w membranie
zewnetrznej

[13,39]

LPS -

Stabilizacyjna

Warunkowanie hydrofobowosc komdrek 9]

Wriryw SRODOWISKA ZEWNETRZNEGO NA SYNTEZE EGZOPOLIMEROW

Mikroorganizmy w biofilmie regulujg ilo$¢ i sktad
wytwarzanych przez nie polimeréw zewnatrzkomér-
kowych. Najwieksze ich zréznicowanie jest widoczne
w biofilmach wielogatunkowych, np. biofilmu ptytki
nazebnej. Najwazniejszymi czynnikami, od ktérych
zalezy sktad i ilo§¢ powstajacych egzopolimerdéw sa:
gatunek mikroorganizmu, ktéry go wytwarza, faza
wzrostu drobnoustrojéw lub etap dojrzewania biofilmu,
a takze $rodowisko wzrostu drobnoustrojéw. Czynniki
srodowiskowe, takie jak: stezenie tlenu, Zrédto wegla
i innych pierwiastkéw biogennych, temperatura oraz
pH, majg ogromny wptyw na strukture macierzy [11,70].

Wielu autoréw uwaza, ze w $rodowiskach bogatych
w substancje odzywcze, np. glukoze czy sacharoze,

mikroorganizmy syntetyzuja EPS z wieksza intensyw-
no$cig [28,42]. Petry i wsp. sugeruja ponadto, ze glu-
koza obecna w srodowisku moze by¢ wykorzystywana
do budowy EPS w péZnej fazie stacjonarnej wzrostu
drobnoustrojéw [48]. Duzy wptyw na wytwarzanie EPS
ma odpowiednie pH $rodowiska wzrostu mikroorgani-
zméw, przy czym najwiekszg synteze egzopolimeréw
wykazywano w pH bliskim obojetnego [48,50]. Mozliwe,
ze hodowla drobnoustrojéw w obnizonym pH wiaze
sie z ograniczeniem intensywnosci wzrostu bakterii
w postaci biofilmu, a niekoniecznie z redukcja stezenia
wytwarzanych polisacharydéw [28]. Temperatura wzro-
stu ma réwniez istotny wptyw na wytwarzanie macierzy,
a najbardziej wydajna synteza, w przypadku wiekszo$ci
drobnoustrojéw, zachodzi w do$¢ waskim jej zakresie.
Wydajnos$é wytwarzania EPS jest zalezna od fazy wzro-
stu drobnoustroju, przy czym obserwowano réznice
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w zalezno$ci od gatunku mikroorganizmu. Na przyktad
u P. aeruginosa i S. epidermidis najwiecej wytwarzanych
polimeréw stwierdzono pod koniec fazy logarytmicznej
wzrostu oraz na poczatku fazy stacjonarnej, natomiast
w przypadku np. Enterobacter aerogenes w tych fazach nie
wykazano wytwarzania EPS [11,63].

MACIERZ JAKO CZYNNIK CHOROBOTWORCZOSCI W ZAKAZENIACH
BAKTERYJNYCH W PRZEBIEGU MUKOWISCYDOZY

Macierz biofilmu jest czynnikiem wirulencji i odgrywa
ogromng role w patogenezie wielu schorzen cztowieka,
m.in. w przebiegu mukowiscydozy, gdzie w tkance ptuc-
nej w czasie infekcji wywotanej P. aeruginosa dochodzi do
rozwoju biofilmu. Pateczki P. aeruginosa wytwarzaja trzy
gtéwne egzopolisacharydy: Pel, Psl i alginian, petnigce
rézne funkcje w ich biofilmie [37]. Budowe chemiczng
tych zwigzkéw przedstawiono w tabeli 2. Alginian jest
kodowany przez operon ztozony z 12 genéw (PA3540-
-PA3551), Psl przez operon ztozony z 15 gendw, z czego 11
jest istotnych w wytwarzaniu Psl w biofilmie - (PA2231-
-PA2242), natomiast Pel przez operon ztozony z 7 gendéw
(PA3058-PA3064) [39,54,58]. Alginian to wysokocza-
steczkowy O-acetylowany polimer zawierajgcy w swo-
jej strukturze kwasy L-glukuronowy i D-mannuronowy
potaczone wigzaniem P (1, 4), ktéry jest uwazany za nie-
zwykle wazny czynnik wirulencji P. aeruginosa. Odpo-
wiada za grozne, czesto $miertelne zakazenia ta pateczka
w przebiegu mukowiscydozy. Szczepy izolowane od
pacjentéw dotknietych tg chorobg bardzo czesto maja
tzw. fenotyp $luzowy - wytwarzajg alginian w duzej
ilosci. Jest to spowodowane mutacja w genie mucA, co
prowadzi do niekontrolowanej (przez sigma factor) eks-
presji tego zwiazku. Czesto$¢ tej mutacji wérdd izolowa-
nych szczepéw jest bardzo duza, a bezposredni wptyw na
to zjawisko ma przewlekly stan zapalny w tkance plucnej
(np. obecno$¢ reaktywnych form tlenu) [39]. Wykazano,
ze alginian nie jest niezbedny w procesie tworzenia bio-
filmu P. aeruginosa, jednak u szczepéw go wytwarzaja-
cych petni role ochronna - zwiekszajac ich oporno$¢ na
antybiotyki, a takze sktadniki uktadu odpornosciowego
gospodarza [54,59]. Szczepy syntetyzujgce ten zwigzek
sg nawet 1000 razy bardziej oporne na antybiotyki (np.
tobramycyne) w poréwnaniu do bakterii niewytwarza-
jacych $luzu [30]. Alginian jest takze immunogenem,
w surowicy chorych na mukowiscydoze wykrywane sa
przeciwciata przeciwko temu polisacharydowi. Moze
réwniez wyltapywaé wolne rodniki, uwalniane przez
komorki odpornosciowe, chronigc w ten sposéb ukryte
w $luzie bakterie przed dziataniem uktadu odpornoscio-
wego. Polisacharyd ma ponadto wtadciwosci retencyjne
- zatrzymuje wode i sktadniki odzywcze [39]. Udowod-
niono, ze zwigzek ten utatwia powstawanie charakte-
rystycznej dla P. aeruginosa struktury biofilmu, a jego
nadmierne wytwarzanie znaczgco zmienia architekture
biofilmu [54].

Drugi z syntetyzowanych przez P. aeruginosa poli-
sacharydéw - Psl jest niezbedny do powstania bio-
filmu. We wstepnym etapie jego tworzenia umozliwia

przywieranie komérek do podloza, tworzac rodzaj
rusztowania, do ktérego przylaczaja sie komdrki drob-
noustrojéw. Po zakoniczeniu procesu adhezji jest nato-
miast zwigzany z tworzeniem charakterystycznych
grzybkowatych struktur mikrokolonii [18,54]. Zwiazek
uczestniczy ponadto w interakcjach komérka-komdrka,
m.in. w komunikacji miedzykomérkowej czy koagre-
gacji. Psl sktada sie z powtarzajgcych sie fragmentéw
pentasacharydowych, zawierajacych D-mannoze, D-glu-
koze i L-ramnoze. Najcze$ciej wystepuje w dwdéch posta-
ciach, jako sktadnik zwiazany z komdrka, o duzej masie
czasteczkowej i jako postaé rozpuszczalna, o mniejszej
masie czasteczkowej [15]. Istotne, zwtaszcza w muko-
wiscydozie, jest to, ze Psl pelni role w réznicowaniu
biofilmu, podczas zakazenia zmieniajg sie bowiem roz-
mieszczenia tego wielocukru w matrycy biofilmu [54].

Inny z istotnych zwigzkéw syntetyzowanych w biofil-
mie P. aeruginosa to Pel - polisacharyd bogaty w glukoze,
o budowie zblizonej do celulozy (nie jest znana szcze-
gbtowa struktura chemiczna). Stanowi rusztowanie dla
komérek we wczesnym etapie powstawania biofilmu,
a takze petni funkcje w interakcjach komérka-komdérka.
Nazwa Pel pochodzi od pellicle - btonka, gdyz zwig-
zek ten odpowiada za tworzenie btonki na granicy faz
ciecz-powietrze, a takze za wzrost P. aeruginosa w postaci
pomarszczonych kolonii [18,39]. Wykazano, ze szczepy
P. aeruginosa najcze$ciej wytwarzaja polisacharydy Psl
i Pel jednocze$nie - z matriks biofilmu sa izolowane
wtedy duze ilo$ci glukozy i mannozy. Stwierdzono nato-
miast, ze syntezy Psl/Pel i alginianu mogg sie wzajemnie
wykluczaé [30].

Innymi istotnymi patogenami odpowiedzialnymi za
grozne infekcje u chorych na mukowiscydoze sa gatunki
Burkholderia cepacia complex (Bcc). Egzopolimery
wytwarzane przez te drobnoustroje maja istotne zna-
czenie w rozwoju choroby. Cepacian to zwigzek ztozony
z powtarzajacych sie rozgatezionych jednostek siedmio-
sacharydowych. Oprécz cepacianu, wspélnego dla wiek-
szo$ci Bee, w macierzy biofilmu tych drobnoustrojéw
wykryto co najmniej sze$¢ innych zwigzkéw polisacha-
rydowych, m.in. PNAG, PGA, ktére sg niezbedne zaréwno
w procesie powstawania, jak i stabilizowania struktury
dojrzatego biofilmu pojawiajacego sie w przebiegu zaka-
zenia tymi mikroorganizmami. Wykazano, iz cepacian
zawarty w macierzy biofilmu jest odpowiedzialny za
hamowanie antybakteryjnego dziatania peptyddéw, osta-
bienie chemotaksji neutrofiléw, a takze jest akceptorem
reaktywnych form tlenu [10,75].

W rozwoju zakazen bakteryjnych u chorych z mukowi-
scydoza ogromne znaczenie maja réwniez inne sktad-
niki macierzy - eDNA i biatka. Zewnatrzkomérkowy
DNA wptywa na ograniczenie wrazliwo$ci patogenéw
na stosowane antybiotyki, m.in. tobramycyne i czynniki
uktadu odpornosciowego makroorganizmu [41]. Bial-
kowe wyrostki - fimbrie, ktére réwniez mozna trakto-
wacé jako element macierzy, a takze lektyny, posrednicza
w przyleganiu komérek do powierzchni - odpowiadajg za
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Tabela 2. Uproszczona budowa chemiczna wybranych polisacharyddw zewnatrzkomérkowych

Zwigzek vp wlqzanla Wz6r chemiczny Pism.
chemicznego
Alginian B(1,4) [15,33]
B(1,3)
PSL a(1,3) [15]
a(1,2)
Mutan a(1,3) n2
O.
Dekstran a(1,6) [12]
OH OH
PNAG B(1,6) C LS N [15]
oy <\
e f:1oJC‘LLL%I;J*LLOj:oJLLLMIZOJ@LL%L
o I ! I I I
o ()7‘5‘,7%7(‘\ I v o on” o I
it o iH;(‘l n‘uh o iH? o (‘4:0
ECTA a(13) ° Q ° Lo 33,551
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proces tworzenia biofilmu [30]. Szczegélnie istotna role
w zakazeniach P. aeruginosa u chorych na mukowiscy-
doze przypisuje sie lektynom LecA i LecB. LecA (PA-IL)
jest kodowana przez gen lecA i wiaze sie z pochodnymi
D-galaktozy, natomiast LecB (PA-IIL), kodowana jest
przez gen lecB i jest swoista dla L-fukozy. Biatka te maja
znaczenie w procesie komunikacji miedzykomérkowej -
quorum sensing, a takze najprawdopodobniej uczestniczg
w procesie tworzenia biofimu w drogach oddechowych.
Mozliwe, ze sa réwniez zaangazowane w interakcje
miedzy komdrkami drobnoustrojéw, np. w koagrega-
cji. Biatka CdrA to zwiazki istotne w rozprzestrzenianiu
infekcji P. aeruginosa. Wiazac sie do sktadnikéw cukro-
wych macierzy - Psl, umacniaja wigzanie tego wielocu-
kru do komérek bakterii w biofilmie, zwiekszajac tym
samym integralno$¢ biofilmu i promujac jej rozwéj na
powierzchni tkanki [6,67]. Niektdre biatka maja istotne
znaczenie w regulacji proceséw formowania i dojrzewa-
nia biofilmu (biatka LapD), inne (LapA) pelnig funkcje
czasteczki taczacej komdrki drobnoustrojéw [19].

Z macierzy P. aeruginosa izolowano réwniez biatka o cha-
rakterze enzymatycznym, tj. PasP, chitynaze, amino-
peptydazy, proteaze IV [67]. Istotnymi czynnikami
zjadliwosci sg réwniez inne sktadniki macierzy, m.in.
LPS, ktéry posredniczy w utrzymaniu stabilnosci bio-
filmu i wplywa na zmiane hydrofobowosci komérki.
Pecherzyki blonowe maja ogromny udzial w rozwoju
biofilmu - oddzialuja z innymi sktadnikami macierzy,
m.in. z eDNA, dostarczaja duze ilo$ci LPS do macie-
rzy, pozwalaja zachowaé wewnetrzng asymetrie lipi-
déw w membranie zewnetrznej, a takze transportuja
do macierzy sktadniki przestrzeni peryplazmatycznej,
tj. proteazy, fosfatazy, lipazy, autolizyny i toksyny [39].
Charakterystycznym czynnikiem chorobotwdrczosci,
zwigzanym z macierzg biofilmu P. aeruginosa, jest ram-
nolipid. Synteza tego biosurfaktantu utatwia adaptacje
komérek mikroorganizmu do trudnych warunkdéw oto-
czenia (sugeruje sie, ze ulatwia asymilacje weglowodo-
réw). Zwiazek ponadto dziata cytotoksycznie, np. na
neutrofile, co prowadzi do rozwoju bardzo uporczywych
infekcji. Ramnolipid ma réwniez ogromne znaczenie
w procesie formowania struktury biofilmu, bierze udziat
w rozwoju mikrokolonii przypominajacych ksztattem
grzyby czy wieze, a takze odpowiada za ksztattowanie
sie tzw. kanatéw wodnych. Udowodniono réwniez, ze
posredniczy w uwalnianiu komérek potomnych z bio-
filmu [5].

Wszystkie sktadniki macierzy sa zintegrowane i wspdl-
nie stanowig niezwykle istotny czynnik wirulencji pato-
gendw, wywolujacych grozne zakazenia w obrebie ptuc
u chorych na mukowiscydoze.

RoLa PoLIMEROW ZEWNATRZKOMORKOWYCH W ROZWOJU PROCHNICY

Choroba, w rozwoju ktérej ogromne znaczenie maja
polimery zewnatrzkomérkowe wydzielane przez drob-
noustroje, jest préchnica. Dowodem na poparcie tej tezy
sg badania nad sktadem biofilméw izolowanych z jamy

ustnej. Airesa i wsp. oszacowali, ze 40% suchej masy bio-
filmu nazebnego stanowia polisacharydy [2], natomiast
Bowen i Koo wykazali, ze 10-20% masy plytki nazebnej
stanowig glukan i fruktan, natomiast biatka to az 40% [7].
W badanych macierzach byly réwniez inne sktadniki, np.
lipidy i jony pierwiastkéw: Ca, Mg, P, F.

W jamie ustnej biofilm jest tworzony przez wiele réz-
nych gatunkéw drobnoustrojéw (przypuszcza sie, ze
nawet 19000 gatunkdéw), zatem i budowa macierzy
w tej strukturze jest niezwykle ztozona, inna u kaz-
dego pacjenta. Ulega cigglym zmianom w zaleznosci od
warunkéw $rodowiska, interakcji miedzy mikroorgani-
zmami oraz miedzy bakteriami, a biatkami gospodarza
[57].

Rola EPS w rozwoju préchnicy polega na utatwianiu
adhezji drobnoustrojéw do powierzchni zebéw oraz
zapewnieniu integralnosci i stabilnos$ci struktury bio-
filmu [34]. Polimery utrudniajg réwniez dyfuzje sub-
stancji do wnetrza i na zewnatrz biofilmu. Dzieki tym
wiasciwo$ciom macierz moze by¢ rezerwuarem, np.
jonéw metali lub substancji odzywczych dla komérek
drobnoustrojéw, o czym juz wspomniano w rozdziale
dotyczgcym funkcji ECM [32]. Znaczna ilo$¢ wytwarzanej
macierzy ostaniajacej komérki drobnoustrojéw powo-
duje wzrost masy biofilmu i porowatoci jego struktury,
co utatwia akumulacje cukréw na powierzchni macierzy.
Stwierdzono, ze obecno$é produktéw rozktadu sacha-
rozy w strukturze biofilmu przyczynia sie do obnize-
nia zawarto$ci jonéw wapnia, fluoru i fosforu w tkance
zebowej, co w potaczeniu z niskim pH $rodowiska oraz
ograniczeniem dyfuzji substancji demineralizuje szkliwo
i zwieksza chorobotwdrczg role biofilmu [31,45].

Na rozwdj i dojrzewanie biofilmu nazebnego szczegdlny
wplyw ma otaczajace $rodowisko, obecno$é zwigzkéw
pokarmowych w duzym stezeniu, zwlaszcza cukréw,
np. sacharozy, zmiany pH wywotane rozktadem okreslo-
nych weglowodandw. To §rodowisko zewnetrzne deter-
minuje rozwéj konkretnych grup drobnoustrojéw, np.
obecno$¢ sacharozy stymuluje namnazanie Streptococcus
mutans i pateczek Lactobacillus, a hamuje wzrost Strepto-
coccus sanguinis. W wyniku tych zmian §rodowiskowych
nastepuje zachwianie balansu w spotecznosci bakteryj-
nej, co prowadzi do zmian w strukturze biofilmu, a takze
w skladzie i ilo$ci EPS [46]. Zatem to obecno$¢ sacharozy
wzmaga znaczenie EPS jako czynnika chorobotwdrczos$ci
drobnoustrojéw powodujacych préchnice.

Drobnoustrojem odpowiedzialnym za rozwéj préch-
nicy jest m.in. S. mutans. Bakterie te, a takze inne obecne
w jamie ustnej, np. S. sanguis, Streptococcus sobrinus, Strep-
tococcus salivarius, Lactobacillus spp. syntetyzuja glikozy-
lotransferazy (Gtf), ktére katalizuja rozktad sacharozy
i przylaczenie powstatej reszty glukozy do taricucha
akceptora np. faicucha oligosacharydowego. Enzymy te
sa niezbedne do syntezy egzopolisacharydéw wystepu-
jacych w biofilmie - mutanu i dekstranu, zbudowanych
z reszt D-glukozy, potaczonych odpowiednio wigza-
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niami a (1, 3) lub « (1, 6) (tabela 2) [21,73]. Za synteze
mutanu odpowiada glukozylotransferaza B, za synteze
dekstranu glukozylotransferaza-D. S. mutans wytwarza
dodatkowo glukozylotransferaze-C, ktéra odpowiada
za synteze mieszaniny wymienionych wyzej polime-
réw [2,7]. Enzymy te w czeéci N-terminalnej, sktadaja sie
z fragmentu wspdlnego dla wszystkich typéw (38 amino-
kwaséw) i zmiennego - charakterystycznego dla danego
typu enzymu (200 aminokwaséw). Cze$¢ C-terminalna
réwniez jest zréznicowana w zaleznosci od rodzaju
enzymu. Gtf B i C majg inng budowe czesci C-terminal-
nej, natomiast Gtf B i D wykazuja podobiefistwo w jej
strukturze [7].

Za rozktad sacharozy i synteze sktadnikéw EPS odpo-
wiadaja réwniez inne enzymy syntetyzowane przez S.
mutans - fruktozylotransferazy (Ftf), ktére katalizuja
powstanie fruktanéw potaczonych wigzaniem a (2, 6),
np. lewanu. Ze wzgledu na to, ze biofilm powstajacy
na powierzchni zebdéw jest ztozony z wielu gatunkéw
mikroorganizmdw otoczonych wspdlng matriks enzymy
wydzielane np. przez S. mutans oddziatuja na inne drob-
noustroje wspéltworzace biofilm. Sacharoza dostepna
powszechnie w §rodowisku biofilmu, podobnie jak inne
cukry: glukoza, fruktoza, maltoza czy skrobia, mogg by¢
réwnoczes$nie rozktadane, np. w procesie fermentacji
przez drobnoustroje w biofilmie. W wyniku ich rozktadu
powstaja kwasne produkty sprzyjajace procesom demi-
neralizacji szkliwa nazebnego [74]. Udowodniono, ze im
bogatsze w rézne sacharydy jest srodowisko, w ktérym
dochodzi do formowania biofilmu, tym jego struktura
jest bardziej ztozona, a przez to jest bardziej niebez-
pieczny - szybciej prowadzi do zmian préchniczych na
zebach. Ponadto obecno$¢ rozbudowanego polimeru
powierzchniowego sprzyja adhezji innych gatunkdéw
drobnoustrojéw [51].

Trzeba pamietal, ze istnieje drugi mechanizm rozwoju
biofilmu na tkance zebéw, niezalezny od obecnosci sacha-
rozy w $rodowisku jamy ustnej. W proces ten sa zaanga-
zowane biatka zawarte w $linie, takie jak np. aglutyniny,
mucyna czy kwasowe biatka bogate w proline, ktére przy-
spieszaja proces tworzenia biofilmu wchodzac w inte-
rakcje z adhezyng P1 (reprezentowang przez biatka:
Spa P, SspA, SspB), obecng na powierzchni komdérek np.
S. mutans. Rodzina bialek P1 bierze udziat w agregacji
komérek mikroorganizmdw, a takze jest zaangazowana
w interakcje miedzy komérkami, co wykazano na przy-
ktadzie Streptococcus gordonii i Porphyromonas gingiva-
lis [32]. W rozwoju biofilmu préchniczego bardzo wazng
role pelnig enzymy obecne w jamie ustnej, syntetyzo-
wane przez makroorganizm, np. amylazy, dekstrynazy,
lewanazy, ktére znaczaco wplywaja na rozwdj macierzy
zewngtrzkomérkowej biofilmu, m.in. na sposéb rozgate-
zienia fanicuchéw cukrowych czy zmiane miejsc wigzania
drobnoustrojéw na powierzchni EPS [23]. Warto réwniez
zwréci¢ uwage na role biatek zewnatrzkomérkowych
wydzielanych przez bakterie w formowaniu biofilmu
nazebnego. Szczegdlnie istotng role w procesie tworze-
nia biofilmu w jamie ustnej petnig lektyny, ktére m.in.

posrednicza w koagregacji komérek mikroorganizmdw,
co ma znaczny wplyw na wzmozona ich adhezje. Przy-
ktadem sg cztery lektyny GbpA-D (glucan-binding prote-
ins) wytwarzane przez S. mutans czy lektyny wytwarzane
przez inny patogen zebdw - Eikenella corrodens [30].

Produkty przemiany materii drobnoustrojéw zyjacych
w jamie ustnej i obecno$¢ wydzielanej przez nie egzo-
polisacharydowej ostony przyczyniaja sie do rozwoju
groznych choréb zebéw, ktére w swoim przebiegu nie
ograniczaja sie do zmian w jamie ustnej, lecz czesto
negatywnie wplywaja na funkcjonowanie catego makro-
organizmu.

RoLA MACIERZY W INFEKCJACH ZWIAZANYCH Z ZASTOSOWANIEM
IMPLANTOW MEDYCZNYCH

Infekcje zwigzane z wszczepianiem implantéw medycz-
nych do organizmu cztowieka (cewniki do dializ, sztuczne
zastawki serca, protezy ortopedyczne) funkcjonuja w lite-
raturze angielskiej pod nazwa chronic polymer-associated
infections, co mozna przettumaczy(¢ jako przewlekle zakaze-
nia zwigzane z rozwojem polimeru. Najczesciej za tego typu
infekcje sa odpowiedzialne gronkowce koagulazoujemne,
np. S. epidermidis. Drobnoustroje te tworza na powierzchni
implantéw biofilmy zamkniete w egzopolimerowej osto-
nie (najczeéciej amorficzny material §luzowy). Sluz, jako
gléwny element zawiera substancje o charakterze cukro-
wym, np. glukozamine czy kwasy tejchojowe. Gtéwnym
czynnikiem chorobotwdrczoséci gronkowcédw, majacym
znaczenie w rozwoju biofilmu na powierzchniach abio-
tycznych, jest PNAG - poli-N-acetyloglukozamina, czesto
okreslana jako PIA (polysaccharide intercellular adhesin).
Gléwnym jej budulcem jest 130 reszt N-acetylo-D-glukoza-
miny, potaczonych wigzaniem f (1, 6), co stanowi 80-85%
calej czasteczki. Na pozostata czesé PIA skladajg sie deace-
tylowane reszty D-glukozoaminy, zawierajace fosforan
i reszty bursztynianu (tabela 2), nadajace czgsteczce cha-
rakter anionowy. Obecno$¢ grup N-acetylowych w struktu-
rze PIA sprawia, ze ma wlasciwosci silnie hydrofobowe. Za
synteze i eksport monomerdw jest odpowiedzialny operon
ica, w sktad ktérego wchodzi gen regulatorowy icaR i 4 geny
odpowiedzialne za biosynteze icaADBC [4,33]. W proces sg
zaangazowane réwniez homologiczne geny icaA (orto-
logi): pgaC i hmsR, kodujace glukozylotransferazy katali-
zujace synteze polimeréw N-acetyloglukozaminy. Ortologi
icaB: pgaB i hmsF sg natomiast odpowiedzialne za deace-
tylacje N-acetyloglukozaminy. Proces ten jest niezbedny
w kotwiczeniu PNAG do komdrek [30]. PNAG laczac sie
z powierzchnig abiotyczng uczestniczy w adhezji komérek
do implantéw, udowodniono réwniez udziat tego wielocu-
kru w komunikacji miedzykomdrkowej i ochronie komérek
bakteryjnych przed mechanizmami obronnymi gospodarza
(m.in. ostabia zdolno$¢ fagocytéw do pochtaniania komé-
rek bakterii) [3,4,27,33].

Zewnatrzkomérkowy kwas tejchojowy (EC-TA -
extracellular teichoic acid) wyizolowany z macierzy
biofilmu kilku gatunkéw drobnoustrojéw Gram-dodat-
nich, jest istotnym czynnikiem ich chorobotwdrczosci.
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Stwierdzono, iz jego budowa jest identyczna jak kwasu
tejchojowego budujacego $ciane komdérkowa tych
drobnoustrojéw (WTA - wall teichoic acids). Przykta-
dowo u S. epidermidis oba komponenty maja takg sama
strukture i sktadaja sie z 1,3 polifosforanu glicerolu,
podstawionego w pozycji drugiej glicerolu resztami
a-Glc, a-GlcNAc, D-Ala i a-Glc6Ala. Kwasy tejchojowe
to zwiazki silnie polarne, charakteryzujace sie fadun-
kiem ujemnym i duzg hydrofilowoscig. Ich budowa,
wiasciwosci i luzne zakotwiczenie w komdrce powo-
duja, ze cze$é z nich moze zostaé uwolniona do macie-
rzy biofilmu.

W macierzach biofilméw, w ktérych znajduja sie oba
zréznicowane pod wzgledem wlasciwosci zwiazki (PNAG
i EC-TA) obserwuje sie lepsza zdolno$¢ do regulowania
hydrofilowo$ci sktadnikéw biofilmu i tworzenia biofilmu
nawet w bardzo niekorzystnych warunkach srodowisko-
wych [27]. Wykazano réwniez, ze WTA maja ogromne
znaczenie w procesie tworzenia biofimu. Vergara-Iri-
garay i wsp. wysuneli hipoteze, ze przytaczanie PNAG
do powierzchni bakterii zachodzi na zasadzie jonowych
interakcji miedzy dodatnio natadowanymi resztami ami-
nowymi obecnymi w cze$ciowo deacylowanym PNAG,
a ujemnie natadowanym WTA [69].

Ogromne znaczenie w procesie przylegania S. aureus do
powierzchni np. implantéw medycznych maja liczne
biatka wydzielane poza komérki mikroorganizméw, np.
Bap, FnBPs, SasG czy biatko A [38,68]. Biatka z rodziny
Bap (biofilm-associated protein) odgrywaja wazng role
(wieksza niz polisacharydy) w adhezji bakterii do pod-
toza statego i utrzymaniu komdrek w biofilmie w duzym
przyblizeniu, po$rednicza bowiem w tworzeniu sie
agregatéw bakteryjnych. Biatka te, przez ich zwigzanie
z receptorem Gp96, odpowiadajg réwniez za zahamowa-
nie procesu internalizacji komdérek S. aureus do fagocy-
téw. Bakterie unikaja w ten sposéb odpowiedzi ze strony
uktadu odpornosciowego makroorganizmu. Biatko Bap
jest duza czasteczka (2276 aminokwaséw), ztozong z 86
powtarzajacych sie sekwencji aminokwasowych. Kodo-
wane jest przez geny bap, zgrupowane w wyspie pato-
gennosci (SaPIbov2). Funkcje tego biatka sg regulowane
obecnoscia w pozywce jonéw wapnia [30,68].

Nie nalezy zapomina¢ o istotnej roli biatek powierzch-
niowych gronkowcéw w tworzeniu biofilmu na
powierzchniach abiotycznych i interakcjach miedzy
komérkami. Do biatek tych mozna zaliczyé: Sas C, Sas
G, gtéwna autolizyne Alt, CIfA, CIfB, biatko Emp wigzace
ECM, biatka wiazace fibronektyne FnBPA i FnBPB, wia-
zace kolagen Cna oraz adhezyne Aap [52,62].

Istotnym sktadnikiem macierzy biofilmu gronkowco-
wego jest B-toksyna - neutralna sfingomielinaza, ktéra
wchodzi w reakcje z eDNA, stymuluje proces tworzenia
biofilmu oraz stabilizuje jego strukture [24].

Ztozona budowa i wyspecjalizowane funkcje poszczegdl-
nych sktadnikéw macierzy biofilméw gronkowcowych

warunkujg rozwéj przewlektych i trudnych do zwalcze-
nia infekcji, rozwijajacych sie na implantach medycz-
nych.

ERADYKACJA MACIERZY JAKO METODA KONTROLI INFEKCJI ZWIAZANYCH
Z POWSTAWANIEM BIOFILMU

Niestychanie istotna strategia walki z biofilmem bakte-
ryjnym jest niszczenie struktury zewnatrzkomdrkowe;j
macierzy. Degradacja ECM skutkuje utrata waznego ele-
mentu strukturalnego biofilmu, a takze bariery ochron-
nej, co sprawia, ze komdrki bakterii staja sie tatwiej
dostepne dla antybiotykéw oraz mechanizméw obron-
nych gospodarza.

Metody opierajg sie przede wszystkim na degradacji lub
odrywaniu polimerédw macierzy. Opisanych jest wiele
czynnikéw chemicznych majacych takie wtasciwosci,
s to m.in. enzymy lub surfaktanty. Enzymy maja naj-
cze$ciej dziatanie swoiste - degraduja konkretne polisa-
charydy. Ich komercyjne zastosowanie moze by¢ zatem
trudne, zwlaszcza w przypadku biofilméw tworzonych
przez rézne gatunki mikroorganizméw, gdzie macierz
zewngtrzkomdrkowa jest zlozona z mieszaniny réz-
nych polimerdéw. Najczesciej stosowanymi enzymami sa
hydrolazy, np. dyspersyna B (DspB), ktéra rozktada poli-
mery N-acetyloglukozaminy oraz hialuronidazy, muta-
nazy i dekstranazy, wykazujace aktywno$¢ m.in. wobec
polimerédw macierzy S. mutans [49,65]. Bardzo wazng
role w degradacji macierzy petnia proteazy (np. prote-
inaza K). Ich zastosowanie prowadzi bowiem do znisz-
czenia bialek powierzchniowych, np. autolizyny Ami4b,
czy internaliny B w macierzy biofilmu Listeria monocyto-
genes [35].

Niewatpliwie najwieksze znaczenie spos$réd opisywa-
nych metod degradacji macierzy ma zastosowanie DN-
-azy | - enzymu trawigcego zewnatrzkomérkowy DNA.
Wielokrotnie udowadniano jego skuteczno$¢ w erady-
kacji biofilmu tworzonego przez rézne gatunki mikro-
organizmdw, np. P. aeruginosa, S. aureus czy Enterococcus
faecalis [22,64]. Po zastosowaniu tego enzymu obser-
wowano réwniez uwrazliwienie biofilmu na stosowane
antybiotyki i biocydy. DN-aze wykorzystano juz w lecze-
niu infekcji P. aeruginosa w przebiegu mukowiscydozy,
stosujac aerozol o nazwie handlowej Pilmozyme. Dtu-
gotrwale stosowanie preparatu bardzo korzystnie wpty-
wato na kondycje pacjentéw z mukowiscydozg [16].

Duze nadzieje w zwalczaniu biofilméw bakteryjnych
wigze sie réwniez z zastosowaniem bakteriofagdw,
zwlaszcza tych zdolnych do wytwarzania depolimeraz
polisacharydéw. Wyizolowano fagi zdolne do wytwa-
rzania alginiazy, ktéra degraduje macierz P. aeruginosa.
Po zadziataniu tego enzymu odstoniete zostaja komérki
drobnoustrojéw, ktére w dalszej kolejnosci sa ,ata-
kowane” i lizowane przez fagi [20]. Uwaza sie, ze ich
zastosowanie i samych bakteriofagéw moze mie¢ duze
znaczenie w zwalczaniu wielu infekcji, np. przebiegaja-
cych w mukowiscydozie czy tez w niszczeniu biofilméw
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na implantach medycznych, m.in. cewnikach urologicz-
nych [14,27]. Wielu badaczy wskazuje na konieczno$é
synergistycznego zastosowania antybiotykoterapii i bak-
teriofagédw. Obserwowano bowiem, ze enzymy wiruséw
modyfikuja strukture macierzy, odstaniajac tym samym
receptory dla antybiotykéw, znajdujace sie na komdr-
kach drobnoustrojéw. Wplywa to znaczaco na efektyw-
no$¢ terapii.

Surfaktanty to czynniki czesto stosowane w degradacji
macierzy biofilmu. Przykladem tego typu zwiazku jest
siarczan dodecylu sodu - SDS, ktérego skuteczno$é udo-
wodniono w zwalczaniu biofilméw tworzonych przez
liczne gatunki bakterii zyjacych w jamie ustnej. Cze-
sto réwniez badane jest synergistyczne zastosowanie
SDS z dyspersyna B, potaczenie tych dwéch zwigzkdéw
wydaje sie bardziej efektywne w eradykacji biofilmu
[26].

Innym sposobem walki z biofilmem jest ograniczenie
procesu powstawania macierzy. Przyktadem tego typu
dziatania jest hamowanie syntezy adhezyn zewnatrz-
komérkowych. Biatka powierzchniowe Aap i SasG sa
niezwykle istotne w procesie tworzenia biofilmu przez
gronkowce (S. epidermidis i S. aureus). Do wia$ciwego
funkcjonowania wymagajg obecnosci cynku. Udowod-
niono, ze mozna skutecznie hamowa¢ synteze macierzy
zewnatrzkomdrkowej tych drobnoustrojéw chelatujac
kationy cynku z otoczenia biofilmu [17,76]. Innym spo-
sobem zapobiegania powstawaniu macierzy jest zasto-
sowanie przeciwpasozytniczego leku - nitazoksanidu,
ktéry dziatajac na pasozyty wigze adhezyne Aap, hamu-
jac w ten sposéb powstawanie biofilmu metycylinoopor-
nego S. aureus [76]. Inny zwigzek - jodowany powidon
w stezeniu subinhibicyjnym aktywuje represor (icaR)

PismiennicTwo

gendéw icaADBC, odpowiedzialnych za powstawanie
PNAG, blokujgc w ten sposéb jego synteze [44]. Znane sg
réwniez inne zwigzki hamujgce synteze gronkowcowego
egzopolisacharydu PIA, s3 to pochodne siarkowe zawarte
w czosnku - allicyna, a takze dithioteritol, cysteina czy
p-merkaptoetanol [76].

Opracowanie skutecznych technik zapobiegania powsta-
waniu macierzy badz eradykacji juz istniejacej struktury
moze sie przyczyni¢ do ograniczenia rozwoju biofilmu,
aw zwigzku z tym i infekeji, w ktérych ma istotne zna-
czenie.

PobsumowaNie

Macierz biofilmu to czynnik chorobotwdrczosci istotny
w przebiegu wielu schorzeti czlowieka, m.in. w rozwoju
P. aeruginosa w tkance ptucnej, S. mutans na powierzchni
implantéw czy wielogatunkowego biofilmu w prze-
biegu préchnicy. Egzopolimery umozliwiaja utworzenie
biofilmu na powierzchni statej, nadaja mu charakte-
rystyczny ksztalt i stabilizujg jego strukture. Chronig
komérki w biofilmie przed substancjami szkodliwymi
i czynnikami uktadu odporno$ciowego makroorgani-
zmu, a w warunkach ekstremalnych stanowig substrat
odzywczy. Wydaje sie, ze szczegbtowe scharakteryzowa-
nie polimeréw zewnatrzkomérkowych biofilmu, pozna-
nie zaleznosci miedzy réznymi sktadnikami, szlakéw ich
biosyntezy, a takze zwigzkéw hamujacych ich powstawa-
nie, pozwoli na opracowanie skutecznych metod zapo-
biegania powstawaniu macierzy badZ eradykacji juz
istniejacej struktury. Wdrozenie efektywnych technik
walki z infekcjami zwigzanymi z rozwojem biofilmu na
powierzchniach biotycznych i abiotycznych to wyzwa-
nie dla mikrobiologii na najblizsze lata.
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