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Summary

Bacterial colonisation of surfaces and biofilm formation have important
consequences in medicine (contamination of catheters, prostheses, and artifi-
cial organs) and in food industry (contamination of food product lines). A biofllm
can be defined as a matrix enclosed bacteria populations’ adherent to each
other and/or to surfaces. The process of biofilm formation includes following
steps: adhesion of cells, formation of microcolony and, finally, biofilm forma-
tion. Bacterial biofilm formation is influenced by a number of factors, such as:
extracellular production of polymeric substances (mainly polysaccharides and
proteins), hydrophobicity of cell wall, growth phase, environmental factors (pH,
temperature, kind of media, ionic strength, polyvalent ions), surface roughness
and presence of signalling compounds. Hygienic aspects of biofilm formation
and adhesion of bacteria to eukariotic cells were also described in this paper.
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1. Wstep

Zdolno$¢ drobnoustrojéw do adhezji do powierzchni moze
stanowi¢ zagrozenie w wielu dziedzinach zycia. W praktyce me-
dycznej jest ona przyczyng zakazen u pacjentow, u ktérych w ce-
lach diagnostycznych lub terapeutycznych stosuje sie przyrzady
wykonane z materialdw syntetycznych (soczewki kontaktowe.
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protezy stawowe i kostne, cewniki, zespolenia naczyniowe). Adhezja drobnoustro-
jow wystepujacych w jamie ustnej do powierzchni zebéw jest zrodlem choréb ze-
bow. W przemysle spozywczym, mikrobiologiczne zanieczyszczenie powierzchni
kontaktujgcych sie z zywnoscia moze by¢ przyczyna skazenia zywnosci drobno-
ustrojami powodujacymi jej zepsucie, a takze chorobotwdrczymi.

Adhezja drobnoustrojéw do powierzchni ma takze aspekty pozytywne. Bioreak-
tory z biofilmem sg szeroko wykorzystywane w degradacji substancji organicznych,
denitryfikacji $ciekéw, usuwaniu fosforu z miejskich i przemystowych oczyszczalni
Sciekéw oraz odgrywaja znaczacg role w procesach wigzania metali z r6znych sro-
dowisk (1-3). Zdolnosci adhezyjne mikroorganizmow do warstwy woskowej (kutiku-
li), pokrywajgcej potowe czesci roslin moze takze warunkowaé ich wykorzystanie
w biologicznej ochronie ptodéw rolnych (4). Adhezja bakterii rizobiowych odgrywa
podstawowa role w ustaleniu symbiozy pomiedzy tymi bakteriami a roslinami mo-
tylkowymi (5).

Mikroorganizmy ulegajace adhezji tworzg trwale, cienkie warstewki nazywane
btonami biologicznymi lub biofilmami. Biofilmy sg obecnie definiowane jako ztozone,
wielokomdrkowe struktury bakteryjne otoczone warstwg substancji organicznych
i nieorganicznych, produkowanych przez te drobnoustroje, wykazujgce adhezje do
powierzchni biologicznych i abiotycznych (6,7). Zgodnie z tg definicjg pod pojeciem
biofilmu rozumie sie réwniez wszelkie agregaty utworzone przez komaorki mikroor-
ganizmow oraz populacje bakterii przylegajacych do Scianek por w substancjach
0 niejednorodnych powierzchniach. Biofilm bakteryjny moze by¢ utworzony przez
komoérki drobnoustrojow nalezgcych do jednego lub nawet kilkunastu gatunkow.
Biofilmy tworzg sie najczesciej w wilgotnych, niesterylnych Srodowiskach. Ich po-
wstawanie jest odpowiedzig bakterii na warunki srodowiska, umozliwia ich przezy-
cie i rozwdj (8). Udowodniono, ze umiejetnosC ta jest prastarg strategig rozwoju
drobnoustrojow, jednak dopiero ostatnio rozpoczeto doktadne jej badania. Analiza
biofilméw za pomocg zwyktych mikroskopéw pozwala dostrzec pewna liczbe bakte-
rii, nie daje jednak mozliwosci jego obserwacji w gtebszych warstwach. Dawnigj
uwazano, ze komorki znajdujgce sie wewnatrz biofilmu sg martwe i tworzg przy-
padkowe skupiska (9). Poglad ten zmienit sie dopiero 11 lat temu, gdy zaczeto pro-
wadzi¢ badania z zastosowaniem laserowego skaningowego mikroskopu konfokal-
nego, ktory umozliwia uzyskiwanie obrazéw poszczegdlnych warstw biofilmu i otrzy-
manie jego tréjwymiarowego odzwierciedlenia. Na podstawie tych badan stwier-
dzono, ze drobnoustroje tworza w biofilmie mate kolonie, ktére zajmuja tacznie
mniej niz jedna trzecig jego ogdlnej objetosci. Pozostatg czes¢ stanowia substancje
wydzielane przez te komoérki na zewnatrz (tzw. macierz pozakomaérkowa lub gliko-
kaliks), ktore wchtaniajg wode, wychwytujg znajdujgce sie w niej substancje odzyw-
cze i utrzymuja biofilm w catosci (9). Substancje wydzielane na zewnatrz przez ko-
morki bakterii w biofilmach okresla sie mianem egzopolimeréw (EPS, extracellular
polymeric substances). Takie btony biologiczne sktadajg sie z bardzo duzej liczby mi-
krokolonii, oddzielonych od siebie siecig kanalikbw, przez ktore dostarczane sg
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sktadniki pokarmowe i usuwane produkty przemiany materii. System ten funkcjonu-
je jednak dobrze tylko na obrzezach biofilmu. W gtebszych jego warstwach skupi-
ska bakterii potgczone substancjami pozakomorkowymi utrudniajg prawidtowe jego
dziatanie. Powoduje to réznicowanie sie komoérek w biofilmie. Ponadto drobno-
ustroje wchodzace w skfad bton biologicznych wytwarzaja czgsteczki sygnatowe,
przypominajace feromony i hormony zwierzece, pozwalajgce im na tworzenie kolo-
nii o skomplikowanej strukturze i réznorodnych funkcjach. W ten spos6b biofilm
zaczyna by¢ postrzegany jako prymitywny organizm wielokomérkowy (9,10).

2. Mechanizmy powstawania biofliméw

W procesie powstawania biofilmu bakteryjnego wyrédznia sie kilka etapow:

- adhezje pojedynczych komérek do powierzchni,

- tworzenie mikrokolonii,

- réznicowanie sie osiadtej populacji bakterii i utworzenie dojrzatej formy bio-
filmu (11-14).

Proces powstawania biofilmu rozpoczyna sie w momencie, w ktérym komdrka
osiada na powierzchni. Zesp6t zdarzen fizykochemicznych zachodzacych w trakcie
przytaczania sie komorki bakteryjnej do powierzchni nazywa sie adhezjg. Obecnie
uwaza sie, ze zmiana w dostepnosci substratéw metabolicznych w $rodowisku wzro-
stu czesciowo indukuje powstanie sygnatu dla komorki bakteryjnej (dotychczas nie
zidentyfikowanego), ktéry stymuluje przejScie w osiadta faze wzrostu.

Adhezja mikroorganizméw do powierzchni stalych zachodzi w dwéch fazach
(w zaleznosci od odlegtosci pomiedzy komoérka a podiozem):

- faza poczatkowa (odlegtos¢ pomiedzy komoérka a podiozem wynosi ponad
150 nm): najwieksza role odgrywajg tutaj oddziatywania fizyczne - sity hydrodyna-
miczne, dyfuzja, grawitacja, sily termodynamiczne (ruchy Browna), sity van der
Waalsa, elektrostatyczny tadunek powierzchni, a takze ruchliwos$¢ samych komorek;

- faza zasadnicza (odlegtos¢ pomiedzy komorkg a podtozem wynosi ok. 3 nm):
tutaj zasadnicze znaczenie dla utworzenia biofilmu odgrywajg sity chemiczne -
wigzania wodorowe, tworzenie par i kompleksow jonowych. Gtéwna role odgrywajg
tutaj wigzania kowalencyjne typu wegiel-wegiel. Catkowita energia tych stabych in-
terakcji potegowana jest przez duza liczbe potencjalnych miejsc nowych wigzan. In-
terakcje te uwaza sie za czynniki stabilizujace matryce kazdego biofilmu (15).

Tworzenie sie mikrokolonii i r6znicowanie osiadlej populacji bakterii zwigzane
jest gtéwnie z indukcjg lub supresjg poszczegdblnych gendéw, ekspresja odpowied-
nich cech fenotypowych, w tym réwniez syntezg i wydzielaniem EPS (9).

O réznicach w mechanizmach osadzania sie bakterii na powierzchniach, w po-
réwnaniu z czasteczkami materii nieozywionej, $wiadczy rézna ich kinetyka. Wy-
tworzenie sie pierwszej warstwy zanieczyszczenia organicznego utatwia osiadanie
bakterii, chociaz nie jest warunkiem koniecznym (16). Pierwsza faza tworzenia sie
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biofilmu, w ktérej dominujgca role odgrywajg opisane oddziatywania fizyczne, uwa-
zana jest za odwracalng. Tak powstate blony moga by¢ usuwane za pomoca trady-
cyjnych srodkéw myjacych, a stosowane na tym etapie preparaty dezynfekcyjne sku-
tecznie uszkadzajg komorki bakteryjne (17).

Kolejng faze tworzenia sie biofilmu okresla sie jako nieodwracalng. Polega ona
na rownoczesnym namnazaniu sie bakterii na danych powierzchniach (kolonizacja)
i obfitym wytwarzaniu glikokaliksu. Szybkos¢ tego etapu zalezy gtéwnie od rodzaju
drobnoustrojéw tworzacych biofllm oraz warunkéw Srodowiska. Glikokaliks tatwo
adsorbuje czasteczki organiczne i mineralne, a jego trwato$¢ spotegowana jest
przez obecnos¢ jondw wapnia w otaczajagcym medium, ktére powodujg sieciowanie
polisacharydéw. Drobnoustroje, ktére same nie wytwarzajg glikokaliksu, np. Listeria
sp., moga korzysta¢ z polimeréw wytwarzanych przez inne rodzaje drobnoustro-
jow, wspotbytujace w srodowisku np. Pseudomonas sp., Moraxella sp., Klebsiella sp.
(18).

Prowadzone w ostatnich latach badania wskazujag na to, ze zasadniczy wpltyw na
powstawanie mikrokolonii i dojrzatej struktury biofilmu ma ciag zdarzen zacho-
dzacych na poziomie molekularnym. Sg to zjawiska charakterystyczne dla wielu ga-
tunkéw bakterii gramujemnych, dzieki ktérym poszczegéline komorki danego ga-
tunku bakterii odczuwajg swojg gestos¢ w danej niszy ekologicznej oraz odpowied-
nio do niej reguluja swoja aktywnos¢ metaboliczna (19). Komunikacja pomiedzy po-
szczegOlnymi komorkami zachodzi dzieki produkcji przez nie autoinduktoréw (fe-
romonéw) o niskich masach czgsteczkowych, ktére nie tylko swobodnie dyfundujg
do Srodowiska zewnetrznego, lecz réwniez na zasadzie dyfuzji biernej fatwo prze-
nikaja do cytoplazmy sasiednich komérek bakteryjnych. Wiele substancji sygna-
towych, ktorych dziatanie podobne jest do feromondéw, nalezy do grupy laktonéw
N-acyl homoseryny (20). Komérki danego gatunku, lub tez innych gatunkéw, podat-
nych na dziatanie tego typu induktoréw, reaguja na odpowiednie stezenie tej sub-
stancji jednoczesng zmiang metabolizmu: represja lub aktywacjg odpowiednich
genow.

Poszczegolne etapy tworzenia sie biofilmu przedstawiono na fotografiach (A-D).
W Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci (AR, Poznarn) prowadzone
sg badania nad czynnikami warunkujgcymi adhezje bakterii z rodzaju Bacillus do
powierzchni uzytkowanych w przemysle spozywczym (stal nierdzewna i szklo).
Prezentowane fotografie sag wynikiem doswiadczeh nad kinetyka tworzenia biofil-
mow przez ten rodzaj drobnoustrojow (obraz z mikroskopu fluorescencyjnego,
1000-krotne powiekszenie).
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Fot. Adhezja 6flc///us sp. do powierzchni stali nierdzewnej: A - po |h; B — po 2h; C - po4h; D - po
24-48h (badania wiasne autorow).

3. Czynniki warunkujgce tworzenie sie biofilmow

Na podstawie prowadzonych w ostatnich latach badan uwaza sie, ze najwiekszy
wplyw na powstawanie specyficznych skupisk drobnoustrojéw, jakimi sa biofilmy,
majg wydzielane przez komoérke na zewnatrz EPS. Obejmujg one rézne rodzaje ma-
kromolekut, takie jak polisacharydy, biatka, kwasy nukleinowe czy fosfolipidy. Syn-
teza do Srodowiska zewnetrznego substancji EPS przez organizmy prokariotyczne
(bakterie) i eukariotyczne (algi, grzyby) wynika bezposrednio z adaptacji do danych
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warunkéw otoczenia. Zwigzki te uwazane sg za podstawowe komponenty kazdego
biofilmu, poniewaz determinuja jego biologiczne i fizykochemiczne cechy. Precyzyj-
na analiza iloSciowa i jakosciowa substancji wydzielanych poza komorke jest bardzo
trudna pod wzgledem metodycznym. Zadna z obecnie stosowanych technik nie po-
zwala na wyekstrahowanie tylko sktadnikéw zewnagtrzkomérkowych. Izolacja sub-
stancji strukturalnych wnetrza komérki powoduje zafatszowanie wynikéw (21). Ogol-
ne proporcje komponentoéw EPS w biofilmie sg zr6znicowane. ZawartoS¢ materii or-
ganicznej waha sie w granicach od 50 do 90%. Zréznicowana ich koncentracja oraz
specyficzny charakter tych substancji moze stanowi¢ ochrone takiej formy rozwoju
drobnoustrojéw. Obecnie uwaza sie, ze gtdwne zwiazki EPS stanowig polisacharydy
i biatka (21,22).

Sacharydowe substancje polimerowe odgrywajg istotng role w adhezji drobno-
ustrojow do powierzchni i sg czesto okreslane mianem ,polisacharydéw adhezyj-
nych” (22,23). Egzopolisacharydy sa stabo lub w ogoéle nie zwigzane z komérkg
drobnoustroju. Akumulowane na powierzchni komorki w postaci $luzu lub wydzie-
lane do podioza, tworzg struktury wyzszego rzedu. Powstate na drodze asocjacji
lub polimeryzacji skupiska tych substancji wypetniajg puste przestrzenie miedzy ko-
morkami mikroorganizmoéw w kazdym biofilmie. Egzopolisacharydy moga posredni-
czy¢ zarowno w kohezji, jak i adhezji komoérek i odgrywaja gtbwna role w utrzyma-
niu integralnosci biofilmu. W badaniach wskazuje sie, ze ich zawartos¢ w biofilmach
jest 4,7 razy wieksza niz biatek (4). Wieksze napowietrzanie, ruch pozywki, sity od-
rywania powoduja zwiekszenie wydzielania egzopolisacharydéw, co powoduje sta-
bilizacje struktury biofilmu przy danych warunkach. Najwieksza produkcja tych zwigz-
kéw jest obserwowana we wczesnych etapach tworzenia biofilmu, co wspomaga
w poczatkowym etapie przyczepianie sie komérek do powierzchni statych (3). Nie-
ktorzy autorzy twierdza, ze odgrywajg one istotng role w tworzeniu warstwy kondy-
cjonujgcej (kontaktowej), stwarzajgc korzystniejsze warunki do adhezji (24). Zasto-
sowanie substancji specyficznie wigzgcych polimery cukrowe moze by¢ skuteczng
metodg badania ich wptywu na adhezje drobnoustrojéw do powierzchni statych. Do
zwigzkow takich nalezg kationy metali, lecytyny oraz niektére barwniki. Langille
i wsp. (23) zastosowali sondy specyficznie wigzace kompleksy weglowodanoéw, kto-
re spowodowaty inhibicje adhezji Hyphomonas rosenbergii do powierzchni hydrofilo-
wych. Byto to szczegdlnie widoczne w poczatkowych etapach tego procesu.

W dostepnej literaturze pojawiajg sie réwniez sprzeczne informacje. Flint i wsp.
(25) nie wykazali wpltywu zewnetrznej warstwy polisacharydowej na adhezje termo-
filnych bakterii z rodzaju Enterococcus do powierzchni stali. Parkar i wsp. (26) ba-
dajac adhezje termofilnych Bacillus sp. do powierzchni stali stwierdzili, ze zastoso-
wanie czynnikdw usuwajacych zewnetrzng warstwe egzopolisacharydow (kwas troj-
chlorooctowy, lizozym, merkaptan sodu) zwiekszyto liczbe komodrek wegetatyw-
nych ulegajacych adhezji (o 0,5-1,5 logio ~ w zaleznos$ci od zastosowanego czynni-
ka). Nie stwierdzono korelacji pomiedzy iloscia zewnatrzkomérkowych polisachary-
déw a adhezja. Podobne obserwacje (zmniejszenie adhezji) poczynili inni autorzy.
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badajgc adhezje mutantow wytwarzajgcych i nie wytwarzajgcych EPS (27). Usuniecie
zewnetrznej warstwy polisacharydowej moze by¢ czynnikiem, ktéry pozwala na lep-
sze interakcje pomiedzy innymi substancjami wydzielanymi przez komoérke na zew-
natrz (np. biatkami) a powierzchnig. Ponadto niektére z polisacharydéw nie sg wy-
magane do powstania biofllmu, a jedynie do tworzenia jego tréjwymiarowej struk-
tury. Obserwowana jest liniowa zalezno$¢ pomiedzy gestoscia biofilmu a zawarto-
$cig egzopolisachrydéw w biofilmie (7).

Wiele polisacharydéw, ktére uczestniczg w adhezji komérek sg kwasowymi he-
teropolisacharydami, a szczegélne znaczenie majg ich anionowe reszty. Nakata i wsp.
(28) stwierdzili, ze produkcja egzpolisacharydéw moze byé stymulowana przez obec-
nos¢ w podtozu kwasdéw organicznych, ale z drugiej strony hamuja one flokulacje
komorek bakteryjnych. Efekt ten moze by¢ rédwnowazony przez obecnosé jonow
wapnia, ktére na drodze kompetycji z resztami karboksylowymi polisacharydéw
i kwasow alifatycznych, likwidujg ich anionowy charakter. Promocja syntezy polisa-
charydéw przez kwasy organiczne moze by¢ wyjasniona przez kataboliczng repre-
sje, natomiast inhibicja agregacji - inhibicja kompetycyjng przez kwasy organicz-
ne. Synteza egzopolisacharyddw jest stymulowana na podtozach ubogich w sktadni-
ki odzywcze, ale mechanizmy tego zjawiska nie zostaly wyjasnione (29). Zwieksza-
nie wydzielania polisacharyddéw na skutek duzych sit oddziatujacych na biofilm skut-
kuje bardziej trwatym i gestym biofilmem, ale sg to raczej oddzialywania fizyczne
niz biologiczne. Oddzialywania takie moga powodowac¢ zmiany metaboliczne w ko-
morkach i przeksztalca¢ sie posrednio w oddziatywania biologiczne. W badaniach
nad rolg polisacharyddéw w procesie tworzenia biofilmu mikroorganizmem modelo-
wym jest Pseudomonas aeruginosa, ze wzgledu na duzg ilos¢ polisacharydéw produ-
kowanych przez ten gatunek bakterii (30).

W przeprowadzonych badaniach nad rolg biatek w procesach adhezji wykazano,
ze petnig one dwie funkcje. W pierwszej fazie, biatka zostajg zakumulowane na po-
wierzchni komorki, a nastepnie, gdy zostajg uwolnione do roztworu, adsorbujg sie
na powierzchni docelowej. Wzrost koncentracji bialek w strefie miedzyfazowej ini-
cjuje pierwsze etapy adhezji. W kolejnych stadiach, gdy czas kontaktu miedzy tymi
powierzchniami wydtuza sie, nastepuje sekrecja biatek in situ, co prowadzi z jednej
strony do nasilenia adhezji, a z drugiej zapewnia stabilne ,zakotwiczenie” komérek
na powierzchni docelowej (31,32).

Wplyw warstwy biatkowej na zjawisko adhezji ttumaczy sie modyfikacja oddzia-
tywan typu van der Waalsa, elektrostatycznych i hydrofobowych. Powigzanie biatek
z powierzchnig determinujg takie zjawiska, jak: redystrybucja natadowanych grup
w strefie miedzyfazowej, zmiana hydratacji powierzchni komorki, powierzchni docelo-
wej oraz biatka, a takze doprowadzenie do zmian trzeciorzedowej struktury biatek. Do
tych oddziatywan nalezy jeszcze dodac specyficzne interakcje, tacznie z molekularnym
rozpoznaniem, miedzy adhezyng biatkowg a ligandem powierzchni docelowej (32).

W uktadach biologicznych biatka powierzchni komérek drobnoustrojéw odgry-
wajg istotng role w adhezji do komorek gospodarza. Przyczepianie sie komérek do
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powierzchni biotycznych jest uzaleznione od specyficznych oddziatywan pomiedzy
receptorami gospodarza i ekspresjg bialek adhezyjnych (33). Tuomola i wsp. (34)
wykazali, ze adhezja probiotycznych bakterii mlekowych do migs$ni jelitowych zna-
€zgco zmniejsza sie po potraktowaniu komérek temperaturg 100°C, 121°C, pepsyna
i trypsyng, co Swiadczy o tym, ze struktury biatkowe odgrywajg istotng role w adhe-
zji tej grupy drobnoustrojow do powierzchni biologicznych. Byla to jednak cecha
zalezna od szczepu i w ré6znym stopniu u réznych szczepdéw notowana. Santiago
i wsp. (35) wykazali, ze sekrecja biatka 0 masie czgsteczkowej 104 kDa przez Listeria
monocytogenes jest zwigzana z adhezjg tej grupy drobnoustrojow do komorek ssa-
kéw. Chociaz wykazano wzrost ekspresji tego biatka w réznych fazach wzrostu
i w réznych temperaturach, nie wptynelo to jednak na zwiekszenie adhezji. Jest to
spowodowane prawdopodobnie faktem, ze juz kilka molekut tego biatka jest wy-
starczajace do zapoczatkowania adhezji tej grupy drobnoustrojéw.

Biatka odgrywajg réwniez istotng role w posredniczeniu pomiedzy komorkami
drobnoustrojéw a powierzchniami nieozywionymi. Zagadnienia te stanowity przed-
miot badan wielu autoréw. Dufrene i wsp. (36) wykazali, ze adhezja Azospirillum bra-
siliense do powierzchni szkta i polistyrenu jest uzalezniona od stezenia biatek na po-
wierzchni komérek. Flint i wsp. (25) wykazali wptyw zewnetrznej warstwy biatkowej
na adhezje termofilnych streptokokdéw do powierzchni stali. Usuniecie zewnetrznej
warstwy biatkowej za pomoca trypsyny lub SDS spowodowato 100-krotng redukcje
adhezji. Takie traktowanie komorek powoduje ich zabicie, jednak poréwnanie ad-
hezji komoérek inaktywowanych za pomoca temperatury lub promieniowania UV
i komoérek zywych nie wykazato réznic. Usuniecie warstwy zewnetrznej biatek moze
wpltywal takze na zmiane ich wkasciwosci powierzchniowych (np. hydrofobowo$ci).
Usuniecie zewnetrznej warstwy biatkowej spowodowato 2-3 krotna redukcje gru-
bosci Sciany komérkowej (mikroskopia transmisyjna), ale mogto to by¢é spowodowa-
ne skurczeniem cytoplazmy po potraktowaniu komorek trypsyng i SDS. Podobne za-
leznosci obserwowali Parkar i wsp. (26), ktérzy usuwali zewnetrzng warstwe
biatkowa Bacillus sp. za pomocg SDS lub trypsyny (obnizenie adhezji). Oosthuizen
i wsp. (37) stosujgc metode elektroforezy dwukierunkowej, wykazali specyficzng
ekspresje biatek w warunkach tworzenia sie biofilmu. Wykazali oni, ze komérki Ba-
cillus cereus, ktére ulegly adhezji do waty szklanej, syntetyzowaly 10 nowych biatek,
z czego 4 byly unikatowe dla biofilméw. Siedem biatek nie bylo syntetyzowanych
w ogéle w poréwnaniu do préb kontrolnych.

Na tworzenie sie biofilmu majg wplyw takze takie czynniki jak faza wzrostu bak-
terii, czynniki zwigzane z rodzajem i charakterem powierzchni (naturg substratu),
wspotzawodnictwo mikroorganizmow, hydrofilowos¢/hydrofobowos¢ powierzchni
komorki, tadunek powierzchni komorki oraz czynniki Srodowiskowe (pH, tempera-
tura, rodzaj podtoza i jego sita jonowa, obecnos¢ kationow itp.) (12,26,38-41). Wias-
ciwosci hydrofobowe drobnoustrojéw sg jednym z wazniejszych niespecyficznych
czynnikéw adhezji, ktére maja znaczenie w namnazaniu mikroorganizmow na po-
wierzchniach stalych. Powierzchnia wiekszosci bakterii natadowana jest ujemnie.
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a wiele struktur powierzchniowych, biatek czy lipidoéw, podnosi jej hydrofobowos$¢
(31). Charakterystyczne dla danego gatunku drobnoustrojow wiasciwosci powierz-
chniowe majg decydujgce znaczenie dla kolonizacji okreslonej powierzchni. Silne
wiasciwosci hydrofobowe powierzchni wplywajg na autoagregacje komaorek bakterii
i oznaczajg wyzszy stopienn adhezji do hydrofilnych powierzchni (42).

Tworzeniu sie biofilméw na powierzchniach produkcyjnych sprzyjaja zanieczysz-
czenia o zwiekszonej proporcji biatka do tluszczu, neutralny odczyn Srodowiska,
porowatos€ i nasigkliwosé powierzchni (chropowatos¢ i utozenie ziaren stali kwaso-
odpornej wptywa na iloS¢ zatrzymanej cieczy, stwarzajgc korzystniejsze warunki do
rozwoju drobnoustrojow), dtugi czas pozostawania zanieczyszczen na powierzchni,
obecnos$¢ nie zwigzanych kationéw dwuwartosciowych - zwlaszcza wapnia oraz
obecnos$¢ bakterii wytwarzajacych duze ilosci polisacharydéw (30,35,39,43).

4. Aspekty higieniczne tworzenia sie biofilmow

Biofilm wytworzony w wyniku sekrecji zewnatrzkomoérkowej EPS i umocniony
przez te strukture jest trudny do usuniecia. Stanowi on potencjalne zagrozenie mi-
krobiologiczne, gdyz po osiggnieciu pewnej krytycznej grubosci dochodzi do samo-
isthnego odrywania sie wiekszych jego fragmentéw od powierzchni. Praktycznie nie
ma materiatu, ktérego ptaszczyzna nie mogtaby zosta¢ pokryta warstwag biofilmu.
Sktadniki EPS efektywnie utrzymujg komorki mikroorganizmow na powierzchni wy-
miennikOw ciepta, systemow przewoddéw doprowadzajacych i odprowadzajacych
media, urzadzen wykorzystywanych w medycynie. Matryca biofilmu cechuje sie duza
stabilnoscig mechaniczng. Tworzenie sie, struktura i aktywno$¢ metaboliczna biofil-
mow jest Scisle zwigzana z sitami deadhezji. Bardziej zwiezty, Scisty i stabilny bio-
film jest formowany przy relatywnie duzych sitach deadhezji. Sity te odgrywajg zna-
czacg role w budowie biofilmu, transferze masy i produkcji EPS oraz wptywaja na
metaboliczne i genetyczne jego wtasciwosci. Molekularne i genetyczne mechanizmy
odpowiedzialne za wptyw tych sit na komodrke nie sg w petni wyjasnione. W sensie
inzynieryjnym mozna tymi sitami manipulowac i traktowac je jako parametr kontrol-
ny w produkcji bardziej trwatego i zwartego biofilmu (np. dla oczyszczalni Sciekéw) (3).

Komorki bakteryjne, stanowiace czes¢ biofilmu, sg bardziej oporne na dziatanie
substancji toksycznych ($rodki dezynfekujace, antybiotyki, surfaktanty) niz te pozo-
stajace w zawiesinie (44). jest to zwykle wyjasniane wolniejsza dyfuzjg biocydow
przez matryce biofilmu, ktéry utrudnia ich dotarcie do glebszych warstw. Ponadto
komorki pozostajgce w zawiesinie sg narazone na kontakt z substancjami toksycz-
nymi ze wszystkich stron, komaorki w biofilmie tylko z jednej strony. Komorki po-
zostajgce gtebiej w biofilmie maja mniej sktadnikbw odzywczych i tlenu, zmieniaja
swojg fizjologie, zmniejszajgc tempo wzrostu i przechodzgc w stan zblizony do
anabiozy. Wykazujg wtedy zmniejszong wrazliwosS¢ na dziatanie substancji tok-
sycznych.
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Innym czynnikiem, ktéry moze wptywac¢ na zwiekszong oporno$¢ mikroorgani-
zméw w biofilmie jest zewnatrzkomérkowa otoczka bakterii. W wiekszosci przy-
padkéw jest ona zbudowana z polisacharyddéw, chociaz niektére gatunki Bacillus sp.
majg otoczke polipeptydowa. Rola otoczki polega przede wszystkim na ochronie
komorki przed wysuszeniem i fagocytoza, ale bierze ona réwniez udziat w procesie
adhezji. Materialy otoczki moga takze utatwia¢ adsorbcje czynnikéw toksycznych,
ale uniemozliwiajg ich przenikanie do cytoplazmy. W ten sposéb biofilm z mater-
iatami otoczki, ktére stanowig ich integralng czes¢, chroni komérki przed wptywem
srodkoéw dezynfekujgcych, stanowigc jednoczesnie czynnik inaktywujacy ich dzia-
tanie (6,16).

Substancje EPS réwniez skutecznie zabezpieczajg drobnoustroje tworzace bio-
film przed wptywem detergentow i sSrodkéw dezynfekcyjnych. Aby zminimalizowac
skutki tworzenia sie biofiiméw konieczne jest szybkie usuwanie zanieczyszczen
z powierzchni, stosowanie preparatow zawierajgcych zwigzki silnie chelatujace wapn,
w miare potrzeb wydtuzanie czasu mycia i dezynfekcji, optymalizacja proporcji cza-
su dziatania srodka myjacego do czasu dziatania $rodka dezynfekcyjnego i dobér
odpowiednich srodkéw dezynfekujacych. Najbardziej skuteczne w stosunku do mi-
kroorganizmow tworzacych biofilm sa kwasne czwartorzedowe zasady amoniowe
i pirydyniowe, dwutlenek chloru i kwas nadoctowy (45). Mycie powierzchni deter-
gentami alkalicznymi i kwasem azotowym powoduje nadanie jej hydrofilowych wias-
ciwosci, podczas gdy etanol czy aceton zmieniajg jej charakter na hydrofobowy.
Moze to mie¢ istotny wplyw na tworzenie bioflméw na tych powierzchniach.

W poszukiwaniu nowoczesnych technik badania skutecznosci mycia i dezynfek-
cji poszukuje sie niedestrukcyjnych metod, pozwalajgcych na badanie adhezji w spo-
s6b ciagly in situ. jednym z takich sposobéw moga by¢ systemy reporteréw gene-
tycznych, ktére pozwalajg na badanie zachowania komérek bakteryjnych tak dtugo,
jak reaguja one metabolicznie. Geny reporterowe kodujg biatka, ktére posiadajg
unikatowg aktywnos¢ enzymatyczng lub sg tatwe do odréznienia z mieszaniny in-
nych biatek komdrkowych. S3 one stosowane do oznaczenia transkrypcji genu
z ktébrym moga sie potaczy€. Goulsbra i wsp. (46) wykazali przydatnos¢ takiej techni-
ki (gen reporterowyfis) do badania ekspresji reporteréw dla Escherichia coli przycze-
pionych do podtoza i okreslenia wplywu procedur mycia z zastosowaniem polime-
réw i kationowych biocydéw na adhezje tej grupy drobnoustrojéw i ich wzrost.

Aby efektywnie przeciwdziata¢ negatywnym skutkom tworzenia sie biofllmow
dla higieny produkcji konieczne jest poznanie mechanizmoéw ich powstawania, dy-
namiki nawarstwiania i czynnikéw, ktére wptywajg na ich stabilnos¢. Dla rozwigza-
nia tego problemu konieczne jest opracowanie nowych powierzchni, ktére beda
wplywaly na poczatkowg adsorpcje czagsteczek, a przez to na zmniejszenie adhezji.
Konieczne jest takze zastosowanie antymikrobiologicznych barier adhezji i nowo-
czesnych metod usuwania biofllméw bakteryjnych.
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5.Adhezja drobnoustrojoéw do komdérek makroorganizmu

Adhezja do komérek makroorganizmu nabiera istotnego znaczenia w przypadku
drobnoustrojéw atakujgcych tkanki i btony Sluzowe obmywane ptynami ustrojowy-
mi. Aby mdc sie utrzymaé na ich powierzchni bakterie musza przytwierdzi¢ sie do
komérek gospodarza. Mikroorganizmy moga przyczepia¢ sie do powierzchni komé-
rek eukariotycznych przy udziale wigzan elektrostatycznych i hydrofobowych, ale
na ich adhezje majg wptyw roéwniez takie czynniki, jak typ komorek gospodarza, ro-
dzaj receptoréw komadrkowych wigzanych przez ligandy bakteryjne oraz wzajemne
oddziatywania miedzy ligandem a receptorem komorki eukariotycznej (31). Istotng
role odgrywa takze autoagregacja komoérek oraz wytwarzanie przez nie substancji
zewnatrzkomérkowych (47). Wszystkie specyficzne struktury umiejscowione na po-
wierzchni komorek mikroorganizmow, biorgce udziat w procesie adhezji noszg na-
zwe adhezyn. Moga one mie¢ okreslong posta¢ morfologiczng (np. fimbrie), sg ele-
mentami $ciany komorkowej lub sa wydzielane przez komorke na zewnatrz. Najwie-
kszg role w adhezji patogennych bakterii gramujemnych do komérek nabtonkowych
przypisuje sie obecnosci fimbrii na ich powierzchni, ale musza istnie¢ réwniez inne
mechanizmy odpowiedzialne za ten proces, gdyz bakterie gramdodatnie oraz nie-
ktére gramujemne, bedace przyczyng wielu zakazen nie posiadajg typowych fimbrii
(48). Z prowadzonych w ostatnich latach badan wynika, ze wiele patogenéw wyka-
zuje zdolnos¢ przylegania do zewnatrzkomorkowych biatek komérek eukariotycz-
nych. Bialka, z ktorymi wigza sie drobnoustroje, stanowig najczesciej mieszanine
kolagendw, proteoglikanéw, kwasu hialuronowego, elastyny oraz innych. Tworza
one zewnatrzkomérkowg macierz do ktérej przyczepiajg sie bakterie. Szczegdlne
znaczenie odgrywa tez grupa bialek, okreslanych mianem ,adhezyjnych”, z grupy
glikoprotein, takich jak: fibrynoektyna, witronektyna, laminina czy trombospondyna
(19,31,32). Coraz wiecej uwagi poswieca sie udziatowi tych biatek w procesach za-
palnych, autoimmunizacji, syntezie cytokin oraz bezposrednich interakcjach komé-
rek immunokompetentnych w przebiegu swoistej odpowiedzi immunologicznej.
Prowadzone w tym kierunku badania moga przyczyni¢ sie do znalezienia skutecz-
nych metod zapobiegania zakazeniom bakteryjnym. Uzdolnienia adhezyjne drobno-
ustrojow mogag rowniez wpltywac¢ na stopien ich inwazyjnosci oraz zdolnosci do
wywotywania zakazenia (42).

Adhezja drobnoustrojéw do powierzchni komérek makroorganizmu moze miec
réwniez pozytywne znaczenie. Probiotyczne wilasciwosci bakterii mlekowych sg
czesto ttumaczone ich zdolnosciami do adhezji do miesni jelitowych, jest to wyja-
Sniane wspotzawodnictwem w adhezji pomiedzy ta grupa drobnoustrojow a bakte-
riami chorobotwdrczymi, przy ograniczonej liczbie receptoréw bakteryjnych na po-
wierzchni  komorek jelitowych, Ilub immunomodulacjg komorek gospodarza
(34,49-51).
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6. Konkluzje

Tworzenie biofllméw bakteryjnych na powierzchniach jest procesem bardzo zto-
zonym. Czynniki, ktére moga mie¢ wptyw na przebieg tego procesu to: wydzielanie
przez komérke mikroorganizmu substancji zewnatrzkomoérkowych, gtéwnie polisa-
charydéw i bialek, hydrofilowo$é/hydrofobowos$é, tadunek powierzchni komoérki,
faza wzrostu bakterii, rodzaj i charakter podtoza (natura substratu), czynniki srodo-
wiskowe (pH, temperatura, rodzaj podtoza, sity jonowe, obecnos¢ kationéw), obec-
nos¢ adhezyn i wspoétzawodnictwo mikroorganizmow. Tworzenie biofllméw jest
procesem, ktory zalezy czesciowo od wiasciwosci podioza, a czesciowo od witas-
ciwosci powierzchni komoérek, ktére go tworza. Rozwijajace sie techniki inzynierii
genetycznej pozwalaja wyrazniej zarysowaé problem tworzenia biofllméw i przy-
blizajg jego biologie molekularng. Komorki, ktére ulegaja adhezji zmieniajg swoj
metabolizm i ekspresje materiatu genetycznego. Transformacje komoérek moga by¢
powigzane z warunkami hodowli i moga odgrywaé znaczaca role w szeregu infor-
macji genetycznych w biofilmie.

Ponadto w dostepnej literaturze pojawia sie wiele rozbieznosci odnosnie do
czynnikéw warunkujacych tworzenie sie biofllméw. Dotyczg one gtdownie faktu, ze
doswiadczenia prowadzone sa w r6znych warunkach eksperymentalnych, stosowa-
ne sa odmienne metody oceny stopnia adhezji drobnoustrojéw, powierzchnie sg
czasami niedokfadnie charakteryzowane zaréwno pod wzgledem aktualnego chemi-
zmu grup funkcyjnych, jak i gestosci. W konsekwencji trudno jest poréwnywacé ba-
dania réznych autoréw i nie ma prostej zaleznosci miedzy nimi. Lepsze zrozumienie
mechanizméw tworzenia biofilmu i czynnikédw odpowiedzialnych za ten proces po-
moze zapobiega¢ temu zjawisku, utatwi usuwanie biofllméw, a takze pozwoli na
efektywne wykorzystanie tego procesu.

Publikacja w ramach projektu badawczego KBN nr 3 PO6T 010 24.
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