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S u m m a r y

Bacterial biofilm resistance is a very serious problem of modern medicine
and industry practice. Microorganisms forming biofilm initiate multilevel resis-
tance mechanisms that protect cells against antibacterial substances. This resis-
tance is higher than antibiotics and disinfectants tolerance of planktonic bacte-
ria. Ineffective of antibacterial compounds action on biofilm depends on biofilm
structure, slowing down the antibiotics diffusion speed, environmental factors
in which biofilm is formed, the presence of capsule of bacteria and the activity
of “efflux pumps” proteins. The process of signal molecules formation by bacte-
ria and releasing them to the medium is also very relevant aspect. In this paper,
the changes in the molecular level that induces bacterial biofilm resistance
against antimicrobial agents are also described.
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1. Wstêp

Drobnoustroje wystêpuj¹ce w ró¿nych œrodowiskach wy-
kszta³ci³y mechanizmy osiadania na powierzchniach abiotycznych
i biologicznych. Taka forma bytowania stwarza im mo¿liwoœæ
³atwiejszego dostêpu do sk³adników od¿ywczych, a tak¿e chroni
komórki przed niekorzystnym wp³ywem czynników œrodowisko-
wych. Uzdolnienia adhezyjne mikroorganizmów wp³ywaj¹ na
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stopieñ ich inwazyjnoœci oraz zdolnoœci do wywo³ywania zaka¿eñ, s¹ przyczyn¹
próchnicy i paradontozy, mog¹ tak¿e decydowaæ o rozprzestrzenianiu siê chorób
zakaŸnych, zw³aszcza w warunkach szpitalnych (1-3). W przemyœle spo¿ywczym,
przywieranie bakterii do powierzchni kontaktuj¹cych siê z ¿ywnoœci¹, mo¿e powo-
dowaæ ska¿enie drobnoustrojami powoduj¹cymi zepsucie lub chorobotwórczymi
(4).

Mikroorganizmy ulegaj¹ce adhezji do powierzchni tworz¹ trwa³e, cienkie war-
stewki nazywane b³onami biologicznymi lub biofilmami. Obecnie biofilmy s¹ defi-
niowane jako z³o¿one wielokomórkowe struktury bakterii otoczone warstw¹ sub-
stancji organicznych i nieorganicznych, produkowanych przez te drobnoustroje,
wykazuj¹ce adhezjê zarówno do powierzchni biologicznych jak i abiotycznych.
Tworzenie biofilmów jest odpowiedzi¹ drobnoustrojów na warunki œrodowiska,
umo¿liwia ich rozwój i prze¿ycie (4,5). Charakterystyczn¹ cech¹ fenotypow¹ komó-
rek bakteryjnych ¿yj¹cych w œrodowisku biofilmu – cech¹, która zwróci³a uwagê
naukowców na te populacje drobnoustrojów, jest ich opornoœæ na wiêkszoœæ obec-
nie dostêpnych œrodków przeciwdrobnoustrojowych. Komórki mikroorganizmów
stanowi¹ce czêœæ biofilmu, s¹ blisko 1000 razy bardziej oporne na dzia³anie sub-
stancji toksycznych (œrodki dezynfekuj¹ce, antybiotyki, surfaktanty) ni¿ te pozo-
staj¹ce w zawiesinie (6-8). Dotychczas dostêpne œrodki przeciwbakteryjne mog¹ wy-
kazywaæ ni¿sz¹ aktywnoœæ w stosunku do odmiennych fenotypowo osiad³ych bakte-
rii, poniewa¿ dobierane by³y i wdra¿ane do produkcji na podstawie stwierdzenia ich
wysokiej aktywnoœci wobec planktonowych populacji bakterii, m.in. w oparciu na
wartoœciach klasycznych wskaŸników – minimalnego stê¿enia hamuj¹cego – MIC
(ang. minimal inhibitory concentration) oraz minimalnego stê¿enia bakteriobójczego
– MBC (ang. minimal bactericidal concentration).

Zjawisko tworzenia siê biofilmu bakteryjnego na powierzchniach abiotycznych
jest bezpoœredni¹ przyczyn¹ a¿ 65% wystêpuj¹cych zaka¿eñ u hospitalizowanych pa-
cjentów, których koszt leczenia przekracza rocznie miliard dolarów (9). Problem po-
wszechnoœci oraz wysokiej opornoœci komórek drobnoustrojów, tworz¹cych b³ony
biologiczne, zainicjowa³ poszukiwania skutecznych metod zwalczaj¹cych i zapobie-
gaj¹cych temu zjawisku.

2. Struktura biofilmu

Dojrza³a postaæ biofilmu sk³ada siê z du¿ej liczby mikrokolonii, oddzielonych od
siebie sieci¹ kanalików, przez które dostarczane s¹ sk³adniki pokarmowe i usuwane
produkty przemiany materii. System ten funkcjonuje jednak dobrze tylko na obrze-
¿ach biofilmu. W g³êbszych jego warstwach skupiska bakterii, po³¹czone substan-
cjami pozakomórkowymi, utrudniaj¹ jego prawid³owe dzia³anie. Ponadto mikroor-
ganizmy wchodz¹ce w sk³ad b³on biologicznych wytwarzaj¹ cz¹steczki sygna³owe
pozwalaj¹ce im na komunikowanie siê i tworzenie kolonii o skomplikowanej struk-
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turze i ró¿norodnych funkcjach. W ten sposób biofilm zaczyna byæ postrzegany jako
prymitywny organizm wielokomórkowy (3,10).

Struktura b³on bakteryjnych powoduje nie tylko wolniejsz¹ dyfuzjê biocydów
przez matrix biofilmu, ale tak¿e utrudnia dotarcie czynników toksycznych do g³êb-
szych warstw b³ony biologicznej. Kinetyka dyfuzji zwi¹zków przeciwdrobnoustrojo-
wych, o wzglêdnej masie cz¹steczkowej wynosz¹cej oko³o 100 kDa, przez warstwy
dojrza³ego biofilmu mo¿e osi¹gaæ wartoœæ ni¿sz¹ nawet o 60-80% w porównaniu
z dyfuzj¹ tych substancji przez agregaty komórek zawieszonych w p³ynie hodowla-
nym (11,12). Ponadto drobnoustroje pozostaj¹ce w zawiesinie s¹ nara¿one na kon-
takt z substancjami toksycznymi na ca³ej powierzchni komórki, podczas gdy dla ko-
mórek tworz¹cych biofilm, powierzchnia ta jest tylko czêœciowo dostêpna dla bez-
poœredniej penetracji. Spowolnion¹ penetracjê cz¹steczek chloru przez biofilm
Pseudomonas aeruginosa/Klebsiella pneumoniae wykaza³ de Beer i wsp. (11). Suci i wsp.
(13) badaj¹c efektywnoœæ bakteriobójcz¹ ciprofloksacyny na biofilm Pseudomonas

aeruginosa odnotowali 20% redukcjê tempa penetracji antybiotyku przez warstwy
b³ony biologicznej.

Darouiche i wsp. (14) wykazali natomiast, ¿e pomimo obecnoœci vankomyciny
w g³êbszych warstwach biofilmu Staphylococcus epidermis, w iloœci przekraczaj¹cej
minimalne stê¿enie bójcze antybiotyku, nie obserwuje siê spadku aktywnoœci meta-
bolicznej badanych drobnoustrojów. Zdaniem autorów wysoka opornoœæ komórek
Staphylococcus epidermis na dzia³anie vankomyciny nie jest efektem wolniejszej dyfu-
zji antybiotyku przez warstwy biofilmu, lecz wynika z redukcji, b¹dŸ nawet utraty
bójczego dzia³ania zastosowanego antybiotyku. Anderl i wsp. (15) badaj¹c efektyw-
noœæ penetracji ampiciliny oraz ciprofloksacyny przez biofilm Klebsiella pneumoniae

równie¿ odnotowali brak dyfuzji ampiciliny przez matrix biofilmu. By³o to spowodo-
wane syntez¹ przez badane drobnoustroje enzymu �-laktamazy. Ciprofloksacyna
z kolei, pomimo swobodnej dyfuzji przez warstwy dojrza³ej b³ony biologicznej
Klebsiella pneumoniae, stopniowo traci³a sw¹ bakteriobójcz¹ aktywnoœæ (15). Na pod-
stawie przeprowadzonych doœwiadczeñ wskazuje siê zatem na istnienie innych, me-
tabolicznych mechanizmów warunkuj¹cych opornoœæ drobnoustrojów w biofilmie
na czynniki toksyczne.

3. Rola otoczek komórkowych

Zewnêtrzna powierzchnia œciany komórkowej wielu bakterii pokryta jest war-
stw¹ substancji o ró¿nym sk³adzie chemicznym, zwan¹ otoczk¹ lub œluzem. Zdol-
noœæ do syntezy okreœlonych substancji otoczkowych jest uwarunkowana genetycz-
nie, a sk³ad chemiczny otoczek ró¿ni siê w zale¿noœci od rodzaju czy gatunku, a nie-
kiedy nawet w obrêbie gatunku. Synteza otoczek jest zazwyczaj uzale¿niona od do-
stêpnoœci sk³adników od¿ywczych w œrodowisku wzrostu bakterii, obecnoœci tlenu
czy fazy wzrostu drobnoustrojów. Wiêkszoœæ otoczek sk³ada siê z polisacharydów,
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które oprócz glukozy zawieraj¹ aminocukry, ramnozê, kwasy uronowe i kwas piro-
gronowy czy octowy. Otoczki niektórych gatunków sk³adaj¹ siê z polipeptydów lub
mog¹ mieæ strukturê z³o¿on¹, bia³kowo-cukrow¹ czy cukrowo-lipidow¹. U drobno-
ustrojów chorobotwórczych otoczki wystêpuj¹ w postaci fibrylli wielocukrowych,
które wi¹¿¹ siê z polimerem kwasu teichojowego (u bakterii gramdodatnich) lub
czêœci¹ cukrow¹ cz¹steczek lipopolisacharydu (LPS) (u bakterii gramujemnych)
(16,17).

Warstwy zewn¹trzkomórkowe s¹ barier¹ przepuszczalnoœci do powierzchni ko-
mórek, chroni¹ je przed fagocytoz¹ i wysychaniem, mog¹ wi¹zaæ jony metali ciê¿-
kich lub kationy niezbêdne komórce do metabolizmu (18). Zewnêtrzna powierzch-
nia œciany komórkowej drobnoustrojów odgrywa równie¿ istotn¹ rolê w procesach
adhezji komórek do powierzchni sta³ych i obni¿a tempo dyfuzji œrodków prze-
ciwdrobnoustrojowych przez warstwy biofilmu (12,16).

Materia³ otoczki jako integralna czêœæ biofilmu bakteryjnego chroni komórki przed
bezpoœrednim wp³ywem œrodków bakteriobójczych. Struktura oraz w³aœciwoœci ze-
wn¹trzkomórkowych otoczek tych samych gatunków bakterii, tworz¹cych biofilm lub
pozostaj¹cych w zawiesinie, istotnie ró¿ni siê (19). Ró¿nice dotycz¹ przede wszystkim
komponentów polisacharydowych otoczek. Gen algC, stymuluj¹cy syntezê zewn¹trz-
komórkowego alginianu komórek Pseudomonas aeruginosa, uaktywnia siê tylko w pro-
cesie tworzenia b³ony biologicznej na p³aszczyŸnie sta³ej. Zjawisko to wystêpuje ju¿
po 15 minutach od momentu osadzenia siê badanych drobnoustrojów na powierzchni
abiotycznej (20). Synteza alginianu jest induktorem wzrostu hydrofilowych w³aœciwo-
œci zewnêtrznej powierzchni œciany komórkowej Pseudomonas aeruginosa, co wyraŸnie
opóŸnia penetracjê hydrofobowych czynników bakteriobójczych przez warstwy biofil-
mu (20-22). Gordon i wsp. (23) zaobserwowali, ¿e wzmo¿ona synteza cz¹steczek algi-
nianu o wypadkowym, ujemnym ³adunku elektrycznym, wyraŸnie spowalnia dyfuzjê
przez warstwy biofilmu Psudomonas aeruginosa dodatnio na³adowanych cz¹stek anty-
biotyków aminoglikozydowych (tj. streptomycyny i gentamycyny). Hentzer i wsp. (24)
wykazali, ¿e równie¿ nadprodukcja zewn¹trzkomórkowego alginianu obni¿a wra¿li-
woœæ biofilmu Pseudomonas spp. na dzia³anie tobramycyny.

Ponadto wzrost udzia³u polisacharydowych komponentów w otoczce zwiêksza
liczbê wolnych grup funkcyjnych, co równie¿ determinuje wysok¹ opornoœæ mikro-
organizmów w biofilmie. Opornoœæ ta dotyczy przede wszystkim wp³ywu cz¹ste-
czek biocydów, kationowych antybiotyków czy przeciwdrobnoustrojowych pepty-
dów na komórki bakteryjne (19). Reaktywne grupy funkcyjne egzopolisacharydów
³¹cz¹c siê z zastosowanymi œrodkami przeciwdrobnoustrojowymi, zapobiegaj¹
przenikaniu czynników toksycznych do cytoplazmy. Adsorpcja œrodków bakterio-
bójczych na powierzchni komórek tworz¹cych biofilm nie jest jednak zjawiskiem
sta³ym. D³ugotrwa³e oddzia³ywanie na biofilm mikrobiologiczny œrodkami przeciw-
drobnoustrojowymi, prowadzi do zmniejszenia roli otoczek bakteryjnych w zjawi-
sku opornoœci. Jest to spowodowane stopniowym brakiem w ³añcuchach egzopoli-
sacharydów bakteryjnych wolnych grup funkcyjnych (12).
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4. Pompy bakteryjne

Opornoœæ komórek bakteryjnych na œrodki antymikrobiologiczne coraz czêœciej
t³umaczona jest tak¿e aktywnoœci¹ bia³ek o w³aœciwoœciach pomp (ang. efflux prote-

ins; pumps). Bia³ka te u bakterii gramujemnych rozpoznaj¹ np. ró¿nego typu antybio-
tyki i usuwaj¹ je z cytoplazmy. Proces ten odgrywa g³ówn¹ rolê w opornoœci bakterii
na tetracyklinê, fluorochinolony, makrolity i �-laktamy. Pompy bakteryjne s¹ zalicza-
ne do jednej z piêciu klas, zwanych te¿ superrodzinami (ang. superfamilies), klasyfi-
kowanych na podstawie liczby segmentów transmembranowych oraz Ÿród³a pozy-
skiwania energii (25). S¹ to: MFS (ang. major facilitator superfamily), transportery ka-
setonowe ABC, czyli tzw. wielobia³kowe systemy transportu (ATP, ang. binding cas-

sette), SMR (ang. small multidrug resistance), RND (ang. resistance-nodulation-division)
oraz MATE (ang. multidrug and toxic compound extrusion). Bia³ka nale¿¹ce do rodziny:
MFS, SMR oraz RND wykorzystuj¹ energiê z pompy protonowej (PMF, ang. proton

motive force). Transportery kasetonowe ABC pozyskuj¹ energiê na drodze hydrolizy
ATP (w tym przypadku przekazywanie energii odbywa siê za poœrednictwem dome-
ny z³o¿onej z oko³o 215 aminokwasów, która warunkuje przy³¹czanie siê i hydrolizê
cz¹steczek ATP) (25,26).

Rodzina MFS obejmuje bia³ka posiadaj¹ce 12 (podrodzina 12-TSM) oraz 14 (pod-
rodzina 14-TMS) segmentów transmembranowych. Do 12-segmentowych transpor-
terów nale¿¹ bia³ka warunkuj¹ce opornoœæ biofilmów Bacillus subtilis czy Staphylococcus

aureus na tetracykliny, bromek etydyny czy akryflawiny (27). Bia³ka podrodziny
14-TMS obni¿aj¹ wra¿liwoœæ komórek Staphylococcus aureus i Mycobacterium spp. na
dzia³anie IV-rzêdowych zwi¹zków amoniowych (28).

Do rodziny SMR transporterów b³onowych nale¿¹ bia³ka o 4 lub 10 segmentach trans-
membranowych. Bia³ka te odpowiedzialne s¹ za czynne usuwanie œrodków dezynfekcyj-
nych, w tym IV-rzêdowych soli amoniowych, z wnêtrza komórek Enterobacteriaceae

tworz¹cych biofilm na powierzchniach sta³ych (29). Za zwiêkszony poziom opornoœci ko-
mórek bakteryjnych na œrodki dezynfekcyjne odpowiadaj¹ przede wszystkim produkty
duplikacji genu ebr, który ³¹cznie z ekspresj¹ genów: smr, gacC oraz gacD, koduje zmiany
fenotypowe tych drobnoustrojów (30).

Pompy typu RND, wystêpuj¹ce wy³¹cznie u bakterii gramujemnych, zawieraj¹
trójsk³adnikowe systemy bia³ek z 12. segmentami transmembranowymi o bardzo
szerokim zakresie substratowym. W przeciwieñstwie do pomp pozosta³ych klas, ro-
dzina RND warunkuje najefektywniejsze usuwanie antybiotyków i innych chemiote-
rapeutyków, detergentów, rozpuszczalników oraz inhibitorów metabolizmu komó-
rek bakteryjnych (29). W procesie aktywnego usuwania œrodków przeciwdrobno-
ustrojowych z wnêtrza komórek tworz¹cych biofilm, uczestniczy system trzech bia-
³ek. Do tego systemu nale¿¹ moleku³y transportuj¹ce zwi¹zki przez b³onê cytopla-
zmatyczn¹ komórek, moleku³y transportuj¹ce zwi¹zki w przestrzeni peryplazma-
tycznej i moleku³y tworz¹ce kana³ w zewnêtrznej b³onie drobnoustrojów, którym
ostatecznie zwi¹zek jest usuwany poza komórkê (31). Do transporterów takich na-
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le¿¹ np. bia³ka ArcB/ArcA/TolC czy Melb/MexA/OprM (32). Podobne dzia³anie wyka-
zuj¹ tak¿e pompy typu MATE (33,34).

Opornoœæ komórek Escherichia coli na dzia³anie erytromycyny warunkowana jest
obecnoœci¹ bia³ek nale¿¹cych do rodziny transporterów kasetonowych ABC. Erytro-
mycyna jest s³ab¹ zasad¹ i staje siê s³abiej zjonizowana w miarê wzrostu pH œrodo-
wiska (35). Forma niezjonizowana antybiotyku znacznie ³atwej penetruje przez b³o-
nê zewnêtrzn¹ drobnoustrojów. Dotarcie antybiotyku do wnêtrza komórek uaktyw-
nia proces, odpowiadaj¹cy czterem stanom konformacyjnym kompleksu HisQMP2.
Kompleks HisQMP2 z³o¿ony jest z dwóch podjednostek transb³onowych HisQ i HisM
oraz z dwóch podjednostek HisP. Zmiany przestrzenne HisQMP2 umo¿liwiaj¹ ca³ko-
wite otwarcie kana³u transb³onowego i efektywne usuniêcie antybiotyku z wnêtrza
komórek (26,33).

Synteza bia³ek o w³aœciwoœciach pomp indukowana jest oddzia³ywaniem na komór-
ki subletalnych dawek œrodków przeciwdrobnoustrojowych. W biofilmie Escherichia coli

produkcja pomp bakteryjnych warunkowana jest wiekiem populacji i rozpoczyna³a
siê po osi¹gniêciu przez poszczególne warstwy komórek stacjonarnej fazy wzrostu
(36). Dzia³anie tych bia³ek ma wp³yw na zdolnoœci adaptacyjne komórek bakteryj-
nych do niekorzystnych warunków, np. obecnoœci rozpuszczalników organicznych
w œrodowisku ich wzrostu. Mikroorganizmy na skutek zwiêkszania swoich wymia-
rów, zmniejszaj¹ stosunek powierzchni komórki do objêtoœci (powierzchnia wzglêd-
na), co determinuje mniejsz¹ adsorpcjê sk³adników pokarmowych przez jednostkê
powierzchni (37). Wraz ze zmniejszaniem siê powierzchni wzglêdnej drobnoustro-
jów mo¿e wzrastaæ efektywnoœæ dzia³ania pomp b³onowych (38). Przy ograniczonej
dostêpnoœci substancji pokarmowych w œrodowisku hodowlanym obserwowana jest
sytuacja odwrotna – komórki zmniejszaj¹ swoje wymiary, co powoduje zwiêksze-
nie ich wzglêdnej powierzchni i u³atwia pobór i konsumpcjê sk³adników od¿yw-
czych w tych warunkach wzrostu (38,39). Przy za³o¿eniu, ¿e komórki tworz¹ce bio-
film nie zmieniaj¹ swojej objêtoœci, ale za to znacz¹co ograniczona jest powierzch-
nia wymiany ró¿nych substancji, drastycznie bêdzie mala³a ich powierzchnia
wzglêdna, przez co efektywnoœæ dzia³ania efflux pumps (szczególnie bia³ek nale-
¿¹cych do rodziny transporterów kasetonowych ABC) musi byæ naprawdê du¿a
i substancje toksyczne bêd¹ szybko usuwane z komórki (26,40).

5. Warunki wzrostu (czynniki œrodowiskowe)

Komórki pozostaj¹ce w g³êbszych warstwach biofilmu maj¹ mniej sk³adników
od¿ywczych i tlenu, zmieniaj¹ swoj¹ fizjologiê, zmniejszaj¹c tempo wzrostu i prze-
chodz¹c w stan zbli¿ony do anabiozy. Wykazuj¹ wtedy zmniejszon¹ wra¿liwoœæ na
dzia³anie substancji toksycznych (12). W kontrolowanych warunkach wzrostu ko-
mórki tworz¹ce biofilm i komórki w zawiesinie wykazuj¹ zwiêkszon¹ opornoœæ na
œrodki antymikrobiologiczne w miarê zaawansowania hodowli (faza wzrostu). Wol-
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niejszy wzrost lub nawet jego brak, chroni komórki przed dzia³aniem substancji an-
tymikrobiologicznych (9). Dzia³anie bakteriobójcze antybiotyków polega g³ównie na
modyfikacji szlaków biosyntezy poszczególnych sk³adników œciany komórkowej
i b³ony protoplazmatycznej bakterii (35). W dojrza³ych postaciach biofilmów, któ-
rych komórki osi¹gnê³y stacjonarn¹ fazê wzrostu, a zatem s¹ mniej aktywne meta-
bolicznie, dzia³anie bakteriobójcze antybiotyku staje siê nieefektywne. Tanaka
i wsp. (41), badaj¹c stopieñ wra¿liwoœci biofilmu Pseudomonas aeruginosa na �-lakta-
mowe antybiotyki, potwierdzili te zale¿noœci. W przeprowadzonych eksperymen-
tach opornoœæ komórek Pseudomonas aeruginosa na zastosowane antybiotyki, wzra-
sta³a po osi¹gniêciu przez mikroorganizmy stacjonarnej fazy wzrostu (41). Brooun
i wsp. (42) zaobserwowali równie¿ wp³yw zredukowanego tempa wzrostu komórek
na opornoœæ biofilmu Pseudomonas aeruginosa na tetracyklinê. W przeprowadzonych
doœwiadczeniach nie odnotowano natomiast wp³ywu zmniejszonego tempa wzro-
stu drobnoustrojów na opornoœæ na tobramycynê (42). Na podstawie przedstawio-
nych wyników mo¿na zatem przypuszczaæ, ¿e komórki w biofilmie, osi¹gaj¹c stan
zbli¿ony do anabiozy, nie nabywaj¹ trwa³ej opornoœci na wszystkie czynniki prze-
ciwdrobnoustrojowe. Obserwowana opornoœæ komórek, znajduj¹cych siê w fazie
spowolnionego wzrostu lub fazie stacjonarnej, zwi¹zana jest raczej z opóŸnionym
dzia³aniem na drobnoustroje pewnych œrodków bakteriobójczych.

Aktywnoœæ metaboliczna drobnoustrojów w poszczególnych warstwach biofilmu
determinowana jest tak¿e zró¿nicowan¹ poda¿¹ tlenu (19). Komórki z ró¿nych
warstw b³ony biologicznej, odznaczaj¹ siê zatem odmienn¹ wra¿liwoœci¹ na dzia-
³anie œrodków przeciwdrobnoustrojowych. Za wysok¹ opornoœæ mikroorganizmów,
wystêpuj¹cych w g³êbszych czêœciach biofilmu, gdzie praktycznie panuj¹ warunki
beztlenowe, odpowiada synteza wysokocz¹steczkowych bia³ek, których funkcje nie
zosta³y dotychczas wyjaœnione (22). Walters i wsp. (43) tak¿e wykazali, ¿e opornoœæ
biofilmu Pseudomonas aeruginosa na dzia³anie ciprofloksacyny oraz tobramycyny
zwiêksza³a siê wraz z ograniczeniem dostêpnoœci do komórek tlenu.

Opornoœæ biofilmu bakteryjnego wzrasta tak¿e w miarê up³ywu czasu. Podczas
„starzenia siê” biofilmu przyczepione komórki rosn¹, namna¿aj¹c siê tworz¹ wielo-
warstwow¹ populacjê, która utrudnia przenikanie substancji toksycznych. LeCheval-
lier i wsp. (44) wykazali, ¿e 7-dniowy biofilm jest bardziej oporny na chlorowanie
ni¿ 2-dniowy, rosn¹cy w tych samych warunkach. Podobne obserwacje poczynili Lee
i Frank (45), którzy opisuj¹ wzrost opornoœci komórek tworz¹cych 8-dniowy biofilm
na IV-rzêdowe sole amoniowe jako efekt tworzenia mikrokolonii, które nie by³y
obecne po 4 h.

Spoœród innych czynników œrodowiskowych, determinuj¹cych wysok¹ opornoœæ
komórek bakteryjnych na dzia³anie substancji przeciwdrobnoustrojowych, istotn¹
rolê odgrywa rodzaj powierzchni, na której wytworzona zosta³a b³ona biologiczna.
Tak¹ zale¿noœæ zaobserwowali Krysiñski i wsp. (46), badaj¹c wra¿liwoœæ biofilmu
Listeria monocytogenes na dzia³anie ró¿nych czynników antymikrobiologicznych.
W przeprowadzonych badaniach wykazano, ¿e biofilm Listeria monocytogenes ³atwiej
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jest inaktywowaæ i usun¹æ z powierzchni stalowych ni¿ z powierzchni tworzyw
sztucznych (polistyren, poliuretan). Podczas zastosowania mikroskopii skaningowej
nie wykazano znacz¹cych ró¿nic w topografii i nie wyjaœniono tego zjawiska.

6. Quorum sensing

Quorum sensing to zjawisko chemicznego „komunikowania siê” drobnoustrojów,
polegaj¹ce na wytwarzaniu i wydzielaniu do otoczenia moleku³ sygna³owych (auto-
induktorów), które wykorzystywane s¹ w ró¿nych procesach fizjologicznych, m.in.
w tworzeniu biofilmu. Wzrost stê¿enia autoinduktorów jest funkcj¹ liczby komórek.
„Porozumiewanie siê” mikroorganizmów mo¿e zachodziæ miêdzy komórkami jed-
nego gatunku lub ró¿nych gatunków. Natura chemiczna sygna³ów, mechanizmy ich
dzia³ania, oraz geny kontroluj¹ce quorum sensing ró¿ni¹ siê w ka¿dym przypadku
(47).

Wyró¿nia siê dwie grupy systemów komunikacji bakterii gramdodatnich i gra-
mujemnych. Drobnoustroje gramdodatnie komunikuj¹ siê za poœrednictwem mole-
ku³ bia³kowych, wykorzystuj¹c dwuelementowy system detekcji i odpowiedzi na
obecnoœæ autoinduktora. Proces przekazywania sygna³u opiera siê na kaskadzie re-
akcji: fosforylacji i defosforylacji. W pocz¹tkowym etapie, komunikacji komórek
wzrasta iloœæ autoinduktora bia³kowego proporcjonalnie do wzrostu gêstoœci mi-
kroorganizmów. Nastêpnie bia³ko to jest rozpoznawane przez transb³onow¹ kinazê
bia³kow¹, która w kontakcie z ligandem ulega procesowi fosforylacji, zapocz¹tko-
wuj¹c tym samym kaskadê przemian koñcz¹cych siê ufosforylowaniem bia³ka regu-
latorowego. Nastêpnie ufosforylowane bia³ko regulatorowe wi¹¿e siê z odpowied-
nim odcinkiem DNA, inicjuj¹c tym samym transkrypcjê genów docelowych (47,48).

Drobnoustroje gramujemne komunikuj¹ siê za poœrednictwem niskocz¹stecz-
kowych acetylowanych laktonów homoseryny (acyl-HSL, ang. acylated homoserine

lactones), syntaz autoinduktora LuxI oraz rodziny bia³kowych regulatorów tran-
skrypcyjnych LuxR (49). Bia³ko z rodziny LuxR jest czynnikiem zale¿nym od cz¹s-
teczki acyl-HSL. N-koñcowy fragment ³añcucha polipeptydowego bia³ka LuxR roz-
poznaje i wi¹¿e siê specyficznie z acyl-HSL. W ten sposób LuxR mo¿e oddzia³ywaæ
z sekwencj¹ promotorow¹ operonu, co prowadzi do transkrypcji genów docelo-
wych (50,51). Cz¹steczki LuxI uczestnicz¹ w szlaku biosyntezy laktonów homose-
ryny (52). Autoinduktory acyl-HSL w strukturze biofilmu swobodnie dyfunduj¹
z jednej komórki do drugiej (53). Ze wzglêdu na odleg³oœci jakie musi pokonaæ
cz¹steczka sygna³owa w biofilmie, system komunikacji miêdzykomórkowej jest
o wiele bardziej prawdopodobny ni¿ w populacjach bakterii pozostaj¹cych w za-
wiesinie. Zjawisko to zosta³o potwierdzone w b³onach biologicznych, utworzo-
nych przez nastêpuj¹ce rodzaje mikroorganizmów: Yersinia spp., Serratia spp., Vibrio

spp., Rhizobium spp., Pseudomonas spp., Erwinia spp., Enterobacter spp., Citrobacter

spp. oraz Aeromonas spp. (54).

Mechanizmy warunkuj¹ce opornoœæ biofilmów bakteryjnych na czynniki antymikrobiologiczne

BIOTECHNOLOGIA 1 (76) 40-52 2007 47



Przekazywanie i odbiór sygna³ów mo¿e byæ u¿yteczny w ró¿nicowaniu siê komó-
rek w biofilmie. Rola quorum sensing w opornoœci komórek tworz¹cych biofilm na
œrodki antymikrobiologiczne nie zosta³a dotychczas dok³adnie wyjaœniona. Davis
i wsp. (55) wykazali, ¿e mutanty Pseudomonas aeruginosa, zdolne do wytwarzania
substancji sygna³owych, nie tworz¹ biofilmu o normalnej strukturze. S¹ tak¿e bar-
dziej wra¿liwe na dzia³anie SDS (siarczan dodecylu sodu). Podobne obserwacje po-
czynili tak¿e Hastett i wsp. (56), którzy wykazali wiêksz¹ wra¿liwoœæ mutantów
Pseudomonas aeruginosa na stê¿enie 50 mM H2O2 (woda utleniona) w stosunku do
szczepów dzikich, nie wykazuj¹cych zjawiska quorum sensing. Brooun i wsp. (42) nie
stwierdzili natomiast ró¿nic w opornoœci komórek Pseudomonas aeruginosa tworz¹-
cych biofilm, na SDS, ofloxacynê i tobramycynê, bez wzglêdu na ich zdolnoœci do
komunikowania siê. Jednak¿e autorzy tych badañ sugerowali, ¿e mo¿e to byæ zale¿-
ne od rodzaju powierzchni na której osadzaj¹ siê drobnoustroje.

7. Zmiany na poziomie molekularnym

Drobnoustroje tworz¹ce biofilm, zmieniaj¹c swój metabolizm i ekspresjê mate-
ria³u genetycznego, staj¹ siê wysoce oporne na dzia³anie ró¿norodnych œrodków an-
tymikrobiologicznych. Zjawisko to dotyczy równie¿ komórek potomnych, uwalnia-
nych z biofilmu do œrodowiska zewnêtrznego (57). Zastosowanie metod biologii
molekularnej, polegaj¹cych m.in. na wykrywaniu specyficznego mRNA metod¹ RT
PCR czy identyfikacji komórkowego rRNA technik¹ hybrydyzacji in situ, dostarczy³o
nowych informacji o zmianach na poziomie molekularnym, zachodz¹cych w komór-
kach mikroorganizmów tworz¹cych biofilm (57,58).

Drobnoustroje, tworz¹ce b³ony biologiczne, uruchamiaj¹ ró¿norodne mechani-
zmy genetyczne, które umo¿liwiaj¹ eliminacjê wp³ywu na komórki œrodków prze-
ciwdrobnoustrojowych lub reperacje powsta³ych w komórkach uszkodzeñ. Mo¿e to
byæ mechanizm konstytutywny, który zwi¹zany jest z ekspresj¹ odpowiednich ge-
nów, lub mechanizm indukcyjny, inicjowany obecnoœci¹ czynnika antymikrobiolo-
gicznego. Odpowiedzi adaptacyjne biofilmów s¹ kontrolowane w g³ównej mierze
przez czynniki transkrypcyjne sigma (�, RpoS), które uaktywniaj¹ siê po osi¹gniêciu
przez drobnoustroje stacjonarnej fazy wzrostu. Czynnik � jest t¹ czêœci¹ transkryp-
tazy, która ma zdolnoœæ specyficznego wi¹zania siê z DNA. W biofilmie Escherichia

coli oraz Pseudomonas aeruginosa regulacja inicjacji transkrypcji z udzia³em czynnika
� umo¿liwia wytworzenie bia³ek uodparniaj¹cych populacje komórek na dzia³anie
antybiotyków (59,60).

W badaniach przeprowadzonych przez Xu i wsp. (60) wykazano wzmo¿on¹ eks-
presjê 1% analizowanych genów biofilmu Pseudomonas aeruginosa. Geny te kodowa³y
bia³ka, uczestnicz¹ce w procesach translacji, transportu cz¹steczek przez zewnêtrz-
ne struktury komórek oraz w procesach sekrecji. Produkty ekspresji tych genów
bezpoœrednio determinowa³y wysok¹ opornoœæ biofilmu Pseudomonas spp. na dzia-
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³anie biocydów i innych œrodków przeciwdrobnoustrojowych (60). Parkins i wsp.
(61) wykazali, ¿e opornoœæ populacji Pseudomonas aeruginosa na dzia³anie tobramy-
cyny warunkowana jest tak¿e przez produkty ekspresji genu gacA. Uszkodzenie
tego genu uniemo¿liwi³o tworzenie siê dojrza³ej matrycy biofilmu bakteryjnego na
powierzchni sta³ej i tym samym wyraŸnie zwiêkszy³o wra¿liwoœæ badanych drobno-
ustrojów na dzia³anie antybiotyku.

W osiad³ych populacjach drobnoustrojów nastêpuje równie¿ aktywacja genów, któ-
rych produkty ekspresji neutralizuj¹ dzia³anie bójcze cz¹steczek antybiotyków oraz
substancji dezynfekuj¹cych (19). W gramdodatnich komórkach (g³ównie Enterococcus

spp.) tworz¹cych biofilm, aktywowany jest gen tolA, który obni¿a stopieñ powino-
wactwa antybiotyków aminoglikozydowych do receptorów dla Ca2+ i Mg2+, zlokali-
zowanych w lipopolisacharydach otoczki komórkowej. Na skutek braku mo¿liwoœci
wi¹zania siê aminoglikozydów z lipopolisacharydami os³ony bakteryjnej, gen tolA

skutecznie zabezpiecza b³onê protoplazmatyczn¹ komórek przed uszkodzeniem
przez antybiotyki (35).

W komórkach bakteryjnych tworz¹cych b³onê biologiczn¹ aktywowane s¹ tak¿e
geny odpowiedzialne za syntezê enzymów rozk³adaj¹cych wolno dyfunduj¹ce sub-
stancje antymikrobiologiczne (21). Przypuszcza siê, ¿e enzymy te tak¿e modyfikuj¹
budowê i tym samym w³aœciwoœci przeciwdrobnoustrojowe ró¿nych substancji (12).
Przyleganie komórek Pseudomonas aeruginosa do powierzchni sta³ych powoduje de-
represjê genów warunkuj¹cych syntezê �-laktamaz, które kumulowane s¹ w wyso-
kich stê¿eniach w œluzie otaczaj¹cym komórki. �-laktamazy, degraduj¹ cz¹steczki
antybiotyków, zanim przenikn¹ one do b³ony zewnêtrznej komórek Pseudomonas

aeruginosa (62).
Whiteley i wsp. (63) wykazali, ¿e d³ugotrwa³e oddzia³ywanie na biofilm Pseudomonas

aeruginosa tobramycyny, zmieni³o stopieñ ekspresji dodatkowych 20 genów. Oprócz
genów pomp bakteryjnych, aktywowane by³y geny dnaK oraz groES, których produkty
ekspresji inaktywowa³y dzia³anie tobramycyny na komórki (63). Podobne zale¿noœci
zaobserwowa³ Anwar i wsp. (64) oraz Vergeers i Blaser (65) badaj¹c opornoœæ biofilmu
Staphylococcus spp. na tobramycynê, cefaleksynê i amikacynê.

D³ugotrwa³a ekspozycja biofilmów drobnoustrojowych na wysokie stê¿enia an-
tybiotyków, mo¿e byæ induktorem punktowych mutacji genów, których produkty
ekspresji podnosz¹ poziom opornoœci komórek. D³ugotrwa³e oddzia³ywanie pipera-
cyliny na biofilm Streptococcus pneumoniae spowodowa³o wyst¹pienie punktowej mu-
tacji w genie cpoA koduj¹cym bia³ko, wykazuj¹ce homologiê do glikozylotransferaz
(66). Produkt ekspresji genu cpoA jest wymagany podczas biosyntezy kwasu tejcho-
jowego, wystêpuj¹cego w œcianie komórkowej Streptococcus pneumoniae (67). Muta-
cja genu cpoA doprowadzi³a do modyfikacji syntezy cz¹steczki kwasu tejchojowego,
co skutecznie zabezpieczy³o powierzchniowe struktury badanego biofilmu na dzia-
³anie antybiotyków (67).

Ró¿nice w elektroforetycznych profilach bia³ek drobnoustrojów tworz¹cych na
powierzchniach sta³ych biofilm oraz komórek pozostaj¹cych w zawiesinie, s¹ rezul-
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tatem ró¿nej poda¿y substancji pokarmowych. Komórki znajduj¹ce siê w g³êbszych
warstwach biofilmu, gdzie dociera mniej sk³adników pokarmowych, d¹¿¹ do mini-
malizacji wydatku energetycznego, zwi¹zanego z biosyntez¹ bia³ka (67). Nie ozna-
cza to jednak ca³kowitego zahamowania ekspresji materia³u genetycznego u tych
mikroorganizmów. Drobnoustroje tworz¹ce b³onê biologiczn¹, syntetyzuj¹ de novo

specyficzne bia³ka, których obecnoœæ w komórkach warunkuje opornoœæ biofilmu na
dzia³anie szeregu czynników antybakteryjnych (8). Whiteley i wsp. (63) zaobserwo-
wali wzmo¿on¹ syntezê ponad 50% z 800 analizowanych bia³ek dojrza³ej matrycy
biofilmu Pseudomonas aeruginosa. Syntetyzowane bia³ka przez komórki badanej b³o-
ny biologicznej warunkowa³y opornoœæ przede wszystkim na oksydatywne uszko-
dzenia (63).

8. Podsumowanie

Opornoœæ biofilmów bakteryjnych na dzia³anie chemioterapeutyków czy po-
wszechnie stosowanych œrodków dezynfekcyjnych, stanowi powa¿ny problem
wspó³czesnej medycyny i praktyki przemys³owej. ¯yj¹c w skupiskach, drobnoustro-
je wykszta³caj¹ wielop³aszczyznowe mechanizmy obrony przed degradacyjnym
wp³ywem na komórki substancji antymikrobiologicznych. Wytwarzanie cz¹steczek
sygna³owych umo¿liwia komórkom komunikowanie siê i tworzenie kolonii wysoce
opornych na dzia³anie biocydów. Struktura b³on biologicznych powoduje nie tylko
wolniejsz¹ dyfuzjê œrodków antymikrobiologicznych przez matrix biofilmu, ale tak-
¿e utrudnia dotarcie czynników toksycznych do komórek zlokalizowanych w g³êb-
szych warstwach biofilmu. Problem wysokiej opornoœci b³on biologicznych na dzia-
³anie substancji antymikrobiologicznych zwi¹zany jest tak¿e ze specyfik¹ zmian me-
tabolicznych i genetycznych, indukowanych faz¹ wzrostu komórek wspó³tworz¹cych
biofilm. Do tych przemian zalicza siê przede wszystkim biosyntezê zewn¹trzkomór-
kowych polisacharydów, bia³ek enzymatycznych oraz bia³ek efflux pumps.

Nieustannie poszukuje siê nowych mo¿liwoœci zapobiegania zjawisku tworzenia
siê biofilmu oraz leczenia zaka¿eñ, wywo³anych przez wysoce oporne drobnoustro-
je. Opracowanie nowej generacji antybiotyków czy œrodków dezynfekcyjnych, mo¿e
nie zapewniæ d³ugotrwa³ego efektu. Problem opornoœci biofilmów bakteryjnych prê-
dzej czy póŸniej bêdzie równie¿ dotyczyæ nowych substancji antymikrobiologicz-
nych. Jedyn¹, skuteczn¹ strategi¹ jest lepsze zrozumienie natury sk³adników komór-
kowych i ich funkcji w opornoœci na biocydy bakterii pozostaj¹cych w biofilmie.
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