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Mechanisms determining bacterial biofilm resistance to antimicrobial
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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. Wstep

Drobnoustroje wystepujace w réznych $rodowiskach wy-
ksztatcity mechanizmy osiadania na powierzchniach abiotycznych
i biologicznych. Taka forma bytowania stwarza im mozliwo$¢
fatwiejszego dostepu do sktadnikdw odzywczych, a takze chroni
komorki przed niekorzystnym wptywem czynnikéw srodowisko-
wych. Uzdolnienia adhezyjne mikroorganizméw wplywaja na
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Stopien ich inwazyjnosci oraz zdolnosci do wywotywania zakazen, sg przyczyng
prochnicy i paradontozy, moga takze decydowac 0 rozprzestrzenianiu sie chordb
zakaznych, zwiaszcza w warunkach szpitalnych (1-3). W przemysle spozywczym,
przywieranie bakterii do powierzchni kontaktujgcych sie z zywno$cig, moze powo-
dowaé skazenie drobnoustrojami powodujacymi zepsucie lub chorobotworczymi
4.

Mikroorganizmy ulegajace adhezji do powierzchni tworzg trwate, cienkie war-
stewki nazywane btonami biologicznymi lub biofilmami. Obecnie biofilmy sg defi-
niowane jako ztozone wielokomoérkowe struktury bakterii otoczone warstwa sub-
stancji organicznych i nieorganicznych, produkowanych przez te drobnoustroje,
wykazujace adhezje zarédwno do powierzchni biologicznych jak i abiotycznych.
Tworzenie biofilméw jest odpowiedzig drobnoustrojéw na warunki Srodowiska,
umozliwia ich rozwdj i przezycie (4,5). Charakterystyczng cecha fenotypowa komo-
rek bakteryjnych zyjacych w Srodowisku biofilmu - cecha, ktéra zwrécita uwage
naukowcéw na te populacje drobnoustrojéw, jest ich opornos¢ na wiekszo$é obec-
nie dostepnych S$rodkéw przeciwdrobnoustrojowych. Komérki mikroorganizmoéw
stanowigce czes¢ biofilmu, sg blisko 1000 razy bardziej oporne na dziatanie sub-
stancji toksycznych (Srodki dezynfekujace, antybiotyki, surfaktanty) niz te pozo-
stajgce w zawiesinie (6-8). Dotychczas dostepne $rodki przeciwbakteryjne moga wy-
kazywac nizszg aktywno$¢ w stosunku do odmiennych fenotypowo osiadtych bakte-
rii, poniewaz dobierane byly i wdrazane do produkcji na podstawie stwierdzenia ich
wysokiej aktywnosci wobec planktonowych populacji bakterii, m.in. w oparciu na
wartosciach klasycznych wskaznikow - minimalnego stezenia hamujacego - MIC
(ang. minimal inhibitory concentration) oraz minimalnego stezenia bakteriobdjczego
- MBC (ang. minimal bactericidal concentration).

Zjawisko tworzenia sie biofilmu bakteryjnego na powierzchniach abiotycznych
jest bezposrednia przyczyna az 65% wystepujacych zakazen u hospitalizowanych pa-
cjentéw, ktorych koszt leczenia przekracza rocznie miliard dolaréw (9). Problem po-
wszechnosci oraz wysokiej opornosci komoérek drobnoustrojow, tworzacych btony
biologiczne, zainicjowat poszukiwania skutecznych metod zwalczajgcych i zapobie-
gajacych temu zjawisku.

2. Struktura biofilmu

Dojrzata postac biofilmu sktada sie z duzej liczby mikrokolonii, oddzielonych od
siebie siecig kanalikow, przez ktére dostarczane sg sktadniki pokarmowe i usuwane
produkty przemiany materii. System ten funkcjonuje jednak dobrze tylko na obrze-
zach biofilmu. W gtebszych jego warstwach skupiska bakterii, potagczone substan-
cjami pozakomorkowymi, utrudniajg jego prawidtowe dziatanie. Ponadto mikroor-
ganizmy wchodzgce w sktad bton biologicznych wytwarzajg czasteczki sygnatowe
pozwalajgce im na komunikowanie sie i tworzenie kolonii 0 skomplikowanej struk-
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turze i roznorodnych funkcjach. W ten sposéb biofilm zaczyna by¢ postrzegany jako
prymitywny organizm wielokomérkowy (3,10).

Struktura bton bakteryjnych powoduje nie tylko wolniejsza dyfuzje biocydow
przez matrix biofilmu, ale takze utrudnia dotarcie czynnikéw toksycznych do gteb-
szych warstw btony biologicznej. Kinetyka dyfuzji zwigzkéw przeciwdrobnoustrojo-
wych, o wzglednej masie czasteczkowej wynoszacej okoto 100 kDa, przez warstwy
dojrzatego biofilmu moze osigga¢ wartos¢ nizsza nawet o 60-80% w poréwnaniu
z dyfuzjg tych substancji przez agregaty komorek zawieszonych w plynie hodowla-
nym (11,12). Ponadto drobnoustroje pozostajgce w zawiesinie s§ narazone na kon-
takt z substancjami toksycznymi na catej powierzchni komorki, podczas gdy dla ko-
morek tworzacych biofilm, powierzchnia ta jest tylko czesciowo dostepna dla bez-
posredniej penetracji. Spowolniong penetracje czasteczek chloru przez biofilm
Pseudomonas aeruginosa/Klebsiella pneumoniae wykazat de Beer i wsp. (11). Suci i wsp.
(13) badajac efektywnos$¢ bakteriobdjcza ciprofloksacyny na biofilm Pseudomonas
aeruginosa odnotowali 20% redukcje tempa penetracji antybiotyku przez warstwy
btony biologicznej.

Darouiche i wsp. (14) wykazali natomiast, ze pomimo obecno$ci vankomyciny
w glebszych warstwach biofilmu Staphylococcus epidermis, w ilosci przekraczajacej
minimalne stezenie bojcze antybiotyku, nie obserwuje sie spadku aktywnosci meta-
bolicznej badanych drobnoustrojéw. Zdaniem autoréw wysoka oporno$é komérek
Staphylococcus epidermis na dziatanie vankomyciny nie jest efektem wolniejszej dyfu-
zji antybiotyku przez warst\vy biofilmu, lecz wynika z redukcji, badZ nawet utraty
bojczego dziatania zastosowanego antybiotyku. Anderl i wsp. (15) badajgc efektyw-
nos$¢ penetracji ampiciliny oraz ciprofloksacyny przez biofilm Klebsiella pneumoniae
rowniez odnotowali brak dyfuzji ampiciliny przez matrix biofilmu. Bylo to spowodo-
wane syntezg przez badane drobnoustroje enzymu p-laktamazy. Ciprofloksacyna
z kolei, pomimo swobodnej dyfuzji przez warstwy dojrzatej btony biologicznej
Klebsiella pneumoniae, stopniowo tracita swa bakteriobdjcza aktywnos¢ (15). Na pod-
stawie przeprowadzonych doswiadczen wskazuje sie zatem na istnienie innych, me-
tabolicznych mechanizméw warunkujacych opornos$é drobnoustrojow w biofilmie
na czynniki toksyczne.

3. Rola otoczek komorkowych

Zewnetrzna powierzchnia sciany komdérkowej wielu bakterii pokryta jest war-
stwa substancji o réznym sktadzie chemicznym, zwang otoczka lub $luzem. Zdol-
nos$¢ do syntezy okreslonych substancji otoczkowych jest uwarunkowana genetycz-
nie, a skfad chemiczny otoczek rozni sie w zaleznosci od rodzaju czy gatunku, a nie-
kiedy nawet w obrebie gatunku. Synteza otoczek jest zazwyczaj uzalezniona od do-
stepnosci sktadnikéw odzywczych w Srodowisku wzrostu bakterii, obecnosci tlenu
czy fazy wzrostu drobnoustrojéw. Wiekszos¢ otoczek skiada sie z polisacharyddw.
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ktore oprocz glukozy zawierajg aminocukry, ramnoze, kwasy uronowe i kwas piro-
gronowy czy octowy. Otoczki niektdrych gatunkéw skiadajg sie z polipeptydow lub
moga mie¢ strukture ztozona, biatkowo-cukrowg czy cukrowo-lipidows. U drobno-
ustrojow chorobotworczych otoczki wystepujg w postaci fibrylli wielocukrowych,
ktére wigzg sie z polimerem kwasu teichojowego (u bakterii gramdodatnich) lub
czescig cukrowa czasteczek lipopolisacharydu (LPS) (u bakterii gramujemnych)
(16.17).

Warstwy zewnatrzkomorkowe sg barierg przepuszczalno$ci do powierzchni ko-
morek, chronig je przed fagocytozg i wysychaniem, mogg wigzac jony metali ciez-
kich lub kationy niezbedne komdérce do metabolizmu (18). Zewnetrzna powierzch-
nia $ciany komorkowej drobnoustrojow odgrywa réwniez istotng role w procesach
adhezji komoérek do powierzchni statych i obniza tempo dyfuzji srodkéw prze-
ciwdrobnoustrojowych przez warstwy biofilmu (12,16).

Materiat otoczki jako integralna czes¢ biofilmu bakteryjnego chroni komorki przed
bezposrednim wptywem S$rodkéw bakteriobdjczych. Struktura oraz wiasciwosci ze-
whnatrzkomdrkowych otoczek tych samych gatunkéw bakterii, tworzacych biofilm lub
pozostajacych w zawiesinie, istotnie rézni sie (19). Réznice dotycza przede wszystkim
komponentéw polisacharydowych otoczek. Gen algC, stymulujacy synteze zewnatrz-
komorkowego alginianu komorek Pseudomonas aeruginosa, uaktywnia sie tylko w pro-
cesie tworzenia btony biologicznej na plaszczyznie statej. Zjawisko to wystepuje juz
po 15 minutach od momentu osadzenia sie badanych drobnoustrojow na powierzchni
abiotycznej (20). Synteza alginianu jest induktorem wzrostu hydrofilowych wiasciwo-
ci zewnetrznej powierzchni sciany komorkowej Pseudomonas aeruginosa, co wyraznie
opdznia penetracje hydrofobowych czynnikéw bakteriobdjczych przez warstwy biofil-
mu (20-22). Gordon i wsp. (23) zaobserwowali, ze wzmozona synteza czasteczek algi-
nianu o wypadkowym, ujemnym fadunku elektrycznym, wyraznie spowalnia dyfuzje
przez warstwy biofilmu Psudomonas aeruginosa dodatnio natadowanych czastek anty-
biotykéw aminoglikozydowych (tj. streptomycyny i gentamycyny). Hentzer i wsp. (24)
wykazali, ze réwniez nadprodukcja zewngtrzkomoérkowego alginianu obniza wrazli-
wo$¢ biofilmu Pseudomonas spp. na dziatanie tobramycyny.

Ponadto wzrost udziatu polisacharydowych komponentéw w otoczce zwieksza
liczbe wolnych grup funkcyjnych, co réwniez determinuje wysoka oporno$¢ mikro-
organizmow w biofilmie. Oporno$¢ ta dotyczy przede wszystkim wpltywu czaste-
czek biocydéw, kationowych antybiotykéw czy przeciwdrobnoustrojowych pepty-
dow na komorki bakteryjne (19). Reaktywne grupy funkcyjne egzopolisacharydow
faczac sie z zastosowanymi $rodkami przeciwdrobnoustrojowymi, zapobiegajg
przenikaniu czynnikdw toksycznych do cytoplazmy. Adsorpcja $srodkéw bakterio-
bojczych na powierzchni komorek tworzacych biofilm nie jest jednak zjawiskiem
statym. Dlugotrwate oddziatywanie na biofilm mikrobiologiczny srodkami przeciw-
drobnoustrojowymi, prowadzi do zmniejszenia roli otoczek bakteryjnych w zjawi-
sku opornosci, jest to spowodowane stopniowym brakiem w taricuchach egzopoli-
sacharydow bakteryjnych wolnych grup funkcyjnych (12).
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4. Pompy bakteryjne

Opornos¢ komdrek bakteryjnych na $rodki antymikrobiologiczne coraz czeSciej
thumaczona jest takze aktywnoscig biatek o wiasciwosciach pomp (ang. ejflux prote-
ins-, pumps). Biatka te u bakterii gramujemnych rozpoznaja np. réznego typu antybio-
tyki i usuwaja je z cytoplazmy. Proces ten odgrywa gtdwng role w opornosci bakterii
na tetracykling, fluorochinolony, makrolity i p-laktamy. Pompy bakteryjne sg zalicza-
ne do jednej z pieciu klas, zwanych tez superrodzinami (ang. superfamilies), klasyfi-
kowanych na podstawie liczby segmentow transmembranowych oraz Zrodta pozy-
skiwania energii (25). Sg to: MFS (ang. majorfacHitotor superfamily), transportery ka-
setonowe ABC, czyli tzw. wielobiatkowe systemy transportu (ATP, ang. binding cas-
sette), SMR (ang. smali multidrug resistance), RND (ang. resistance-nodulation-division)
oraz MATE (ang. multidrug and toxic compound extrusion). Biatka nalezgce do rodziny:
MFS, SMR oraz RND wykorzystujg energie z pompy protonowej (PMF, ang. proton
motive force). Transportery kasetonowe ABC pozyskujg energie na drodze hydrolizy
ATP (w tym przypadku przekazywanie energii odbywa sie za pos$rednictwem dome-
ny ztozonej z okoto 215 aminokwasow, ktéra warunkuje przytaczanie sie i hydrolize
czasteczek ATP) (25,26).

Rodzina MFS obejmuje biatka posiadajgce 12 (podrodzina 12-TSM) oraz 14 (pod-
rodzina 14-TMS) segmentdw transmembranowych. Do 12-segmentowych transpor-
ter6w nalezg biatka warunkujace opornosc biofitméw Bacillus subtilis czy Staphylococcus
aureus na tetracykliny, bromek etydyny czy akryflawiny (27). Biatka podrodziny
14-TMS obnizajg wrazliwo$¢ komorek Staphylococcus aureus i Mycobacterium spp. na
dziatanie 1V-rzedowych zwiazkéw amoniowych (28).

Do rodziny SMR transporteréw btonowych nalezg biatka o 4 lub 10 segmentach trans-
membranowych. Biatka te odpowiedzialne sg za czynne usuwanie srodkéw dezynfekcyj-
nych, w tym IV-rzedowych soli amoniowych, z wnetrza komdrek Enterobacteriaceae
tworzacych biofilm na powierzchniach statych (29). Za zwiekszony poziom opornosci ko-
morek bakteryjnych na srodki dezynfekcyjne odpowiadajg przede wszystkim produkty
duplikacji genu ebr, ktéry tacznie z ekspresjg genoéw: smr, gacC oraz gacD, koduje zmiany
fenotypowe tych drobnoustrojow (30).

Pompy typu RND, wystepujace wytacznie u bakterii gramujemnych, zawierajg
trojsktadnikowe systemy biatek z 12. segmentami transmembranowymi o bardzo
szerokim zakresie substratowym. W przeciwienstwie do pomp pozostatych klas, ro-
dzina RND warunkuje najefektywniejsze usuwanie antybiotykéw i innych chemiote-
rapeutykéw, detergentéw, rozpuszczalnikéw oraz inhibitoréw metabolizmu komé-
rek bakteryjnych (29). W procesie aktywnego usuwania srodkéw przeciwdrobno-
ustrojowych z wnetrza komdrek tworzacych biofilm, uczestniczy system trzech bia-
fek. Do tego systemu naleza molekuty transportujace zwiazki przez btone cytopla-
zmatyczng komorek, molekuly transportujace zwiagzki w przestrzeni peryplazma-
tycznej i molekuty tworzace kanat w zewnetrznej blonie drobnoustrojéw, ktérym
ostatecznie zwiazek jest usuwany poza komorke (31). Do transporterow takich na-
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lezg np. biatka ArcB/ArcA/TolC czy Melb/MexA/OprM (32). Podobne dziatanie wyka-
zujg takze pompy typu MATE (33,34).

Opornos$é komorek Escherichia coli na dziatanie erytromycyny warunkowana jest
obecnoscig biatek nalezacych do rodziny transporteréw kasetonowych ABC. Erytro-
mycyna jest stabg zasadg i staje sie stabiej zjonizowana w miare wzrostu pH $rodo-
wiska (35). Forma niezjonizowana antybiotyku znacznie fatwej penetruje przez bto-
ne zewnetrzng drobnoustrojow. Dotarcie antybiotyku do wnetrza komorek uaktyw-
nia proces, odpowiadajacy czterem stanom konformacyjnym kompleksu HisQMP-2,
Kompleks HisQMP2 ztozony jest z dwoch podjednostek transbtonowych HisQ i HisM
oraz z dwdch podjednostek HisP. Zmiany przestrzenne HisQMP2 umozliwiajg catko-
wite otwarcie kanatu transbtonowego i efektywne usuniecie antybiotyku z wnetrza
komorek (26,33).

Synteza biatek o wiasciwosciach pomp indukowana jest oddziatywaniem na komér-
ki subletalnych dawek Srodkéw przeciwdrobnoustrojowych. W biofilmie Escherichia coli
produkcja pomp bakteryjnych warunkowana jest wiekiem populacji i rozpoczynata
sie po osiggnieciu przez poszczegoblne warstwy komdrek stacjonarnej fazy wzrostu
(36). Dziatanie tych biatek ma wptyw na zdolnosci adaptacyjne komérek bakteryj-
nych do niekorzystnych warunkéw, np. obecnosci rozpuszczalnikéw organicznych
w Srodowisku ich wzrostu. Mikroorganizmy na skutek zwiekszania swoich wymia-
row, zmniejszajg stosunek powierzchni komorki do objetosci (powierzchnia wzgled-
na), co determinuje mniejsza adsorpcje sktadnikéw pokarmowych przez jednostke
powierzchni (37). Wraz ze zmniejszaniem sie powierzchni wzglednej drobnoustro-
jow moze wzrasta¢ efektywno$¢ dziatania pomp btonowych (38). Przy ograniczonej
dostepnosci substancji pokarmowych w srodowisku hodowlanym obserwowana jest
sytuacja odwrotna - komorki zmniejszajg swoje wymiary, co powoduje zwieksze-
nie ich wzglednej powierzchni i ulatwia pobdr i konsumpcje sktadnikdéw odzyw-
czych w tych warunkach wzrostu (38,39). Przy zatozeniu, ze komorki tworzace bio-
film nie zmieniajg swojej objetosci, ale za to znaczgco ograniczona jest powierzch-
nia wymiany roznych substancji, drastycznie bedzie malata ich powierzchnia
wzgledna, przez co efektywnos$¢ dziatania efflux pumps (szczegdlnie biatek nale-
zacych do rodziny transporterow kasetonowych ABC) musi by¢ naprawde duza
i substancje toksyczne beda szybko usuwane z komorki (26,40).

5. Warunki wzrostu (czynniki $rodowiskowe)

Komorki pozostajace w glebszych warstwach biofilmu majg mniej skiadnikow
odzywczych i tlenu, zmieniajg swojg fizjologie, zmniejszajac tempo wzrostu i prze-
chodzac w stan zblizony do anabiozy. Wykazujg wtedy zmniejszong wrazliwo$¢ na
dziatanie substancji toksycznych (12). W kontrolowanych warunkach wzrostu ko-
morki tworzace biofilm i komérki w zawiesinie wykazujg zwiekszong opornosé na
Srodki antymikrobiologiczne w miare zaawansowania hodowli (faza wzrostu). Wol-
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niejszy wzrost lub nawet jego brak, chroni komorki przed dziataniem substancji an-
tymikrobiologicznych (9). Dziatanie bakteriobdjcze antybiotykow polega gtéwnie na
modyfikacji szlakéw biosyntezy poszczegélnych sktadnikéw sciany komorkowej
i blony protoplazmatycznej bakterii (35). W dojrzatych postaciach biofilmdéw, kto-
rych komorki osiggnety stacjonarng faze wzrostu, a zatem sg mniej aktywne meta-
bolicznie, dziatanie bakteriobdjcze antybiotyku staje sie nieefektywne. Tanaka
i wsp. (41), badajac stopien wrazliwosci biofilmu Pseudomonas aeruginosa na (3-lakta-
mowe antybiotyki, potwierdzili te zaleznosci. W przeprowadzonych eksperymen-
tach opornos¢ komorek Pseudomonas aeruginosa na zastosowane antybiotyki, wzra-
stata po osiagnieciu przez mikroorganizmy stacjonarnej fazy wzrostu (41). Brooun
i wsp. (42) zaobserwowali rowniez wptyw zredukowanego tempa wzrostu komérek
na oporno$¢ biofilmu Pseudomonas aeruginosa na tetracykline. W przeprowadzonych
doswiadczeniach nie odnotowano natomiast wptywu zmniejszonego tempa wzro-
stu drobnoustrojéw na opornos¢ na tobramycyne (42). Na podstawie przedstawio-
nych wynikdéw mozna zatem przypuszcza¢, ze komorki w biofilmie, osiggajac stan
zblizony do anabiozy, nie nabywajg trwatej opornosci na wszystkie czynniki prze-
ciwdrobnoustrojowe. Obserwowana oporno$¢ komérek, znajdujacych sie w fazie
spowolnionego wzrostu lub fazie stacjonarnej, zwigzana jest raczej z op6znionym
dziataniem na drobnoustroje pewnych Srodkéw bakteriobdjczych.

Aktywnos¢ metaboliczna drobnoustrojéw w poszczeg6lnych warstwach biofilmu
determinowana jest takze zréznicowang podazg tlenu (19). Komorki z réznych
warstw blony biologicznej, odznaczajg sie zatem odmienng wrazliwoscig na dzia-
fanie Srodkéw przeciwdrobnoustrojowych. Za wysoka opornos¢ mikroorganizmaow,
wystepujacych w glebszych czesciach biofilmu, gdzie praktycznie panujg warunki
beztlenowe, odpowiada synteza wysokoczasteczkowych biatek, ktorych funkcje nie
zostaty dotychczas wyjasnione (22). Walters i wsp. (43) takze wykazali, ze oporno$é
biofilmu Pseudomonas aeruginosa na dziatanie ciprofloksacyny oraz tobramycyny
zwiekszala sie wraz z ograniczeniem dostepnosci do komorek tlenu.

Opornos¢ biofilmu bakteryjnego wzrasta takze w miare uptywu czasu. Podczas
»starzenia sie” biofilmu przyczepione komorki rosna, namnazajac sie tworzg wielo-
warstwowg populacje, ktora utrudnia przenikanie substancji toksycznych. LeCheval-
lier i wsp. (44) wykazali, ze 7-dniowy biofilm jest bardziej oporny na chlorowanie
niz 2-dniowy, rosnacy w tych samych warunkach. Podobne obserwacje poczynili Lee
i Frank (45), ktorzy opisujg wzrost opornosci komdrek tworzacych 8-dniowy biofilm
na IV-rzedowe sole amoniowe jako efekt tworzenia mikrokolonii, ktére nie byly
obecne po 4 h.

Sposrdd innych czynnikdw Srodowiskowych, determinujacych wysoka opornosé
komorek bakteryjnych na dziatanie substancji przeciwdrobnoustrojowych, istotng
role odgrywa rodzaj powierzchni, na ktérej wytworzona zostata btona biologiczna.
Taka zalezno$¢ zaobserwowali Krysiniski i wsp. (46), badajac wrazliwos¢ biofilmu
Listeria monocytogenes na dziatanie roznych czynnikéw antymikrobiologicznych.
W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze biofilm Listeria monocytogenes fatwiej
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jest inaktywowaé¢ i usung¢ z powierzchni stalowych niz z powierzchni tworzyw
sztucznych (polistyren, poliuretan). Podczas zastosowania mikroskopii skaningowe;j
nie wykazano znaczacych réznic w topografii i nie wyjasniono tego zjawiska.

6. Quorum sensing

Quorum sensing to zjawisko chemicznego ,,komunikowania sie” drobnoustrojow,
polegajace na wytwarzaniu i wydzielaniu do otoczenia molekut sygnatowych (auto-
induktoréw), ktére wykorzystywane sg w réznych procesach fizjologicznych, m.in.
w tworzeniu biofilmu. Wzrost stezenia autoinduktoréw jest funkcja liczby komérek.
»,Porozumiewanie sie” mikroorganizméw moze zachodzi¢ miedzy komorkami jed-
nego gatunku lub réznych gatunkéw. Natura chemiczna sygnatow, mechanizmy ich
dziatania, oraz geny kontrolujace quorum sensing réznig sie w kazdym przypadku
(47).

Wyro6znia sie dwie grupy systemdéw komunikacji bakterii gramdodatnich i gra-
mujemnych. Drobnoustroje gramdodatnie komunikujg sie za posrednictwem mole-
kut biatkowych, wykorzystujgc dwuelementowy system detekcji i odpowiedzi na
obecnos¢ autoinduktora. Proces przekazywania sygnatu opiera sie na kaskadzie re-
akcji: fosforylacji i defosforylacji. W poczatkowym etapie, komunikacji komorek
wzrasta ilos¢ autoinduktora biatkowego proporcjonalnie do wzrostu gestosci mi-
kroorganizmow. Nastepnie biatko to jest rozpoznawane przez transbtonowg kinaze
biatkowa, ktdra w kontakcie z ligandem ulega procesowi fosforylacji, zapoczatko-
wujac tym samym kaskade przemian konczacych sie ufosforylowaniem biatka regu-
latorowego. Nastepnie ufosforylowane biatko regulatorowe wigze sie z odpowied-
nim odcinkiem DNA, inicjujgc tym samym transkrypcje genéw docelowych (47,48).

Drobnoustroje gramujemne komunikuja sie za posrednictwem niskoczastecz-
kowych acetylowanych laktondw homoseryny (acyt-HSL, ang. acylated homoserine
lactones), syntaz autoinduktora Luxl oraz rodziny biatkowych regulatoréw tran-
skrypcyjnych LuxR (49). Biatko z rodziny LuxR jest czynnikiem zaleznym od czas-
teczki acyl-HSL. N-koricowy fragment taricucha polipeptydowego biatka LuxR roz-
poznaje i wigze sie specyficznie z acyl-HSL. W ten spos6b LuxR moze oddziatywac
z sekwencjg promotorowg operonu, co prowadzi do transkrypcji genéw docelo-
wych (50,51). Czasteczki Luxl uczestnicza w szlaku biosyntezy lakton6éw homose-
ryny (52). Autoinduktory acyl-HSL w strukturze biofilmu swobodnie dyfundujg
z jednej komérki do drugiej (53). Ze wzgledu na odlegtosci jakie musi pokonaé
czasteczka sygnatowa w biofilmie, system komunikacji miedzykomorkowej jest
0 wiele bardziej prawdopodobny niz w populacjach bakterii pozostajagcych w za-
wiesinie. Zjawisko to zostato potwierdzone w btonach biologicznych, utworzo-
nych przez nastepujace rodzaje mikroorganizmOw; 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 odbior sygnatow moze by¢ uzyteczny w réznicowaniu sie komo-
rek w biofilmie. Rola quorum sensing w opornosci komdrek tworzacych biofilm na
$rodki antymikrobiologiczne nie zostata dotychczas doktadnie wyjasniona. Davis
i wsp. (55) wykazali, ze mutanty Pseudomonas aeruginosa, zdolne do wytwarzania
substancji sygnatowych, nie tworzg biofilmu o normalnej strukturze. Sg takze bar-
dziej wrazliwe na dziatanie SDS (siarczan dodecylu sodu). Podobne obserwacje po-
czynili takze Hastett i wsp. (56), ktorzy wykazali wieksza wrazliwos¢ mutantow
Pseudomonas aeruginosa na stezenie 50 mM H20: (woda utleniona) w stosunku do
szczepOw dzikich, nie wykazujacych zjawiska quorum sensing. Brooun i wsp. (42) nie
stwierdzili natomiast réznic w opornosci komoérek Pseudomonas aeruginosa tworza-
cych biofilm, na SDS, ofloxacyne i tobramycyne, bez wzgledu na ich zdolnosci do
komunikowania sie. jednakze autorzy tych badan sugerowali, ze moze to by¢ zalez-
ne od rodzaju powierzchni na ktérej osadzajg sie drobnoustroje.

7. Zmiany na poziomie molekularnym

Drobnoustroje tworzace biofilm, zmieniajac swdj metabolizm i ekspresje mate-
rialu genetycznego, stajg sie wysoce oporne na dziatanie roznorodnych srodkéw an-
tymikrobiologicznych. Zjawisko to dotyczy réwniez komdrek potomnych, uwalnia-
nych z biofilmu do $rodowiska zewnetrznego (57). Zastosowanie metod biologii
molekularnej, polegajacych m.in. na wykrywaniu specyficznego mRNA metodg RT
PCR czy identyfikacji komorkowego rRNA technika hybrydyzacji in situ, dostarczyto
nowych informacji o zmianach na poziomie molekularnym, zachodzacych w komor-
kach mikroorganizmdw tworzacych biofilm (57,58).

Drobnoustroje, tworzace btony biologiczne, uruchamiajg réznorodne mechani-
zmy genetyczne, ktére umozliwiajg eliminacje wptywu na komdrki $rodkéw prze-
ciwdrobnoustrojowych lub reperacje powstatych w komérkach uszkodzen. Moze to
by¢ mechanizm konstytutywny, ktéry zwigzany jest z ekspresjg odpowiednich ge-
noéw, lub mechanizm indukcyjny, inicjowany obecnoscig czynnika antymikrobiolo-
gicznego. Odpowiedzi adaptacyjne biofilméw sg kontrolowane w gtéwnej mierze
przez czynniki transkrypcyjne sigma (0, RpoS), ktdre uaktywniajg sie po osiggnieciu
przez drobnoustroje stacjonarnej fazy wzrostu. Czynnik 5 jest tg czescig transkryp-
tazy, ktéra ma zdolno$¢ specyficznego wigzania sie z DNA. W biofilmie Escherichia
coli oraz Pseudomonas aeruginosa regulacja inicjacji transkrypcji z udziatem czynnika
d umozliwia wytworzenie biatek uodparniajagcych populacje komdrek na dziatanie
antybiotykow (59,60).

W badaniach przeprowadzonych przez Xu i wsp. (60) wykazano wzmozong eks-
presje  analizowanych gendw biofilmu Pseudomonas aeruginosa. Geny te kodowaty
biatka, uczestniczgce w procesach translacji, transportu czasteczek przez zewnetrz-
ne struktury komérek oraz w procesach sekrecji. Produkty ekspresji tych genéw
bezposrednio determinowaty wysokg opornos¢ biofilmu Pseudomonas spp. na dzia-
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tanie biocyddéw i innych Srodkéw przeciwdrobnoustrojowych (60). Parkins i wsp.
(61) wykazali, ze opornos$¢ populacji Pseudomonas aeruginosa na dziatanie tobramy-
cyny warunkowana Jest takze przez produkty ekspresji genu gacA. Uszkodzenie
tego genu uniemozliwito tworzenie sie dojrzatej matrycy biofilmu bakteryjnego na
powierzchni statej i tym samym wyraznie zwiekszyto wrazliwos¢ badanych drobno-
ustrojéw na dziatanie antybiotyku.

W osiadtych populacjach drobnoustrojéw nastepuje réwniez aktywacja genow, kto-
rych produkty ekspresji neutralizujg dziatanie bojcze czasteczek antybiotykéw oraz
substancji dezynfekujacych (19). W gramdodatnich komérkach (gtéwnie Enterococcus
spp.) tworzacych biofilm, aktywowany jest gen tolA, ktéry obniza stopien powino-
wactwa antybiotykéw aminoglikozydowych do receptoréw dla Ca’+ i Mg+, zlokali-
zowanych w lipopolisacharydach otoczki komdérkowej. Na skutek braku mozliwosci
wigzania sie aminoglikozydéw z lipopolisacharydami ostony bakteryjnej, gen tolA
skutecznie zabezpiecza btone protoplazmatyczng komoérek przed uszkodzeniem
przez antybiotyki (35).

W komérkach bakteryjnych tworzacych bione biologiczng aktywowane sg takze
geny odpowiedzialne za synteze enzyméw rozkiadajacych wolno dyfundujgce sub-
stancje antymikrobiologiczne (21). Przypuszcza sig, ze enzymy te takze modyfikujg
budowe i tym samym wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe roznych substancji (12).
Przyleganie komorek Pseudomonas aeruginosa do powierzchni statych powoduje de-
represje gendw warunkujacych synteze (3-laktamaz, ktére kumulowane sg w wyso-
kich stezeniach w $luzie otaczajagcym komorki, p-laktamazy, degradujg czasteczki
antybiotykdw, zanim przenikng one do blony zewnetrznej komdérek Pseudomonas
aeruginosa (62).

Whiteley i wsp. (63) wykazali, ze dtugotrwate oddziatywanie na biofilm Pseudomonas
aeruginosa tobramycyny, zmienito stopien ekspresji dodatkowych 20 gendw. Oprécz
gendéw pomp bakteryjnych, aktywowane byty geny dnaK oraz groES, ktérych produkty
ekspresji inaktywowaty dziatanie tobramycyny na komorki (63). Podobne zaleznosci
zaobserwowat Anwar i wsp. (64) oraz Vergeers i Blaser (65) badajac opornos¢ biofilmu
Staphylococcus spp. na tobramycyne, cefaleksyne i amikacyne.

Diugotrwata ekspozycja biofilméw drobnoustrojowych na wysokie stezenia an-
tybiotykéw, moze by¢ induktorem punktowych mutacji gendw, ktérych produkty
ekspresji podnoszg poziom opornosci komérek. Diugotrwate oddziatywanie pipera-
cyliny na biofilm Streptococcus pneumoniae spowodowato wystgpienie punktowej mu-
tacji w genie cpoA kodujacym biatko, wykazujgce homologie do glikozylotransferaz
(66). Produkt ekspresji genu cpoA jest wymagany podczas biosyntezy kwasu tejcho-
jowego, wystepujacego w scianie komorkowej Streptococcus pneumoniae (67). Muta-
cja genu cpoA doprowadzita do modyfikacji syntezy czgsteczki kwasu tejchojowego,
co skutecznie zabezpieczyto powierzchniowe struktury badanego biofilmu na dzia-
fanie antybiotykéw (67).

Roznice w elektroforetycznych profilach biatek drobnoustrojow tworzacych na
powierzchniach statych biofilm oraz komérek pozostajacych w zawiesinie, sg rezul-
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tatem réznej podazy substancji pokarmowych. Komoérki znajdujace sie w glebszych
warstwach biofilmu, gdzie dociera mniej skfadnikow pokarmowych, dazg do mini-
malizacji wydatku energetycznego, zwigzanego z biosyntezg biatka (67). Nie ozna-
cza to jednak catkowitego zahamowania ekspresji materiatu genetycznego u tych
mikroorganizméw. Drobnoustroje tworzace btone biologiczng, syntetyzuja de novo
specyficzne biatka, ktorych obecno$¢ w komérkach warunkuje oporno$é biofilmu na
dziatanie szeregu czynnikéw antybakteryjnych (8). Whiteley i wsp. (63) zaobserwo-
wali wzmozong synteze ponad 50% z 800 analizowanych biatek dojrzatej matrycy
biofilmu Pseudomonas aeruginosa. Syntetyzowane biatka przez komoérki badanej bto-
ny biologicznej warunkowaty oporno$¢ przede wszystkim na oksydatywne uszko-
dzenia (63).

8. Podsumowanie

Opornos¢ biofilméw bakteryjnych na dziatanie chemioterapeutykéw czy po-
wszechnie stosowanych S$rodkéw dezynfekcyjnych, stanowi powazny problem
wspotczesnej medycyny i praktyki przemystowej. Zyjac w skupiskach, drobnoustro-
je wyksztalcajg wieloptaszczyznowe mechanizmy obrony przed degradacyjnym
wpltywem na komorki substancji antymikrobiologicznych. Wytwarzanie czasteczek
sygnatowych umozliwia komdrkom komunikowanie sie i tworzenie kolonii wysoce
opornych na dziatanie biocydéw. Struktura bton biologicznych powoduje nie tylko
wolniejsza dyfuzje srodkdw antymikrobiologicznych przez matrix biofilmu, ale tak-
ze utrudnia dotarcie czynnikéw toksycznych do komorek zlokalizowanych w gteb-
szych warstwach biofilmu. Problem wysokiej opornosci bton biologicznych na dzia-
fanie substancji antymikrobiologicznych zwigzany jest takze ze specyfikg zmian me-
tabolicznych i genetycznych, indukowanych fazg wzrostu komoérek wspottworzacych
biofilm. Do tych przemian zalicza sie przede wszystkim biosynteze zewnatrzkomor-
kowych polisacharydéw, biatek enzymatycznych oraz biatek efflux pumps.

Nieustannie poszukuje sie nowych mozliwosci zapobiegania zjawisku tworzenia
sie biofilmu oraz leczenia zakazen, wywotanych przez wysoce oporne drobnoustro-
je. Opracowanie nowej generacji antybiotykow czy Srodkdw dezynfekcyjnych, moze
nie zapewni¢ dtugotrwatego efektu. Problem opornosci biofilméw bakteryjnych pre-
dzej czy pdzniej bedzie réwniez dotyczy¢é nowych substancji antymikrobiologicz-
nych. jedyna, skuteczna strategig jest lepsze zrozumienie natury skfadnikdéw komor-
kowych i ich funkcji w opornosci na biocydy bakterii pozostajagcych w biofilmie.
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