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Summary

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. Wstęp

Drobnoustroje występujące w różnych środowiskach wy
kształciły mechanizmy osiadania na powierzchniach abiotycznych 
i biologicznych. Taka forma bytowania stwarza im możliwość 
łatwiejszego dostępu do składników odżywczych, a także chroni 
komórki przed niekorzystnym wpływem czynników środowisko
wych. Uzdolnienia adhezyjne mikroorganizmów wpływają na
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Stopień ich inwazyjności oraz zdolności do wywoływania zakażeń, są przyczyną 
próchnicy i paradontozy, mogą także decydować o rozprzestrzenianiu się chorób 
zakaźnych, zwłaszcza w warunkach szpitalnych (1-3). W przemyśle spożywczym, 
przywieranie bakterii do powierzchni kontaktujących się z żywnością, może powo
dować skażenie drobnoustrojami powodującymi zepsucie lub chorobotwórczymi 
(4).

Mikroorganizmy ulegające adhezji do powierzchni tworzą trwałe, cienkie war
stewki nazywane błonami biologicznymi lub biofilmami. Obecnie biofilmy są defi
niowane jako złożone wielokomórkowe struktury bakterii otoczone warstwą sub
stancji organicznych i nieorganicznych, produkowanych przez te drobnoustroje, 
wykazujące adhezję zarówno do powierzchni biologicznych jak i abiotycznych. 
Tworzenie biofilmów jest odpowiedzią drobnoustrojów na warunki środowiska, 
umożliwia ich rozwój i przeżycie (4,5). Charakterystyczną cechą fenotypową komó
rek bakteryjnych żyjących w środowisku biofilmu - cechą, która zwróciła uwagę 
naukowców na te populacje drobnoustrojów, jest ich oporność na większość obec
nie dostępnych środków przeciwdrobnoustrojowych. Komórki mikroorganizmów 
stanowiące część biofilmu, są blisko 1000 razy bardziej oporne na działanie sub
stancji toksycznych (środki dezynfekujące, antybiotyki, surfaktanty) niż te pozo
stające w zawiesinie (6-8). Dotychczas dostępne środki przeciwbakteryjne mogą wy
kazywać niższą aktywność w stosunku do odmiennych fenotypowo osiadłych bakte
rii, ponieważ dobierane były i wdrażane do produkcji na podstawie stwierdzenia ich 
wysokiej aktywności wobec planktonowych populacji bakterii, m.in. w oparciu na 
wartościach klasycznych wskaźników - minimalnego stężenia hamującego - MIC 
(ang. minimal inhibitory concentration) oraz minimalnego stężenia bakteriobójczego 
- MBC (ang. minimal bactericidal concentration).

Zjawisko tworzenia się biofilmu bakteryjnego na powierzchniach abiotycznych 
jest bezpośrednią przyczyną aż 65% występujących zakażeń u hospitalizowanych pa
cjentów, których koszt leczenia przekracza rocznie miliard dolarów (9). Problem po
wszechności oraz wysokiej oporności komórek drobnoustrojów, tworzących błony 
biologiczne, zainicjował poszukiwania skutecznych metod zwalczających i zapobie
gających temu zjawisku.

2. Struktura biofilmu

Dojrzała postać biofilmu składa się z dużej liczby mikrokolonii, oddzielonych od 
siebie siecią kanalików, przez które dostarczane są składniki pokarmowe i usuwane 
produkty przemiany materii. System ten funkcjonuje jednak dobrze tylko na obrze
żach biofilmu. W głębszych jego warstwach skupiska bakterii, połączone substan
cjami pozakomórkowymi, utrudniają jego prawidłowe działanie. Ponadto mikroor
ganizmy wchodzące w skład błon biologicznych wytwarzają cząsteczki sygnałowe 
pozwalające im na komunikowanie się i tworzenie kolonii o skomplikowanej struk
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turze i różnorodnych funkcjach. W ten sposób biofilm zaczyna być postrzegany jako 
prymitywny organizm wielokomórkowy (3,10).

Struktura błon bakteryjnych powoduje nie tylko wolniejszą dyfuzję biocydów 
przez matrix biofilmu, ale także utrudnia dotarcie czynników toksycznych do głęb
szych warstw błony biologicznej. Kinetyka dyfuzji związków przeciwdrobnoustrojo- 
wych, o względnej masie cząsteczkowej wynoszącej około 100 kDa, przez warstwy 
dojrzałego biofilmu może osiągać wartość niższą nawet o 60-80% w porównaniu 
z dyfuzją tych substancji przez agregaty komórek zawieszonych w płynie hodowla
nym (11,12). Ponadto drobnoustroje pozostające w zawiesinie są narażone na kon
takt z substancjami toksycznymi na całej powierzchni komórki, podczas gdy dla ko
mórek tworzących biofilm, powierzchnia ta jest tylko częściowo dostępna dla bez
pośredniej penetracji. Spowolnioną penetrację cząsteczek chloru przez biofilm 
Pseudomonas aeruginosa/Klebsiella pneumoniae wykazał de Beer i wsp. (11). Suci i wsp. 
(13) badając efektywność bakteriobójczą ciprofloksacyny na biofilm Pseudomonas 
aeruginosa odnotowali 20% redukcję tempa penetracji antybiotyku przez warstwy 
błony biologicznej.

Darouiche i wsp. (14) wykazali natomiast, że pomimo obecności vankomyciny 
w głębszych warstwach biofilmu Staphylococcus epidermis, w ilości przekraczającej 
minimalne stężenie bójcze antybiotyku, nie obserwuje się spadku aktywności meta
bolicznej badanych drobnoustrojów. Zdaniem autorów wysoka oporność komórek 
Staphylococcus epidermis na działanie vankomyciny nie jest efektem wolniejszej dyfu
zji antybiotyku przez warst\vy biofilmu, lecz wynika z redukcji, bądź nawet utraty 
bójczego działania zastosowanego antybiotyku. Anderl i wsp. (15) badając efektyw
ność penetracji ampiciliny oraz ciprofloksacyny przez biofilm Klebsiella pneumoniae 
również odnotowali brak dyfuzji ampiciliny przez matrix biofilmu. Było to spowodo
wane syntezą przez badane drobnoustroje enzymu p-laktamazy. Ciprofloksacyna 
z kolei, pomimo swobodnej dyfuzji przez warstwy dojrzałej błony biologicznej 
Klebsiella pneumoniae, stopniowo traciła swą bakteriobójczą aktywność (15). Na pod
stawie przeprowadzonych doświadczeń wskazuje się zatem na istnienie innych, me
tabolicznych mechanizmów warunkujących oporność drobnoustrojów w biofilmie 
na czynniki toksyczne.

3. Rola otoczek komórkowych

Zewnętrzna powierzchnia ściany komórkowej wielu bakterii pokryta jest war
stwą substancji o różnym składzie chemicznym, zwaną otoczką lub śluzem. Zdol
ność do syntezy określonych substancji otoczkowych jest uwarunkowana genetycz
nie, a skład chemiczny otoczek różni się w zależności od rodzaju czy gatunku, a nie
kiedy nawet w obrębie gatunku. Synteza otoczek jest zazwyczaj uzależniona od do
stępności składników odżywczych w środowisku wzrostu bakterii, obecności tlenu 
czy fazy wzrostu drobnoustrojów. Większość otoczek składa się z polisacharydów.
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które oprócz glukozy zawierają aminocukry, ramnozę, kwasy uronowe i kwas piro- 
gronowy czy octowy. Otoczki niektórych gatunków składają się z polipeptydów lub 
mogą mieć strukturę złożoną, białkowo-cukrową czy cukrowo-lipidową. U drobno
ustrojów chorobotwórczych otoczki występują w postaci fibrylli wielocukrowych, 
które wiążą się z polimerem kwasu teichojowego (u bakterii gramdodatnich) lub 
częścią cukrową cząsteczek lipopolisacharydu (LPS) (u bakterii gramujemnych) 
(16.17).

Warstwy zewnątrzkomórkowe są barierą przepuszczalności do powierzchni ko
mórek, chronią je przed fagocytozą i wysychaniem, mogą wiązać jony metali cięż
kich lub kationy niezbędne komórce do metabolizmu (18). Zewnętrzna powierzch
nia ściany komórkowej drobnoustrojów odgrywa również istotną rolę w procesach 
adhezji komórek do powierzchni stałych i obniża tempo dyfuzji środków prze- 
ciwdrobnoustrojowych przez warstwy biofilmu (12,16).

Materiał otoczki jako integralna część biofilmu bakteryjnego chroni komórki przed 
bezpośrednim wpływem środków bakteriobójczych. Struktura oraz właściwości ze- 
wnątrzkomórkowych otoczek tych samych gatunków bakterii, tworzących biofilm lub 
pozostających w zawiesinie, istotnie różni się (19). Różnice dotyczą przede wszystkim 
komponentów polisacharydowych otoczek. Gen algC, stymulujący syntezę zewnątrz- 
komórkowego alginianu komórek Pseudomonas aeruginosa, uaktywnia się tylko w pro
cesie tworzenia błony biologicznej na płaszczyźnie stałej. Zjawisko to występuje już 
po 15 minutach od momentu osadzenia się badanych drobnoustrojów na powierzchni 
abiotycznej (20). Synteza alginianu jest induktorem wzrostu hydrofilowych właściwo
ści zewnętrznej powierzchni ściany komórkowej Pseudomonas aeruginosa, co wyraźnie 
opóźnia penetrację hydrofobowych czynników bakteriobójczych przez warstwy biofil- 
mu (20-22). Gordon i wsp. (23) zaobserwowali, że wzmożona synteza cząsteczek algi
nianu o wypadkowym, ujemnym ładunku elektrycznym, wyraźnie spowalnia dyfuzję 
przez warstwy biofilmu Psudomonas aeruginosa dodatnio naładowanych cząstek anty
biotyków aminoglikozydowych (tj. streptomycyny i gentamycyny). Hentzer i wsp. (24) 
wykazali, że również nadprodukcja zewnątrzkomórkowego alginianu obniża wrażli
wość biofilmu Pseudomonas spp. na działanie tobramycyny.

Ponadto wzrost udziału polisacharydowych komponentów w otoczce zwiększa 
liczbę wolnych grup funkcyjnych, co również determinuje wysoką oporność mikro
organizmów w biofilmie. Oporność ta dotyczy przede wszystkim wpływu cząste
czek biocydów, kationowych antybiotyków czy przeciwdrobnoustrojowych pepty- 
dów na komórki bakteryjne (19). Reaktywne grupy funkcyjne egzopolisacharydów 
łącząc się z zastosowanymi środkami przeciwdrobnoustrojowymi, zapobiegają 
przenikaniu czynników toksycznych do cytoplazmy. Adsorpcja środków bakterio
bójczych na powierzchni komórek tworzących biofilm nie jest jednak zjawiskiem 
stałym. Długotrwałe oddziaływanie na biofilm mikrobiologiczny środkami przeciw
drobnoustrojowymi, prowadzi do zmniejszenia roli otoczek bakteryjnych w zjawi
sku oporności, jest to spowodowane stopniowym brakiem w łańcuchach egzopoli
sacharydów bakteryjnych wolnych grup funkcyjnych (12).
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4. Pompy bakteryjne

Oporność komórek bakteryjnych na środki antymikrobiologiczne coraz częściej 
tłumaczona jest także aktywnością białek o właściwościach pomp (ang. ejflux prote
ins-, pumps). Białka te u bakterii gramujemnych rozpoznają np. różnego typu antybio
tyki i usuwają je z cytoplazmy. Proces ten odgrywa główną rolę w oporności bakterii 
na tetracyklinę, fluorochinolony, makrolity i p-laktamy. Pompy bakteryjne są zalicza
ne do jednej z pięciu klas, zwanych też superrodzinami (ang. superfamilies), klasyfi
kowanych na podstawie liczby segmentów transmembranowych oraz źródła pozy
skiwania energii (25). Są to: MFS (ang. major facHitotor superfamily), transportery ka
setonowe ABC, czyli tzw. wielobiałkowe systemy transportu (ATP, ang. binding cas
sette), SMR (ang. smali multidrug resistance), RND (ang. resistance-nodulation-division) 
oraz MATE (ang. multidrug and toxic compound extrusion). Białka należące do rodziny: 
MFS, SMR oraz RND wykorzystują energię z pompy protonowej (PMF, ang. proton 
motive force). Transportery kasetonowe ABC pozyskują energię na drodze hydrolizy 
ATP (w tym przypadku przekazywanie energii odbywa się za pośrednictwem dome
ny złożonej z około 215 aminokwasów, która warunkuje przyłączanie się i hydrolizę 
cząsteczek ATP) (25,26).

Rodzina MFS obejmuje białka posiadające 12 (podrodzina 12-TSM) oraz 14 (pod- 
rodzina 14-TMS) segmentów transmembranowych. Do 12-segmentowych transpor
terów należą białka warunkujące oporność biofiłmów Bacillus subtilis czy Staphylococcus 
aureus na tetracykliny, bromek etydyny czy akryflawiny (27). Białka podrodziny 
14-TMS obniżają wrażliwość komórek Staphylococcus aureus i Mycobacterium spp. na 
działanie lV-rzędowych związków amoniowych (28).

Do rodziny SMR transporterów błonowych należą białka o 4 lub 10 segmentach trans
membranowych. Białka te odpowiedzialne są za czynne usuwanie środków dezynfekcyj
nych, w tym lV-rzędowych soli amoniowych, z wnętrza komórek Enterobacteriaceae 
tworzących biofilm na powierzchniach stałych (29). Za zwiększony poziom oporności ko
mórek bakteryjnych na środki dezynfekcyjne odpowiadają przede wszystkim produkty 
duplikacji genu ebr, który łącznie z ekspresją genów: smr, gacC oraz gacD, koduje zmiany 
fenotypowe tych drobnoustrojów (30).

Pompy typu RND, występujące wyłącznie u bakterii gramujemnych, zawierają 
trójskładnikowe systemy białek z 12. segmentami transmembranowymi o bardzo 
szerokim zakresie substratowym. W przeciwieństwie do pomp pozostałych 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 środków przeciwdrobno- 
ustrojowych z wnętrza komórek tworzących biofilm, uczestniczy system trzech bia
łek. Do tego systemu należą molekuły transportujące związki przez błonę cytopla- 
zmatyczną komórek, molekuły transportujące związki w przestrzeni peryplazma- 
tycznej i molekuły tworzące kanał w zewnętrznej błonie drobnoustrojów, którym 
ostatecznie związek jest usuwany poza komórkę (31). Do transporterów takich na
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leżą np. białka ArcB/ArcA/TolC czy Melb/MexA/OprM (32). Podobne działanie wyka
zują także pompy typu MATE (33,34).

Oporność komórek Escherichia coli na działanie erytromycyny warunkowana jest 
obecnością białek należących do rodziny transporterów kasetonowych ABC. Erytro
mycyna jest słabą zasadą i staje się słabiej zjonizowana w miarę wzrostu pH środo
wiska (35). Forma niezjonizowana antybiotyku znacznie łatwej penetruje przez bło
nę zewnętrzną drobnoustrojów. Dotarcie antybiotyku do wnętrza komórek uaktyw
nia proces, odpowiadający czterem stanom konformacyjnym kompleksu HisQMP2. 
Kompleks HisQMP2 złożony jest z dwóch podjednostek transbłonowych HisQ i HisM 
oraz z dwóch podjednostek HisP. Zmiany przestrzenne HisQMP2 umożliwiają całko
wite otwarcie kanału transbłonowego i efektywne usunięcie antybiotyku z wnętrza 
komórek (26,33).

Synteza białek o właściwościach pomp indukowana jest oddziaływaniem na komór
ki subletalnych dawek środków przeciwdrobnoustrojowych. W biofilmie Escherichia coli 
produkcja pomp bakteryjnych warunkowana jest wiekiem populacji i rozpoczynała 
się po osiągnięciu przez poszczególne warstwy komórek stacjonarnej fazy wzrostu 
(36). Działanie tych białek ma wpływ na zdolności adaptacyjne komórek bakteryj
nych do niekorzystnych warunków, np. obecności rozpuszczalników organicznych 
w środowisku ich wzrostu. Mikroorganizmy na skutek zwiększania swoich wymia
rów, zmniejszają stosunek powierzchni komórki do objętości (powierzchnia względ
na), co determinuje mniejszą adsorpcję składników pokarmowych przez jednostkę 
powierzchni (37). Wraz ze zmniejszaniem się powierzchni względnej drobnoustro
jów może wzrastać efektywność działania pomp błonowych (38). Przy ograniczonej 
dostępności substancji pokarmowych w środowisku hodowlanym obserwowana jest 
sytuacja odwrotna - komórki zmniejszają swoje wymiary, co powoduje zwiększe
nie ich względnej powierzchni i ułatwia pobór i konsumpcję składników odżyw
czych w tych warunkach wzrostu (38,39). Przy założeniu, że komórki tworzące bio- 
film nie zmieniają swojej objętości, ale za to znacząco ograniczona jest powierzch
nia wymiany różnych substancji, drastycznie będzie malała ich powierzchnia 
względna, przez co efektywność działania efflux pumps (szczególnie białek nale
żących do rodziny transporterów kasetonowych ABC) musi być naprawdę duża 
i substancje toksyczne będą szybko usuwane z komórki (26,40).

5. Warunki wzrostu (czynniki środowiskowe)

Komórki pozostające w głębszych warstwach biofilmu mają mniej składników 
odżywczych i tlenu, zmieniają swoją fizjologię, zmniejszając tempo wzrostu i prze
chodząc w stan zbliżony do anabiozy. Wykazują wtedy zmniejszoną wrażliwość na 
działanie substancji toksycznych (12). W kontrolowanych warunkach wzrostu ko
mórki tworzące biofilm i komórki w zawiesinie wykazują zwiększoną oporność na 
środki antymikrobiologiczne w miarę zaawansowania hodowli (faza wzrostu). Wol
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niejszy wzrost lub nawet jego brak, chroni komórki przed działaniem substancji an- 
tymikrobiologicznych (9). Działanie bakteriobójcze antybiotyków polega głównie na 
modyfikacji szlaków biosyntezy poszczególnych składników ściany komórkowej 
i błony protoplazmatycznej bakterii (35). W dojrzałych postaciach biofilmów, któ
rych komórki osiągnęły stacjonarną fazę wzrostu, a zatem są mniej aktywne meta
bolicznie, działanie bakteriobójcze antybiotyku staje się nieefektywne. Tanaka 
i wsp. (41), badając stopień wrażliwości biofilmu Pseudomonas aeruginosa na (3-lakta- 
mowe antybiotyki, potwierdzili te zależności. W przeprowadzonych eksperymen
tach oporność komórek Pseudomonas aeruginosa na zastosowane antybiotyki, wzra
stała po osiągnięciu przez mikroorganizmy stacjonarnej fazy wzrostu (41). Brooun 
i wsp. (42) zaobserwowali również wpływ zredukowanego tempa wzrostu komórek 
na oporność biofilmu Pseudomonas aeruginosa na tetracyklinę. W przeprowadzonych 
doświadczeniach nie odnotowano natomiast wpływu zmniejszonego tempa wzro
stu drobnoustrojów na oporność na tobramycynę (42). Na podstawie przedstawio
nych wyników można zatem przypuszczać, że komórki w biofilmie, osiągając stan 
zbliżony do anabiozy, nie nabywają trwałej oporności na wszystkie czynniki prze- 
ciwdrobnoustrojowe. Obserwowana oporność komórek, znajdujących się w fazie 
spowolnionego wzrostu lub fazie stacjonarnej, związana jest raczej z opóźnionym 
działaniem na drobnoustroje pewnych środków bakteriobójczych.

Aktywność metaboliczna drobnoustrojów w poszczególnych warstwach biofilmu 
determinowana jest także zróżnicowaną podażą tlenu (19). Komórki z różnych 
warstw błony biologicznej, odznaczają się zatem odmienną wrażliwością na dzia
łanie środków przeciwdrobnoustrojowych. Za wysoką oporność mikroorganizmów, 
występujących w głębszych częściach biofilmu, gdzie praktycznie panują warunki 
beztlenowe, odpowiada synteza wysokocząsteczkowych białek, których funkcje nie 
zostały dotychczas wyjaśnione (22). Walters i wsp. (43) także wykazali, że oporność 
biofilmu Pseudomonas aeruginosa na działanie ciprofloksacyny oraz tobramycyny 
zwiększała się wraz z ograniczeniem dostępności do komórek tlenu.

Oporność biofilmu bakteryjnego wzrasta także w miarę upływu czasu. Podczas 
„starzenia się” biofilmu przyczepione komórki rosną, namnażając się tworzą wielo
warstwową populację, która utrudnia przenikanie substancji toksycznych. LeCheval- 
lier i wsp. (44) wykazali, że 7-dniowy biofilm jest bardziej oporny na chlorowanie 
niż 2-dniowy, rosnący w tych samych warunkach. Podobne obserwacje poczynili Lee 
i Frank (45), którzy opisują wzrost oporności komórek tworzących 8-dniowy biofilm 
na lV-rzędowe sole amoniowe jako efekt tworzenia mikrokolonii, które nie były 
obecne po 4 h.

Spośród innych czynników środowiskowych, determinujących wysoką oporność 
komórek bakteryjnych na działanie substancji przeciwdrobnoustrojowych, istotną 
rolę odgrywa rodzaj powierzchni, na której wytworzona została błona biologiczna. 
Taką zależność zaobserwowali Krysiński i wsp. (46), badając wrażliwość biofilmu 
Listeria monocytogenes na działanie różnych czynników antymikrobiologicznych. 
W przeprowadzonych badaniach wykazano, że biofilm Listeria monocytogenes łatwiej
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jest inaktywować i usunąć z powierzchni stalowych niż z powierzchni tworzyw 
sztucznych (polistyren, poliuretan). Podczas zastosowania mikroskopii skaningowej 
nie wykazano znaczących różnic w topografii i nie wyjaśniono tego zjawiska.

6. Quorum sensing

Quorum sensing to zjawisko chemicznego „komunikowania się” drobnoustrojów, 
polegające na wytwarzaniu i wydzielaniu do otoczenia molekuł sygnałowych (auto- 
induktorów), które wykorzystywane są w różnych procesach fizjologicznych, m.in. 
w tworzeniu biofilmu. Wzrost stężenia autoinduktorów jest funkcją liczby komórek. 
„Porozumiewanie się” mikroorganizmów może zachodzić między komórkami jed
nego gatunku lub różnych gatunków. Natura chemiczna sygnałów, mechanizmy ich 
działania, oraz geny kontrolujące quorum sensing różnią się w każdym przypadku 
(47).

Wyróżnia się dwie grupy systemów komunikacji bakterii gramdodatnich i gra- 
mujemnych. Drobnoustroje gramdodatnie komunikują się za pośrednictwem mole
kuł białkowych, wykorzystując dwuelementowy system detekcji i odpowiedzi na 
obecność autoinduktora. Proces przekazywania sygnału opiera się na kaskadzie re
akcji: fosforylacji i defosforylacji. W początkowym etapie, komunikacji komórek 
wzrasta ilość autoinduktora białkowego proporcjonalnie do wzrostu gęstości mi
kroorganizmów. Następnie białko to jest rozpoznawane przez transbłonową kinazę 
białkową, która w kontakcie z ligandem ulega procesowi fosforylacji, zapoczątko
wując tym samym kaskadę przemian kończących się ufosforylowaniem białka regu
latorowego. Następnie ufosforylowane białko regulatorowe wiąże się z odpowied
nim odcinkiem DNA, inicjując tym samym transkrypcję genów docelowych (47,48).

Drobnoustroje gramujemne komunikują się za pośrednictwem niskocząstecz- 
kowych acetylowanych laktonów homoseryny (acył-HSL, ang. acylated homoserine 
lactones), syntaz autoinduktora Luxl oraz rodziny białkowych regulatorów tran- 
skrypcyjnych LuxR (49). Białko z rodziny LuxR jest czynnikiem zależnym od cząs
teczki acyl-HSL. N-końcowy fragment łańcucha polipeptydowego białka LuxR roz
poznaje i wiąże się specyficznie z acyl-HSL. W ten sposób LuxR może oddziaływać 
z sekwencją promotorową operonu, co prowadzi do transkrypcji genów docelo
wych (50,51). Cząsteczki Luxl uczestniczą w szlaku biosyntezy laktonów homose
ryny (52). Autoinduktory acyl-HSL w strukturze biofilmu swobodnie dyfundują 
z jednej komórki do drugiej (53). Ze względu na odległości jakie musi pokonać 
cząsteczka sygnałowa w biofilmie, system komunikacji międzykomórkowej jest 
o wiele bardziej prawdopodobny niż w populacjach bakterii pozostających w za
wiesinie. Zjawisko to zostało potwierdzone w błonach biologicznych, utworzo
nych przez następujące rodzaje mikroorganizmów; Yersinia spp., Serratia spp.. Vibrio 
spp., Rhizobium spp.. Pseudomonas spp., Erwinia spp., Enterobacter spp., Citrobacter 
spp. oraz Aeromonas spp. (54).
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Przekazywanie i odbiór sygnałów może być użyteczny w różnicowaniu się komó
rek w biofilmie. Rola quorum sensing w oporności komórek tworzących biofilm na 
środki antymikrobiologiczne nie została dotychczas dokładnie wyjaśniona. Davis 
i wsp. (55) wykazali, że mutanty Pseudomonas aeruginosa, zdolne do wytwarzania 
substancji sygnałowych, nie tworzą biofilmu o normalnej strukturze. Są także bar
dziej wrażliwe na działanie SDS (siarczan dodecylu sodu). Podobne obserwacje po
czynili także Hastett i wsp. (56), którzy wykazali większą wrażliwość mutantów 
Pseudomonas aeruginosa na stężenie 50 mM H2O2 (woda utleniona) w stosunku do 
szczepów dzikich, nie wykazujących zjawiska quorum sensing. Brooun i wsp. (42) nie 
stwierdzili natomiast różnic w oporności komórek Pseudomonas aeruginosa tworzą
cych biofilm, na SDS, ofloxacynę i tobramycynę, bez względu na ich zdolności do 
komunikowania się. jednakże autorzy tych badań sugerowali, że może to być zależ
ne od rodzaju powierzchni na której osadzają się drobnoustroje.

7. Zmiany na poziomie molekularnym

Drobnoustroje tworzące biofilm, zmieniając swój metabolizm i ekspresję mate
riału genetycznego, stają się wysoce oporne na działanie różnorodnych środków an- 
tymikrobiologicznych. Zjawisko to dotyczy również komórek potomnych, uwalnia
nych z biofilmu do środowiska zewnętrznego (57). Zastosowanie metod biologii 
molekularnej, polegających m.in. na wykrywaniu specyficznego mRNA metodą RT 
PCR czy identyfikacji komórkowego rRNA techniką hybrydyzacji in situ, dostarczyło 
nowych informacji o zmianach na poziomie molekularnym, zachodzących w komór
kach mikroorganizmów tworzących biofilm (57,58).

Drobnoustroje, tworzące błony biologiczne, uruchamiają różnorodne mechani
zmy genetyczne, które umożliwiają eliminację wpływu na komórki środków prze- 
ciwdrobnoustrojowych lub reperacje powstałych w komórkach uszkodzeń. Może to 
być mechanizm konstytutywny, który związany jest z ekspresją odpowiednich ge
nów, lub mechanizm indukcyjny, inicjowany obecnością czynnika antymikrobiolo- 
gicznego. Odpowiedzi adaptacyjne biofilmów są kontrolowane w głównej mierze 
przez czynniki transkrypcyjne sigma (0, RpoS), które uaktywniają się po osiągnięciu 
przez drobnoustroje stacjonarnej fazy wzrostu. Czynnik 5 jest tą częścią transkryp- 
tazy, która ma zdolność specyficznego wiązania się z DNA. W biofilmie Escherichia 
coli oraz Pseudomonas aeruginosa regulacja inicjacji transkrypcji z udziałem czynnika 
d umożliwia wytworzenie białek uodparniających populacje komórek na działanie 
antybiotyków (59,60).

W badaniach przeprowadzonych przez Xu i wsp. (60) wykazano wzmożoną eks
presję analizowanych genów biofilmu Pseudomonas aeruginosa. Geny te kodowały 
białka, uczestniczące w procesach translacji, transportu cząsteczek przez zewnętrz
ne struktury komórek oraz w procesach sekrecji. Produkty ekspresji tych genów 
bezpośrednio determinowały wysoką oporność biofilmu Pseudomonas spp. na dzia
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łanie biocydów i innych środków przeciwdrobnoustrojowych (60). Parkins i wsp. 
(61) wykazali, że oporność populacji Pseudomonas aeruginosa na działanie tobramy- 
cyny warunkowana Jest także przez produkty ekspresji genu gacA. Uszkodzenie 
tego genu uniemożliwiło tworzenie się dojrzałej matrycy biofilmu bakteryjnego na 
powierzchni stałej i tym samym wyraźnie zwiększyło wrażliwość badanych drobno
ustrojów na działanie antybiotyku.

W osiadłych populacjach drobnoustrojów następuje również aktywacja genów, któ
rych produkty ekspresji neutralizują działanie bójcze cząsteczek antybiotyków oraz 
substancji dezynfekujących (19). W gramdodatnich komórkach (głównie Enterococcus 
spp.) tworzących biofilm, aktywowany jest gen tolA, który obniża stopień powino
wactwa antybiotyków aminoglikozydowych do receptorów dla Ca^+ i Mg^+, zlokali
zowanych w lipopolisacharydach otoczki komórkowej. Na skutek braku możliwości 
wiązania się aminoglikozydów z lipopolisacharydami osłony bakteryjnej, gen tolA 
skutecznie zabezpiecza błonę protoplazmatyczną komórek przed uszkodzeniem 
przez antybiotyki (35).

W komórkach bakteryjnych tworzących błonę biologiczną aktywowane są także 
geny odpowiedzialne za syntezę enzymów rozkładających wolno dyfundujące sub
stancje antymikrobiologiczne (21). Przypuszcza się, że enzymy te także modyfikują 
budowę i tym samym właściwości przeciwdrobnoustrojowe różnych substancji (12). 
Przyleganie komórek Pseudomonas aeruginosa do powierzchni stałych powoduje de- 
represję genów warunkujących syntezę (3-laktamaz, które kumulowane są w wyso
kich stężeniach w śluzie otaczającym komórki, p-laktamazy, degradują cząsteczki 
antybiotyków, zanim przenikną one do błony zewnętrznej komórek Pseudomonas 
aeruginosa (62).

Whiteley i wsp. (63) wykazali, że długotrwałe oddziaływanie na biofilm Pseudomonas 
aeruginosa tobramycyny, zmieniło stopień ekspresji dodatkowych 20 genów. Oprócz 
genów pomp bakteryjnych, aktywowane były geny dnaK oraz groES, których produkty 
ekspresji inaktywowały działanie tobramycyny na komórki (63). Podobne zależności 
zaobserwował Anwar i wsp. (64) oraz Vergeers i Blaser (65) badając oporność biofilmu 
Staphylococcus spp. na tobramycynę, cefaleksynę i amikacynę.

Długotrwała ekspozycja biofilmów drobnoustrojowych na wysokie stężenia an
tybiotyków, może być induktorem punktowych mutacji genów, których produkty 
ekspresji podnoszą poziom oporności komórek. Długotrwałe oddziaływanie pipera- 
cyliny na biofilm Streptococcus pneumoniae spowodowało wystąpienie punktowej mu
tacji w genie cpoA kodującym białko, wykazujące homologię do glikozylotransferaz 
(66). Produkt ekspresji genu cpoA jest wymagany podczas biosyntezy kwasu tejcho- 
jowego, występującego w ścianie komórkowej Streptococcus pneumoniae (67). Muta
cja genu cpoA doprowadziła do modyfikacji syntezy cząsteczki kwasu tejchojowego, 
co skutecznie zabezpieczyło powierzchniowe struktury badanego biofilmu na dzia
łanie antybiotyków (67).

Różnice w elektroforetycznych profilach białek drobnoustrojów tworzących na 
powierzchniach stałych biofilm oraz komórek pozostających w zawiesinie, są rezul
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tatem różnej podaży substancji pokarmowych. Komórki znajdujące się w głębszych 
warstwach biofilmu, gdzie dociera mniej składników pokarmowych, dążą do mini
malizacji wydatku energetycznego, związanego z biosyntezą białka (67). Nie ozna
cza to jednak całkowitego zahamowania ekspresji materiału genetycznego u tych 
mikroorganizmów. Drobnoustroje tworzące błonę biologiczną, syntetyzują de novo 
specyficzne białka, których obecność w komórkach warunkuje oporność biofilmu na 
działanie szeregu czynników antybakteryjnych (8). Whiteley i wsp. (63) zaobserwo
wali wzmożoną syntezę ponad 50% z 800 analizowanych białek dojrzałej matrycy 
biofilmu Pseudomonas aeruginosa. Syntetyzowane białka przez komórki badanej bło
ny biologicznej warunkowały oporność przede wszystkim na oksydatywne uszko
dzenia (63).

8. Podsumowanie

Oporność biofilmów bakteryjnych na działanie chemioterapeutyków czy po
wszechnie stosowanych środków dezynfekcyjnych, stanowi poważny problem 
współczesnej medycyny i praktyki przemysłowej. Żyjąc w skupiskach, drobnoustro
je wykształcają wielopłaszczyznowe mechanizmy obrony przed degradacyjnym 
wpływem na komórki substancji antymikrobiologicznych. Wytwarzanie cząsteczek 
sygnałowych umożliwia komórkom komunikowanie się i tworzenie kolonii wysoce 
opornych na działanie biocydów. Struktura błon biologicznych powoduje nie tylko 
wolniejszą dyfuzję środków antymikrobiologicznych przez matrix biofilmu, ale tak
że utrudnia dotarcie czynników toksycznych do komórek zlokalizowanych w głęb
szych warstwach biofilmu. Problem wysokiej oporności błon biologicznych na dzia
łanie substancji antymikrobiologicznych związany jest także ze specyfiką zmian me
tabolicznych i genetycznych, indukowanych fazą wzrostu komórek współtworzących 
biofilm. Do tych przemian zalicza się przede wszystkim biosyntezę zewnątrzkomór- 
kowych polisacharydów, białek enzymatycznych oraz białek efflux pumps.

Nieustannie poszukuje się nowych możliwości zapobiegania zjawisku tworzenia 
się biofilmu oraz leczenia zakażeń, wywołanych przez wysoce oporne drobnoustro
je. Opracowanie nowej generacji antybiotyków czy środków dezynfekcyjnych, może 
nie zapewnić długotrwałego efektu. Problem oporności biofilmów bakteryjnych prę
dzej czy później będzie również dotyczyć nowych substancji antymikrobiologicz
nych. jedyną, skuteczną strategią jest lepsze zrozumienie natury składników komór
kowych i ich funkcji w oporności na biocydy bakterii pozostających w biofilmie.
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